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A. Einleitung

Seit Erscheinen des Heftes ,Racillus thuringiensis Berliner usw.“ (Nr. 103
dieser Mitteilungen, Krieg 1961) sind iiber 5 Jahre vergangen. In welchem
Mabe mittlerweile das Interesse an den Grundlagemuntersuchungen und Anwen-
dungen von B. thuringiensis gestiegen ist, mag daran abgelesen werden, daf seit-
dem etwa 400 wissenschaftliche Arbeiten zu diesem Thema erschienen sind. Im
Vergleich dazu betriigt die Anzahl der in den vorausgegangenen 50 Jahren iiber B.
thuringiensis erschienenen Verdffentlichungen nur etwa die Hélfte. Die weit ver-
streute Literatur war zum Teil nur mit Unterstiitzung des Dokumentationsdienstes
der 0.1.L.B.Y) zu beschaffen.

Es ist seibstverstindlich unmiglich, alle neueren Arbeiten einzeln zu beriick-
sichtigen. Dies scheint auch nicht notwendig, da die meisten von ihnen dem Wir-
kungsspektrum des B. thuringiensis bzw. den Erfolgen oder gelegentlich auch den
MiBerfolgen in der biologischen Schiidlingshekdmpfung mit technischen Pripa-
raten gewidmet sind. Hinsichtlich der hier nicht zitierten neueren Arbeiten sei
auf die , Bibliographie iiber biologisehe Bekdmpfung® des Dokumentationsdienstes
der O.LL.B hingewiesen {Franz 1961 b, 1963, 1966 a, 1967 a, Franz und
Laux 1963, 1964).

In Erginzung des Heftes 103 sollen zunichst die wichtigeren neuen Ergebnisse
aus der Grundlagenforschung zusammenhingend referiert werden. AnschlicBend
stehen bestimmte aktuelle Probleme der Bekimpfung schidlicher Inselten mittels
industriell erzeugten B. thuringiensis-Priparaten zur Diskussion. Da dieses Heft
auch chne Vorlage von Heft 103 ein abgerundetes Bild iiber den gegenwirtigen
Stand unserer Kenninis vermitteln soll, lieBen sich gelegentiich Wiederholungen
nicht ganz vermeiden.

Modernen Bestrebungen folgend wurde auf die Nennung jeglicher Autoren-
namen im Zusammenhang mit Artnamen verzichiet. Genus-Synonyme sind bei
der ersten Nennung von Insektenarten in Klammern beigefiigt. Im Falle von
Bacillus thuringiensis wird im allgemeinen der Genusname abgekiirzt, bei Nen-
nung vor Varietiten auch der Artname, also: B. {. var. thuringiensis.

Fiir kritische Durchsicht des Manuskriptes sel Herrn Prof. Dr. Franz gedankt.

B. Mikrobiologie
1. Phasenwechsel

Alle Arten der Familie Bacillaceae und speziell des Genus Bacillus besitzen
cinen Phasenwechsel zwischen der physioiogisch aktiven und vermehrungsfihigen
vegetativen Zelle und der weitgehend physiologisch inaktiven und stabilen Spore.
a) Physiologie

Bagcillus thuringiensis ist ebenso wie Bacillus cereus und Bacillus anthracis
ein aercber Sporenbildner, der zwar unter anaeroben Bedingungen zu wachsen,
aber nicht zu sporulieren vermag. — Sporulation tritt im allgemeinen ein, wenn
durch Ersehopfung der G- oder der N-Quelle das Wachstum begrenzt wird. Da
die Sporulation bei volliger Abwesenheit von Nahrungsstoffen erfolgen kann,
wird sie als ,endotroph® bezeichnet. Parallel zur Sporulation lduft die Synthese

1y Grganisation International de Lutte Blologique.
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von Dipicolinsdure, die offenbar wichiige Zellstrukturen durch Komplexbildung
stabilisiert und die auch fiir die Hitzeresistenz der Sporen verantwortlich zu sein
scheint. In Sporenpréparaten von B. {. var. thuringiensis wurde sie von Fisher
(1963) sowie von Caniwell und Mitarb. (1964 a) nachgewiesen.

Die Keimung der Sporen erfolgt im Wasser'), wenn neben bestimmten Ionen
bzw. Salzen (NaHzPO4) einzelne Aminosduren (I-Alanin) oder Zucker (Inosit)
oder Riboside als Induktoren vorhanden sind. Im Gegensatz zu der durch Amino-
siuren (einschlieBlick Dipicolinsfiure) auslésbaren physiologischen Keimung von
Bakteriensporen bewirken kationische Detergentien, speziell quaternire Ammo-
niumverbindungen (bei Temperaturen iiber 50° C) chemische Letalkeimung von
Sporen®). Bei Verwendung langkettiger Alkylamine {n-Dodecylamin) dagegen
erfolgt chemische Keimung ohne AbtStung innerhalb weniger Minuten (R o d e and
Foster 1960).

Die Gesamt-Keimung erfolgt in 2 Stufen: dem Zusammenbruch der Sporen-
struktur (gelennzeichnet durch: Verlust des Lichtbrechungsvermogens, Anférb-
barkeit, Verlust der Hitzeresistenz, Beginn der Respiration und Abgabe von
Dipicolinséure in das Medium) und dem Aufbau der vegetativen Zelle {gekenn-
zeichnet durch: Schwellung des Sporeninhalts, seinen Austritt aus der Sporenhiille
und seine Stredtung zur stibchenfdrmigen Zelle). — Nach Ignoffo (1962) liegt
das Temperaturoptimum fiir die Keimung der Sporen von B. thuringiensis bet
etvga 51° C und das Optimum fiir das Wachstum der vegetativen Zellen bei etwa
31°C.

Durch Teilung steigt die Zahl der vegetativen Zellen in Form einer sog. Wachs-
tumskurve an. Eine Kennziffer der Vermehrungsrate ist die Generationszeit. Sie
ist weitgehend von den Milien-Bedingungen abhingig; unter optimalen Bedin-
gungen liegt sie bei B. thuringiensis zu Beginn der logarithmischen Wachstums-
Phase unter 20 Minuten.

by Morpheologie
Der Formwechsel der Bazillen ist von einem Kernphasen-Wechsel begleitet.

Uber den Zusammenhang zwischen beiden haben anhand von Untersuchungen an
B. thuringiensis (var. alestiy Young und Fitz-James (1959 a) berichtet.

Die vegetative Zelle des B. thuringiensis ist hegeilielt und hat stibchenfsrmige
Gestalt (0,8-1,3 X 3,6--6.0 u): vgl. Abb. 1 a.

Die Endospore ist elliptisch bis zylindrisch (0,8+0,9 X 1,6:-2,0 u). Thre Lage-
rung neben einem parasporalen Kristall (£ 0,6 X 2,0 ) im Sporangium ist
parazentral bis subterminal und geneigt gegeniiber der Hauptachse des Sporan-
giums. Die Elemente des Sporangieninhaltes sind in Abb. 1 b getrennt abge-
bildet: Die zunichst innerhalb der Sporangienhiille (Zellwand der Sporenmutter-
zelle) gelegene Spore hat 2 Hiillen: ein Exosporium und ein Endosporium. Als
»8pore coat” umschlieBt das letztere den eigentlichen Sporeninhalt und wird beim
Keimvorgang abgeworfen.

1) Durch schwache Dosierung (z. B. karze Frwirmmung auf 65° C oder karze Inkubation bei
pH <{4,5) von an sich keimungshemmenden Reizen (hohe Temperatur, niedrige pH-Werie} kann
eine reversible Aktivierung der Sporen zur Keimung erzielt werden (Keynan et al. 18684).

2) Anionische und amphotere Substanzen sind unwirksam.



f{ Ex

Abb. 1. Bacillus thuringiensis (schrigbedampft; Negativkopie)
Elektronenmikroskopische Anfnahme
Abb.-Mafstab ~ 8000 : 1
a} Vegetative Zelle mit GeiBeln
b) Aufgebrochenes Sporangium: W = Sporangienwand, S = Spore, Ex = Exosporium,
En = Endosporium, K = Endotoxin-Kristall

Untersuchungen mittels Phasenkontrast- oder Interferenz-Mikroskop:

Diese Verfahren nutzen Phasendifferenzen im Préparat zur Abbildung aus;
sie sind bedingt durch Differenzen in der Dicke und/oder Lichtbrechung der
Objekte. Wihrend keine grofen Unterschiede in der Objektdicke zwischen Spore
und vegetativer Zelle bestehen, existieren hohe Differenzen in der Lichtbrechung
in Abhingigkeit vom Wassergehalt: Die vegetative Zelle besitzt eine geringe, die
Spore dagegen cine hohe Lichtbrechung. Brechungsdifferenzen werden auch zwi-
schen Spore und parasporalem Kristall beobachtet. Bei der Untersuchung von
B. thuringiensis als Phasen-Priiparat in vive hat sich die Bléckchen-Methode be-
wahrt.:

Auf einen Objekitriger wird ein diinnes Apgarbléckchen (aus einer diinnen planparallelen Schicht
ansgeschnitten) gelegt, dann ein Tropfen der Bakieriensuspension aufgehracht und mit einem Dedk-

glas bededkt. Der Agar saugt das Suspensionsmittel auf, und so werden die Bazillen an threr ak-
tiven oder passiven Bewegung gehindert.
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Bei Verwendung von Nahragar als Substrat und unter sterilen Kautelen ist bei
Anwendung der Blodkchen-Methode der Ablauf des gesamten Entwicklungszyklus
von B. thuringiensis beobachtbar. Er wurde mikrokinematographisch aufgenom-
men; der Film konnte zur Auswertung in Forschung und Hochschulunterricht
verdffenilicht werden (K rieg 1964 c). Gezeigt werden Ausschnitte aus Keimung,
vegetativer Vermehrung, Sporen- und Kristallbildung des B. thuringiensis in Pha-
senkontrast-Aufnahmen bei verschiedenen Vergréllerungen und Zeit-Raffungen
{Bildausschnitt 0,05--0,25 mm; Raffungen 180--720 : 1),

Differentialfdrbungen:

Neben der in vivo-Untersuchung von Phasenpriparaten des B. thuringiensis
steht als Alternative die Untersuchung von gefirbten Priparaten in fixiertem
Zustand. In den letzten Jahren wurden mehrere einschligige Firbeverfahren be-
schrieben. Schwierigkeiten bei der Negativdarstellung mit Nigrosin nach Han -
nay (1856) veranlafiten Smirnoff (1961} eine Positivdarstellung mit Ma-
lachitgriin/Safranin-Firbung zu empfehlen. Werden so gefirbte Préparate im
Dunkeifeld betrachtet, dann erscheinen auf Grund des , Color refraction®-Effektes
die vegetativen Zellen gelb, die Sporen rot und die parasperalen Endotoxin-
Kristalle gelb bis gelblichgriin. Smirno f f (1962} publizierte sine zweite Suk-
zedan-Firbung, und zwar mit Amidoschwarz-Eisessig/Carbolfuchsin fiir Hellfeld-
Beobachtung. Hiernach sind die vegetativer Zellen lila (nach eigenen Erfahrun-
gen bis tiefviolett) gefirbt, die Sporen rot und die Kristalle schwarz. B en z und
Borusiewicz (1963) empiehlen schliefilich die Kombination Malachitgriin-
Amidoschwarz-Eisessig/Safranin mit folgendem Ergebnis: vegetative Zellen pur-
purrot, Sporen griin und Kristalle blauschwarz.

2. Inaktivierung

Zur irreversiblen Inaktivierung von B. thuringiensis eignen sich sowehl phy-
sikalische Verfahren (Sterilisation} als auch chemische Verfahren (Desinfektion).
Zur Lésung bestimmter Probleme ist auch die Kenntnig der Einfliisse wichtig, die
eine reversible Inaktivierung von B. thuringiensis bewirken kinnen. Es sel in
diesem Zusammenhang allerdings nur auf die chemische Inhibition {durch Ionen
und Antimetabolite) eingegangen, nicht dagegen auf die meist zur Konservierung
des Bazillus und seiner Priiparate benutzte physikalische Stoffwechselhemmung
(durch Kélte, Dehydratation usw.). Uber die Haltharkeit von B. thuringiensis-
Préparaten s. 8. 72.

a) Sterilisation

Itierzu eignet sich vor allem die Drucksterilisation in iiberhitztem Wasser-
dampf: Autoklavieren 1530 min bei 120°C (= 2 atil) inaktiviert vegetative
Zellen und Sporen. — FEine wirksame Abtétung wird auch durch UV-Strahlen
(vgl. Krieg 1961, sowie Cantwell and Franklin 1966) erreicht.

b) Desinfektion

Als wirksames Desinfektionsmittel hat sich 42 %iges Formaldehyd (5 bis
15 min} gut bewdhrt. (Neutralisation durch Ammoniak) — Ignoffo und
Dutky (1963) empfehlen ferner 0,50,05 %riges Natriumhypochlorit (1 bis
30 min). {Neutraiisation durch Natriumthiosulfat) — Auch Sublimat {0,1 %eig,
10 min) téiet vegetative Zellen und Sporen ab. (Neuiralisation durch Natrium-
thiosulfat.) — Eine wirksame Abtétung der vegetativen Zellen und Sporen ist von
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der Verwendung alkylisierender Stoffe (wie Athylenoxyd, Propylenoxyd, B-Pro-
piolacten usw.) unter bestimmten apparativen Voraussetzungen (Begasungs-
Apparatur) zu erwarten.

¢ Inhibition

Wihrend kleinere Mengen Zn und Mg im Gegensatz zu Cu-lonen sogar einen
stimulierenden Effekt auf das Wachstum von B. thuringiensis ausiiben, wirken
sie ebenso wie Cu-lonen in hohen Konzentrationen hemmend. Co-lonen dagegen
behalten auch in hohen Konzentrationen ihren stimalierenden Effelt. Reduktion
baw. Unterdriickung des Wachstums erfolgt durch Al-Ionen, Cu-lonen (Smir-
noffand Perron 1965) und durch Fe-Ionen (Klein and Lewis 1966).

Ignoffo (1963) hat das Empfindlichkeitsspektrum von B. thuringiensis
(var. thuringiensis) gegeniiber Antibiotika und anderen Antimetaboliten bestimmt.
Die Ergebnisse, die frithere Angaben bestiitigen, sind folgende: Resistenz besteht
gegeniiber Sulfonamiden, Isoniacid, p-Aminosalizylsdure, Bacitracin, Penicillin G,
Polymyxin B, Viomycin; Sensibilitit ist vorhanden gegeniiber Carbomyein,
{hloramphenicel, Erythromyein, Kanamycin, Neomycin, Nitrofurantein, Nifro-
furazan, Novobiocin, Nystatin, Oleandomycin, Ristocetin, Spiramycin, {Dibydro-)
Streptemycin, (Oxy-, Chlor-)Tetracyclinen, Vancomyein.

Auf Sporulation und Kristallbildung wirken hemmend Co sowie Mg und Cu,
7n aber nur in héheren Konzentrationen (Smirnoff and Perromn).

Das m-Tyresin hemmt die Sporenbildung bei B. thuringiensis ebenso wie bei
anderen Sporenbildnern (Aronson et al. 1967); gleichzeitig wird auch die
Bildung parasporaler Kristalle unterdriickt. Das gleiche gilt von den Protein-
synthese-Blockern 8-Azaguanin und 2,6-Diaminopurin (Young and Fitz-
James 1959 b). — Harnstoff inhibiert in geeigneter Konzentration nur die
Kristallbildung, aber nicht die Sporulation (Smirnoff 1963 b).

d) Detoxifikation

Die physikalische oder chemische Inaktivierung ven B. thuringiensis in Form
von vegetativen Zellen oder Sporen ist nicht immer gleichbedeutend mit der Zer-
stéorung der toxischen Aktiviias.

Das Kristall-Endotoxin wird nicht nur inaktiviert durch Hitze (30 min bei
100° C), sondern auch durch eine Rethe von Desinfektionsmitteln wie Formal-
dehyd, Hypodhlorit, Trichloressigsiure, jedoch nicht von Phenol, Alkalien fiihren
zwar zu einer Lyse des Kristalls, zerstdren aber die toxisdhe Wirksamkeit des
Lysates nichf. Siduven inaktivieren {unterhalb pH 3} das Endotoxin. Ven UV-
Sirahlen wird es nicht inaktiviert.

Das Exotoxin ist thermostahil (McConnel and Richards 1959) und
nach Sebasta und Mitarh. (1967) auch Alkali-resistent selbst bei 100° C.
Dagegen wird das Exotoxin relativ leicht durch Siuren hydrelysiert, insbeson-
dere bei hoheren Temperaturen (100° ().

3. Biochemische Eigenschaften

Neben der Untersuchung klassischer Stoffwechsel-Eigenschaften, wie der Re-
gistrierung von aufgenommenen Ausgangsstoffen (Verwendungsstofiwechselj und
der abgegebenen Endprodukte (biochemische Leistungen), werden beute auch
chemische Analysen zur Charakterisierung von Bakterien mit herangezogen.
Branchbare Daten im Hinblick auf B. thuringiensis und verwandte Arten haben
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bereits Enzym-Analysen, Nukleinsfure-Analysen und Bestimmungen des Ge-
samt-Stidkstoffs und des Rest-Phosphors geliefert.

a) Verwendungsstoffwechsel

Nach Untersuchungen von Proom und Knight (1955) weicht B. thurin-
giensis in seinen Ernihrungsanspriichen nicht von B. cereus ab. In einem Am-
monium-Grundmedizm bestehend aus KoHPO,, (NHy):HPO4, MgS04, CaCls,
MnSO4, Fes(S04)s und (NHy)e-molybdat (pH 7,8), wurde der Aminosdurebedarf
verschiedener Sporembildner getestet. Die gepriiften Stimme von B. f. var. thu-
ringiensis henitigten ebenso wie die untersachten Stimme von B. cereus 7 Amino-
siuren, nidmlich L-Aspargin, L-Prolin, L-Leucin, D-, L-Alanin, L-Glutamin-
siure, D=, L-Serin und D-, L-Methionin. AuBerdem erwies sich B. thuringiensis
wie B. cereus als Thiamin-autotroph.

Weitere Untersuchungen iiber den Verwendungs-Stoffwechsel speziell im Hin-
blick auf Kohlenhydrate und Aminosiuren als C- und N-Quellen stellten Kras -
silnikov und Gukasjan (1964) sowie Krepkich (1866) an. — Die
zum Teil differente (Wachstum-fordernde bzw. -hemmende) Wirkung einzelner
Aminosiaren, speziell von Valin, Leucin und Isoleucin auf das Wachstum ver-
schiedener Varietiten von B. thuringiensis (var. thuringiensis, var. softe, var.
entomocidus) untersuchten Conner und Hansen (1967 a).

b) Biochemische Leistungen

Folgende biochemische Eigenschaften haben B. thuringiensis-Stimme mit B.
cerews gemeinsam: Proteolyse, keine Indol-Bildung, keine HsS-Bildung, Nitrat-
reduktion. Vorhandene Fermente: Katalase, Peroxydase, Acetylesterase (s. unten),
Phosphomonoesterase. Nicht vorhanden: Tetrathionatreduktase, Lysin-Dekarboxy-
lase, Tryptophan-Desaminase, Phenyl-Transaminase. Zuckerfermentation unter
Siurebildung ist positiv bei Glucose, Fructose, Ribose, Glycerin. Nicht fermentiert
werden: Lactose, Galactose, Rhamnose, Sorbose, Arabinose, Xylose, Mannit,
Duleit, Sorbit, m-Inosit, Erythrit (vgl.auch de Barjac et Bonnefoi 1967).

Die variablen biochemischen Leistungen des B. thuringiensis konnen zur Diffe-
renzierong einzelner Varietiten herangezogen werden: Produktion von Acetyl-
methylearbinol, Produktion von Pigment?), Lezithin-Vitellin-Reaktion®), Fermen-
tation von Salicin, Mannose, Saccharose, Starke, Fett, Proteinen, Harnstoff. Diese
Eigenschaften reichen indessen nicht aus, um B. thuringiensis von B. cereus zun
differenzieren, da entsprechende Stoffwechsel-Varietdten bei beiden Arten vor-
kommen (vgl. Tabelle 2 a).

¢ Iscenzym-Analysen

Zur Charakierisierung der biochemischen Verhilinigsse kann neben der Sub-
stratspezifitit von Enzymen auch die Differenzierung von lsoenzymen herange-
zogen werden. Solche Untersuchungen wurden von Norris und Burges
{1963) sowie Norris (1964) im Hinblick auf bestimmte Endo-Esterasen von

1) Nach Uffen und Canals-Parola {1966} diirfte das von B.{# var. alesti produzierte
wasserunlbsliche Pigment mit dem Pulcherrimin verwandt sein, das such voa bestimmten Varie-
titen des B.cereus (Canale-Parola 1963), des B.anthracis (Hawkins et al. 1963) und
anderen aeroben Sporenbildnern synthetisiert wird. Das Pigment wird nur unter seroben Bedin-
gungen und unterhalb 30% C gebildet. Zusatz von Fe-Solzen erhbhen die Ausbeute auf Nihragar.
(Bei den Pulcherrimin-ihnlichen Pigmenten sind Pyrazin-Ringe chelatartig mit Fe verbunden.)

2} d.i. Priifung auf Phospholipase (baw. Lezithinasc}-Produktion.
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B. thuringiensis angestellt. Extrakte vegetativer Zellen wurden (in Stirke-Gel)
elektrophoretisch aufgetrennt und die Acetylesterase-Aktivitit des Zymogramms
gegenilber o-Naphthylacetat getestet'). Als Indikator dient Fast blue B-Salz. In
Abhingigkeit von der Varietat werden bei verschiedenen Stimmen 2-8 Banden
im Zymogramm registriert. Am auffallendsten und meistverbreitetsten waren
zwei starke Esterase-Banden (E; 55 und E; 65). Den Varietiten finitimus, ento-
mocidus und tolworthi fehlte die Bande 65, der var. kenyae dagegen die Bande 55.
Andere auffallende Banden hatten var. finitimus (B; 38 und E; 85), var. kenyae
(E¢ 86) und var. enfomocidus (E; 98). Var. tolworthi verfiigte als einzige Varie-
tdt nur tiber schwache Esterase-Banden im Zymogramm.

d) Nukleinsdure-Analysen

Auch Analysen der beiden in Bakterien vorhandenen Nukleinsiuren kénnen
zur Charakterisierung von Arten oder Varietdten herangezogen werden. — Nach
Fitz-James und Young (1859) variiert der Gehalt an Ribonukleinsiure
(RNS-P) von Sporen mit deren Gréfie; das bedeutet, dall groe Sporen unter Um-
stinden doppelt so viel RNS enthalten wie kleine Sporen. Sporengréfe und RNS-
Gehalt sind jedoch nicht streng genetisch determiniert, sondern in Grenzen auch
von den Kulturbedingungen (Medium) abhingig. Demgegeniiber ist der Gehalt
der Sporen an Desoxyribonukleinsiure (DNS-P) fiir einen Genotyp bemerkens-
wert konstant. Beispielsweise besaBen Sporen von B. £. var. alesii etwa doppelt so
viel DNA-P (ndmlich 20 g X 10718 pro Spore} als B. anthracis, B. cereus, B. 1.
var. thuringiensis und B. f. var. sotto (10-~12,5 g X 10726 pro Spore}. Mutativer
Verlust von Kristallbildung (bei B.{. var. alesti, var. thuringiensis, var. sotio)
hatte keinen Einflul auf den spezifischen DNS-Gehalt der Sporen.

In der Bakterientaxonomie wird heute gelegentlich auch die Basenzusammen-
setzung des genetischen Materials als Kriterium verwendet. Vergleicht man die
Prozente von Guanin plus Cytosin bezogen auf die Gesamt-Nukleinbasen der DNS,
so ergeben sich nach Hill (1966) jedoch keine signifikanten Unterschiede wwi-
schen B. anthracis (2 Stémme untersucht: 32--34 %), B. cereus (17 Stdmme un-
tersucht: 3240 %) und B. thuringiensis (1 Stamm der var. thuringiensis unter-
sucht: 34--36 %),

e} Gesamtstickstoff- und Restphosphor-
Bestimmungen

Diesbeziigliche Analysen von Sporenmaterial, ebenfalls mit dem Ziel einer
Charakterisierung von Stémmen liegen von Fitz-James und Youn g {1959)
vor. Der Gehalt an Gesamt-N (also einschlieBlich Proteinen) ist #hnlich wie der
Gehalt an RNS bei Sporen von deren Volumen abhingig.

Die Rest-P-Werte (also ausschliefilich des Nukleinsiiure-P} der Sporen sind fir
einen Stamm oder Varietdt weitgehend konstant und werden auch durch muta-
tiven Verlust der Kristallbildung nicht beeinflufit. Sie kénnen somit zur Charak-
terisierung bestimmter Stdmme oder Varietdten benutzt werden. Vergleichbare
Rest P-Werte wiesen auf; B. anthracis, B. cereus, B. 1. var. alesti nnd B. t. var,
sotto (1,8-6,9 g X 10718 pro Spore). Demgegenither hatten die Sporen von B. t.
var. thuringiensis etwa zehnfach hihere Werte (30,0-°40,6 X 10-16 pro Spore).

1) Nach Roberts und Rosenkranz (1968) kommt Acetylesterase auch in Sporen wvon
B. cereus vor.
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4. Serotypen

Serologische Arbeiten an B. thuringiensis bericksichtigten bisher Sporen-Anti-
gene, Endotoxinkristall-Antigene sowle Zellwand-Antigene und GeiBel-Antigene
von vegativen Zellen. Letztere haben z. Z. fiir die Charakterisierung von B. thu-
ringiensis-Stimmen die grifite Bedeutung.

Erste Untersuchungen iiber die Antigen-Struktur von B. thuringiensis stellte
Svecova (1859 a) an: Wiihrend die gegen vegetative Stdbchen in Kaninchen
gebildeten Aniikdrper spezifiseh agglutinierten, reagierten die gegen Sporen ge-
bildeten Antiseren anch noch mit vegetativen Stdbchen. Die Seren zeigten unter-
schiedliche Spezifitdten: Eine Differenzierung der Varietiiten fhuringiensis und
dendrolimus gegenitber der var. galleriae gelang nur bei Verwendung von Anti-
gallerige-Serum, jedoch nicht vice versa. Keine Antigen-Gemeinschaft (reziproke
Reaktionen) wurde gefunden zwischen var. fhuringiensis und var. dendrolimus. —
Auvch Krassilnikovund Gukasjan (1964) standen keine so spezifischen
Antiseren zur Verfligung, um var. thuringiensis von var. galleriae und var. den-
drolimus sicher abtrennen zu kinnen. Lediglich die var. alesti wurde von keinem
der gegen die zuvor genannten Varietiten gebildeten Antisera agglutiniert und
vice versa.

Lamanna und Jones (1961} beobachteten sehr komplexe Sporenantigen-
Muster bei den von ihnen untersuchten Arten des Genus Bacillus. Miitels Agglu-
tinin-Absorptionstests war es ihnen deshalb nicht méglich, die Sporen von B. an-
thracis, B. cereus und B. thuringiensis {var. thuringiensis, var. alesti, var. sotio
und var. entomocidus) voneinander zu differenzieren. Immerhin reagierten B.
thuringiensis-Stimme weniger stark als B. cereus-Stimme mit B. anthrocis-Anti-
seren und vice versa. Das gilt sowohl fiir die Anzahl der krousweise reagieren-
den Stimme als auch fiir die Hohe der beobachteten Titer. Auch Norris und
Wolf (1961) fanden ein den Stdmmen von B. cereus (var. cereus, var. mycoides)
und B. thuringiensis (var. thuringiensis und var. enfomocidus) gemeinsames Spo-
renantigen (Préazipitogen).

Walker und Batty (1965) beurteilten an Hand von Immunofluoreszenz
das Auftreten phasenspezifischer Oberflichenantigene bei B. cereus. Mit dem Anti-
serum, gebildet gegen vegetative Zellen, reagierten keimende Zellen erst nach dem
Aufbrechen der Sporen. Ganz entsprechend reagierten die Sporen mit dem gegen
sie gerichteten Antiserum erst nach dem Verlassen des Sporangiums. Vielleicht
wiren serologische Untersuchungen mit homogenisierten Sporangien bzw. kei-
menden Sporen aufschlulireicher gewesen, da Sporangienwand bzw. Sporenwand
hier sicher als Diffusionswiderstinde wirksam waren. Die obigen Befunde sagen
somit noch nichts Verbindliches iiber das erste Auftreten der phasenspezifischen
Antigene aus.

Baillieund Norris {1964) untersuchten vergleichend die Antigen-Muster
von Extrakten aus vegetativen Zellen und aus Sporen bei B. cereus mittels m-
munoelektrophorese. Vegetative Zellen enthielten 8 thermolabile und 7 (relativ)
thermostabile Teilantigene. In den Sporen waren 5 (relativ) thermostabile (dar-
unter ein neues Antigen) und 3 thermolabile Teilantigene nachweisbar.

Mittels Gel-Diffusionstest verfolgte Monro (1961 a) serslogisch das Auf-
treten von Kristall-Antigen bei B. thuringiensis. Dabel zeigte sich, dafl Antisera,
gebildet gegen die Antigene aus Extrakten von vegetativen Zellen, nicht mit Kri-
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stall-Antigen reagierten. Hieraus ist zu schliefien, daB die Endotoxin-Kristalle,
die im Verlauf des Sporulationsprozesses entstehen, nicht aus Vorstufen von
gleichem antigenem Charakter hervorgehen, sondern durch Umbau von Proteinen
{protein turnover) de novo entstehen (M onro 1961 bj.

Bei ihren Untersuchungen iiber die antigenen Eigenschaften alkaligeloster
Endotoxinkristalle gelang es De Barjac und Lecadet (1961) bet B.{. var.
thuringiensis, var. enfomocidus und var. alesti neben einem gemeinsamen Antigen
auch typenspezifische Antigene nachzuweisen. - Neuerdings haben Pendleton
und Morrison {1966 a) 88 typisierte B. thuringiensis-Stimme auf ihre Endo-
toxin-Antigenmuster hin untersucht. Antikbrper, gebildet gegen ganze Kristalle,
prizipitierten nur e i n e s der Antigene, die durch Alkalihydrolyse aus homologen
Kristallen freigesetzt wurden, jedoch nicht mit Antigenen aus heterologen Kristal-
len. Demgegeniiber vermdgen Antiseren, gebildet gegen geldste Kristalle auch mit
{mehreren) Antigenen aus hetorologen Kristallen zu reagieren. Dieses Para-
doxon laft sich durch die Annahme einer Antikdrper-Maskierung erkldren. Im
einzelnen wurden folgende (Ganzkristail-Antigene bei B. thuringiensis untersehie-
den: a = var. thuringiensis (ex Anagasta kiihniella, Mattes 1927), i = var.
thuringiensis (ex Gallerig mellonella, Kriegund Franz 1959), b = var. fini-
timus, ¢ = var. sotto, d = var. dendrolimus, ¢ = var. kenyae, { = var, galleriae,
g = var. morrisoni, h = var. alesti. In den foigenden beiden Tabellen ist ihre
Verteilung angegeben:

Tab. 1 a. Serclogische Eigenschaften der Endoioxin-Kristslle verschiedener Varietiten
von B. thurinsiensis {mehr als 5 Stimme untersucht; nach Pendleton und Mor-
rison 1968 a, verindert)

Anzahl d.

Varietit gemeinsame Antigene . Stamme
var. thuringiensis — b, g } 30
var. alesti — b, e, g 9

|
var, kenyae et; a—, b, 4, — g, i~ | 13
var. gallerine / — ;a7 b g 23
aizawal

var. entomocidus at; b=, d—, e, f~, g~ h—, i— &

Tab. 1 b. Serologische Eigenschaften der Endotoxin-Kristalle verschiedener Varietiten
von B, thuringiensis (weniger als 5 Stimme untersucht; nach Pendleton and Mo -
rison 1966 a, verdndert)

: ! Anzahi d.

Varietit gemeinsame Antigene I Stimme
var. finitimus I b+;a—, ¢ d— e, g, h—, i— 1
var. sotto ety a, b d— o, f—, g, b i 1
var. morrisoni gty a, b~ ¢, e, -, h— 3
var. tolworthi et; o~ b, ¢, ¢, I, g, h—, i~ 1

Der Tab. 1 b kommt weniger Informationsgehalt als der Tab. 1 a zu, da die
gefundenen Antigenformeln sich nur auf 1--3 Stimme stiitzen. Die hier aufge-
fiihrten scheinbar variationsspezifischen Antigene b¥, ¢t und et kommen aufer-
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dem auch bei Stammen anderer Varietiten vor. — Vergleicht man die beiden Ta-
bellen, so ergibt sich, daB mit der Anzahl der untersuchten Stimme auch die
Anzah! festgestellter Antigen-Kombinationen steigt. Pas geht so weit, daB in
Tab. 1 a nur fiir var. kenyoe (e*) und var. entomocidus (a’) je ein charakteristi-
sches Antigen nachweishar war. Beide Antigene kommen aber auch bei anderen
Varietiten vor (z. B. bel var. thuringiensis). Bei allen anderen Varietiter findet
man lediglich gemeinsam fehlende Antigene wie z. B. bei var. thuringiensis b™
und g—. Nicht unwahrscheinlich ist jedoch, dal in Zukunft auch noch var. thurin-
giensis-Stimme mit den Antigenen b* und g* gefunden werden.

Pendletonund Morrison fanden demnach keine mit anderen Kriterien
(speziell nicht mit den Geiflel-Antigenen) korrespondierende Kristall-Antigen-
muster. Die Kristall-Antigene erwiesen sich auflerdem als viel komplexer als die
Geillel-Antigene. Das geht aueh aus einer neueren Arbeit von Krywien-
¢czyk und Angus (1967) hervor, Die Autoren untersuchten das serologische
Verhalten von sporulierten Gesamtkulturen gegeniiber Antiseren, gebildet gegen-
iiber Endotoxinkristailen!) von var. thuringiensis, var. sotfo bzw. var. enfomo-
cidus {enfomocidus) im Gel-Diffusions-Test. Als ,Gesamt-Antigen” dienten die
abzenirifugierten festen Bestandteile einer sporulierten Kultur, die zuvor mittels
Darmsaft von Bombyz mori-Larven fermentativ abgebaut worden waren. Wie zu
erwarten, reagierten die aus insgesamt 12 Stimmen bzw. Varietiten gewonnenen
Gesamt{-Antigene verschieden: Die Anzahl der jeweils an der Seroreaktion betei-
ligten Teil-Antigene betrug maximal 5 (bei Verwendung von korrespondierendem
Gesamt-Antigen). Keine Reaktion mit einem der o. g. 3 Antiseren zeigte das Ge-
samt-Antigen der var. finitimus-Kultur. Die iibrigen Stimme {zugehdrig var.
alesti, var. galleriae, var. enfomocidus (subtoricus), var. aizawai (IHA), var.
morrisoni, var. iohworthi) reagierten stirker (3-~4 Teilantigene beteiligt) oder
schwicher (1---2 Teilantigene beteiligt) in Abhingigkeit von dem jeweils benutzien
Antisernm, Bemerkenswert war einerseits die minimale Reaktion zwischen dem
subtoricus-Stamm der var. entomocidus und dem Anti-entomocidus-Seram (2 be-
teiligte Teilantigene} und andererseits die starke Reaktion zwischen dem IHA-
Stamm der var. aizawai sowohl mit dem Anti-sotfo-Serum als auch mit dem Anti-
entomocidus-Serum (Beteiligung von 4 Teilantigenen). Uber die toxischen Eigen-
schaften der Kristall-Teilantigene s. 5. 33.

Im Gegensaiz zu B. anthracis sind die vegetativen Zellen von B. cereus und
B. thuringiensis peritrich begeiBelt. DeBarjacund Bonnefoi (1962) unter-
suchten die GeiBlel-Antigene der beiden letztgenannten Arten. Dabei stellten sie
fest, dalBl innerhalb der Art B. thuringiensis und der Art B. cereus verschiedene
H-Serotypen existieren. In ihrer ersten Arbeit tesieten die Autoren 24 Stimme
von B. thuringiensis; es gelang, sie in 6 verschiedene Serotypen (Hi-Hsg) einzu-
teilen. In einer zweiten Arheit (Bonnefoiet De B arjac 1963) wurden noch-
mals 26 Staémme untersucht und in diesem Zusammenhang zwei neue Serotypen
{H;, Hg) entdeckt {vgl. Tab. 2 a, 2b). — Ebenfalls iiber H-Antigene arbeiteten
Kabay (1965) (vgl. Tab. 2a), Norris (1964) (vgl. Tab. 2b), Svecova
und Zurabova (1966 a) sowie Tumanian und Mitarb. {1966). Bisher
konnte in keinem Fall eine H-Antigengemeinschaft zwischen B. thuringiensis und
einem B. cereus-Stamm gefunden werden. N o rris beschrieb einen neuen Sero-
typ (entsprechend der var. folworthd) und Tumanian und Mitarh, einen

%) enthalten Antikérper gegen Kristalle {gelést in Alkali und anschliefend reprizipitiert).
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weiteren Serotyp {enisprechend der var. caucasicus). Insgesamt sind somit z Z.
10 H-Serotypen bei B. thuringiensis bekannt.

5. Antagonisten

Mikroorganismen lassen sich auch auf Grund ihres ,antibiotischen“ Verhaltens
charakterisieren. Nach Untersuchungen von Vankov4i (1957, 1965} produzie-
ren einige Varietiten von B. thuringiensis ein gegen grampositive Keime wie
Bacillus subtilis, Sarcina lutea und Staphylococcus aureus gericatetes Antibio-
ticum, so z. B. var. thuringiensis, var. softo und var. enformocidus. Negativ ver-
hielten sich im Versuch var. alesti, var. dendrolimus und var. gallerige. Bei eige-
ner Versuchen (Krieg, nicht publ) konnte eine gegen Micrococcus lysodeik-
ticus antagonistische Aktivitiit bei bestimmten (aber nicht allen gepriiften) Stim-
men der var. thuringiensis, var. finitimus und var. entomocidus registriert wer-
den, dagegen nicht bei Stimmen der var. alesti, var. dendrolimus und var. galle-
rige. Krassilnikovund Gukasjan (1964) gelangten zu weitgehend glei-
chen Ergebnissen anhand von Untersuchungen an Bacillus cereus var. mycoides,
Bacillus subtilis, Sarcina flava, Staphylococeus aureus und anderen grampositi-
ven Testorganismen. AuBerdem fanden diese Autoren such eine antibiotische
Aktivitdt bei var. alesti (jedoch nicht wirksam gegen B. subtilis und Staphylococ-
cus qureus). Keine antibiotische Wirksamkeit wurde nach wie vor beshachtet bei
var. dendrolimus und var. galleriae.

Besonders bemerkenswert ist jedoch der antagonistische Effekt, den Kras -
silnikovund Gukasjan zwischen verschiedenen Varietiten von B. thurin-
giensis beobachten kennten. Es lassen sich hiernach 4 charakteristische Gruppen
unterscheiden: {a) Stimme ohne aniagonistische Aktivitit wie var dendrolimus,
var. tuviensis, var. galleriae; (b) Stimme ohne antagonistische Reaktion wie var.
thuringiensis, var. sotto, var. entomocidus {subtoxicus); (c) Stdmme, die zwar nie
den eigenen Typus hemmen, aber andere reaktive Stimme. Hierher gehéren var.
thuringlensis, var. finitimus, var, alesti, var. softo und var. entomocidus; (d)
reaktive Stimme, die durch antagonistische aktive Stimme merklich gehemmt wer-
den: var. finifimus, var. alesti, var. dendrolimus und var. tuviensis. — Diese Ver-
hiltnisse bediirfen noch weiterer Untersuchungen, insbesondere im Hinblick auf
die Natur der Hemmung, die sowokl durch bakteriolytische Enzyme sals auch
durch Antibiotica oder Bacteriocine hervorgerufen sein kann. SchlieBlich kinnte
auch Wirkung von Bakteriophagen im Spiele sein.

6. Lysotypen

Virulente Bacteriophagen wurden sowohl aus Insektendirmen als auch aus
lysogenen Kulturen isoliert. Versuche, Stimme von B. thuringilensis mittels viru.
lenter Phagen voneinander zu differenzieren und von B. cereus abzutrennen, wur-
den von Yoder und Nelson (1960), Afrikian (1960), Gochnauer
{1960, Norris (1961), Svecova (1963}, Chad¢atrjanund Rauten-
stejn (1963), Rautenstejn und Mitarh. (1964), Svecovaund Zura-
bova (1966 a) sowie Tumanian und Mitarb. {1968) unternommen. Alle
getesteten Phagen waren jedoch weder varietiits- noch art-spezifisch.

Besondere Aufmerksamkeit widmeten Rautenstejn und Mitarh. sowie
Tumanian und Mitarb. der Lysogenie') in der B. cereus/B. thuringiensis-

1)_.-U11-té1'7L7ysogenie wird die Fihigkeit von Bakterien verstanden, Phagen spontan zu produzie-
ren. In dem lysogenen Bakterium liegt dabei der Phage bis zu seiner Induktion in einer nicht-
infektitsen, dem Genom integrierten Form {Prophage} vor.

2
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Grappe. Die meisten der lysogenen Stiimme waren resistent gegeniiber virulent
gewordenen Eigen-Phagen. Ausgehend von diesen Befunden verglichen Tuma -
nian und Mitarh. die lysotypischen Eigenschaften der B. cereus/B. thuringien-
sis-Gruppe mit denen von B. anthracis. Sie testeten 30 virulente Phagen von B.
thuringiensis und 2 virulente Phagen von B. cereus gegenither 19 Stimmen von
B. anthracis {darunter 15 virulenten). In keinem Fall konnte irgend eine infek-
tivse lytische Reaktion bei den B. anthracis-Stimmen festgestellt werden. Ledig-
lich 2 Phagolysate (aus var. thuringiensis- und var. galleria-Kulturen) erzeugten
bei dem sog. S tern - Vakzine-Stamm von B. anthracis eing Lyse; diese Wirkun-
gen waren aber nicht {ibertraghar und diirften daher nicht auf einer Phagen-Infek-
tion bernhen. Wiahrend sich in der B. cereus / B. thuringiensis-Gruppe wechselseitig
kristallbildende Stimme und Nichi-Kristallbildner als Indikatoren zum Nachweis
von lysogenen Stimmen eignen, war keiner der untersuchten 19 B. anfhracis-
Stimme als Indikator brauchbar im Hinblidk auf die B. cereus/B. thuringiensis-
Gruppe (gepriift warden 9 lysogene Stimme von B. cerews und 11 Iysogene
Stimme von B. thuringiensis). Ebenfalls eigneten sich umgekehrt keine Stimme
der B. cereus / B, thuringiensis-Gruppe als Indikatoren fiir Lysogenie bei B. an-
thracis. — Abgesehen von solchen, in ihrem Wirkungsspekirum auf die B. cereus/
B. thuringiensis-Gruppe beschrinkte Phagen, existieren aunch noch polyvalente
Phagen, die sogar B. anthracis angreifen. So berichteten Yoder und Nelson
(1960) z. B. ither einen aus B. thuringiensis isolierten Phagen a. der aufier B. £
var. thuringiensis auch noch 3 Stdmme von B. anthracis zu lysieren vermochte,
hingegen nicht einen 4. Starmm. Diesem Phagen a gegeniiber erwiesen sich B. cereus
und B. ¢ var. sotfo als resistent; dis Empfindlichkeit von EB. ¢ var. alesfi war
Stamm-gperifisch.

7. Taxoenomie

a) Bacillus anthracis und die
B.cereus/ B thuringiensis-Gruppe

Fiir eine Abtrennung des B. anthracis von der B. cereus/B. thuringiensis-
Gruppe sprechen nicht nur praktische Gesichtspunkte der Human- und Veterinir-
Medizin. Die Angabe eines Ahnlichkeits-Indexes von 70 %o zwischen B. anthracis
und B. cereus / B. thuringiensis (Lysenko 1963) entspricht sicher nicht den
wahren Verhiltnissen. Der Grund hierfiir liegt in der Art und Weise der Aus-
wah! von Eigenschaften und ihrer Beurteilung nach der statistischen Methode von
Sneath (1957); vgl. auck c).

Ohne auf die zahlreichen Arbeiten von medizinischer Seite zur Differential-
Diagnose von B. anthracis im einzelnen einzugehen, seien hier nur zwai wichtigere
und neuere Arbeiten referieri:

B rownund Mitarb. {1958) benuntzten zur Abgrenzung von 122 B. anthracis-
Stimmen (gegeniiber 115 B. ¢. var. cereus- und 70 B. ¢, var. mycoides-Stimmen)
als diagnostische Merkmale erfolgreich: (1) Fehlende Beweglichkeit, (2) Liyse durch
y-Phagen!) sowie (3} Pathogenitiit gegeniiber Kaninchen (jedoch nicht gegeniiber
Miuser, da sich ihnen gegeniiber auch B. cereus-Stamme pathogen verhalten
kinnen).

1y yon Brown und Cherry (1955) isolierter artspezifischer B. anthracis-Phage.
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Knisely (1965) untersuchte vergleichend 21 B. anthracis-Stimme, 9 Stimme
von B. ¢. var. cereus, 5 Stimme von B. c. var. mycoides, 2 Stimme von B. thurin-
giensis sowie 18 Stamme von 5 weiteren Bucillus-Arten. Nach seinen Befunden
sind fiir B. anthracis folgende Merkmale charakteristisch: (1) Fehlende fS-Hamo-
lyse auf Blutplatten, (2) Fehlende Beweglichkeit {s. 0.}, (3) Typische Koleniebil-
dung, (4) Hemmung von Wadchstum auf Phenylathylalkohol- oder Chloralhydrat-
haltigen Medien (18 h bei 37° C), auBerdem (5) Hemmung auf Penicillin-Agar
und eine positive ,Perlenketten“-Reaktion'). Alle untersuchten B. anthracis-
Stamme waren ferner (6) durch y-Phagen (s. 0.) lysierbar.

Als Selektivmedium fiir B. anthracis, welches B. thuringiensis, B. cereus und
andere Sporenbildner unterdriickt, empfiehlt Knisel ¥ (1966) einen Herzinfus-
Agar, der als Inhibitoren Polymyxin, Lysozym, Athylendiaminotetraazetat und
Thallinmazetat enthils.

Proom und Knight (1955) konnten wesentliche Unterschiede im Verwen-
dungsstoffwechsel von B. anthracis einerseits und der B. cereus / B. thuringiensis-
Gruppe andererseits feststellen: B. cereus und B. thuringiensis sind weil weniger
heterotroph als B. anthracis. Wihrend die beiden ersten Arten nur 7 essentielle
Aminosiiuren zum Wachstum benétigen, braucht B. anthracis nicht nur 16 essen-
tielle Aminoséuren, sondern auch noch Thiamin als Wuchsstoff.

Die Unterschiede im Hinblick auf den Verwendungsstoffwechsel und die Viel-
falt der anderen zur Differentialdiagnose auswertbaren Eigenschaften (bzgl. Sero-
logie 5. 5. 16 und Lysotopie 5. S. 18) lassen erkennen, daB eine Umwandlung von
B. thuringiensis oder von B. cereus in B. anthracis auf keinen Fall durch
@1nen Mutations-Schritt erreichbar ist. Im {ibrigen beruht die Pathogenitit von
B. anthracis und die potentielle Pathogenitit von B. cereus auf ganz verschiedenen
Mechanismen:

So fihrt bekanntermaBien die perorale Aufnahme von virulentem B. anthracis
speziell bei Ungulaten zu einer echten Infektion, dem Darm-Milzbrand. Nach Ein-
dringen in die Blutbahn bewirkt der Erreger eine Septikimie und befillt Gewebhe
und Organe (Milz} zum Teil sogar intraceliulir. — Demgegenitber hat B. cereus
keine akute Wirkung und eine i}, cereus-Jakieriimie nach peroraler Applikation
wird normalerweise nicht bechachtet. Lediglich, wenn der Bazillus in massiven
Dosen verfiittert wird (z. B. beim Menschen 104105 veg. Zellen/g Didt*), kann
es zZu einer toxigenen Gastroenteritis kommen.

Nach Lamannaund Jones (1963) betrigt bei B. anthracis die LDg; nach
intraperitonealer Injektion bei ({virulenten) Stimmen 3-8 Sporen/Maus hzw.
843 vegetative Zellen/Maus®). Im Vergleich dazu liegen die LDgg-Werte nach
intraperitonealer Injektion bei (potentiell pathogenen) B. cereus-Stimmen bei
630 X 107 Sporen/Maus bzw. 13 X 107 vegetative Zellen/Maus.

Die Bakteridmie bel einer letalen B. anthracis-Infeltion des Meerschweindhens
fihrt za Werten von 3 X 1051 X 109 Ketten vegetativer Zellen pro ml Blut.

1) Mikroskepisch sichthare zytotoxische Reaktion von B. anthracis-Zellen auf Penicillin-Zusats.
2) Hauke (1961}
3} Bemerkenswert ist die hiohere Wirksamkeit von Sporen im Vergleich zz vegetativen Zellen.

g+
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Doch bereits 1/300 dieses Blutspiegels wirks letal (Smith 1963). Die Todes-
ursache diirfte ein (sekundirer) oligimischer Schock sein. Nach Stanley
und Smith {1963) besteht das Anthrax-Toxin aus drei synergistisch wirkenden
Komponenten: Dem (demfaktor, dem eigentlichen Antigenanteil (protective an-
tigen) und dem Letalitdtsfaktor. Uber die Isolierung und Charakterisierung der
cinzelnen Faktoren berichtete u. a. ¥Fish (1966).

Eine mit der Virulenz von B. anthracis-Stimmen gekoppelte Eigenschaft ist die
Bildung einer mikroskopisch (durch Negativiirbung) gut darstellbaren (antigen
wirksamen) Kapsel aus Poly-y-Glutamyl in der stationaren Phase!). Sie erfoigt
in vivo und unter bestimmten Bedingungen (COs-Atmosphiire und Fettsdure-Ad-
sorbentien) auch in vitro. Die Kapsel wirkt vor allem antiphagozytdr und anti-
anthracid. Sie schafft auf diese Weise die Voraussetzungen fiir eine wirksame
Reproduktion von virulenten B. anthracis-Zellen in vivo. — Avirulente Stamme
vermégen jedoch noch lésliches Antigen (s. 0.) zu bilden und so nach parenteraler
Applikation in Wirbeltiere in diesen die Bildung wirksamer Antitoxine zu indu-
zieren (was wichtig fiir ihre Brauchbarkeit zur Vakzination ist).

Tiber eine brauchbare Differenzierung von B. anthracis (auch der avirulenten
Stamme) von B. cereus auf Grund ihrer verschiedenen léslichen Toxine haben
Burdon und Wende {(1960), Bonventre und Eckert (1963) und
Bonventre (1965) berichtet: Das von B. anthracis gebildete Toxin totet nach
i.v.-Injektion Albinoratten, ist dagegen weitgehend unwirksam gegeniiber Albino-
miusen, die ihrerseits von dem loslichen Toxin des B. cereus schnell abgetitet
werden. Nach Bonventre (1965) eignen sich zur Differenzierung von B. an-
thracis-Toxin auch Mause-Embryonalzellen, Meerschweinchen-Hirnzellen und KB-
Zellen: sie werden nur vom B. cereus-Toxin abgetdtet. Die toxische Wirkung der
Kultur-Filtrate von B. cereus ist allerdings zeitlich begrenzt: Sobald die Kuitur
ihte stationire Phase erreicht hat, wird das losliche Toxin im Kulturmedium in-
aktiviert. Sporen-Priparate enthalten also kein Toxin mehr.

Nach i.v.-Injektion von Toxin-haltigen Kulturfiltraten von B.anthracis, B.cereus
und B. thuringiensis in Kaninchen wird ein auffallender Anstieg des Serumphos-
phatase-Spiegels nur im Falle der beiden letztgenannten Arten beobachtet
{Slein and Logan 1962). Der Faktor kann von entsprechenden Antikérpern
neutralisiert werden, jedoch nicht von Antikérpern gebildet gegen B. anthracis-
Toxin, Nach Slein und Logan macht der Phosphatasimiefaktor alkalische
Serumphosphatase unter anderem aus Erythrozyten, Leukozyten, Knochenzellen
und Nierenzellen frei.

Wiihrend man hisher der Auffassung war, dall die Texizitit von B. cereus-Fil-
traten z. B. gegeniiber Méusen an die Phospholipase-Fraktion gehunden sei oder
zumindest an die Hamolysin-Fraktion (vgl. Slein und Logan 1965), so
scheint dies nach neueren Untersuchungen von Johnson und Bonventre
(1966) doch nicht der Fall zu sein.

Fiir die Differenzierung des B. anthracis von der B. cereus / B. thuringiensis-
Gruppe ist auch bedeutsam, dall B. anthracis keine oder keine nennenswerten

1) Eine Poly-y-Glutamyl-Kapsel kommt auch bei mandien Stimmen des B megatherium vor.
Die von gewissen Stimmen des [B. cereus und von B. megatherium produzierte zellumgebende
Sehleimschicht besteht hingegen sus Polysacchariden.
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Mengen von Pheospholipase, Himolysin, Phosphatasiimie-Faktor und Miuse-Leta-
lititsfaktor produziert').

by Die B.cereus/B. thuringiensis-Gruppe

Von der schon fast klassischen Unterscheidung zwischen Kristallbildnera und
Nieht-Kristallbildnern leitet die Species B. thuringiensis (gegeniiber B. cereus)
ihre Daseinsbercchtigung ab?). Im Vergleich zu dieser Merkmalsalternative sind
alle anderen Versuche, weitere Arten von Kristallbildnern (B. entomocidus, B.
finttirnus) und von Nicht-Kristallbildnern sufzusteilen, oder auch nach anderen
Einteilungsprinzipien zu verfahren, heute in den Hiatergrund getreten®).

Tabelle 2 a vergleicht die variablen biochemischen und serologischen Eigen-
schaften von B. thuringiensis und B. cereus-Stdmmen nach K ab ay (1965) und
anderen. Dabei zeigt sich, daB auler dem Besitz von varietits-spezifischen H-Anti-
genen keine auffallenden Unierschiede insbesondere biochemischer Art existieren.
Die untersuchten B. cereus-Stimme besitzen auch alle die fiir die B. thuringiensis-
Gruppe konstanten Eigenschaften (vgl. Abschnitt 3 b). Lediglich die Bildung von
Endotoxin-Kristallen ist fiir die der Species thuringiensis zugeordneten Stimme
charakteristiseh.

Das Vorkommen von mutativen Minus-Varianten (Lysenko 1960, Grelet
1966, K rie g, nicht publ.) hinsichtlich der Kristallbildung hat allerdings immer
wieder die Frage aufgeworfen, ob die Aufstellung der Art B. thuringiensis wirk-
lich gerechtfertigt sei und ob nicht die Auffassung von Toumanoff und Le
Corroller (1959) B. thuringiensis als eine Varietiit von B. cereus zu betrach-
ten. den zweifellos bestehenden phylogenetischen Beziehungen zwischen den bei-
den Arten besser Rechnung triige. Aber zu welchen Konsequenzen fithrte diese
Argumentation gegeniiber asporogenen Mutanten von Bacillus-Arten??)

¢ Typendifferenzierung bei Bacillus thuringiensis

Eine erste Einteilung der verschiedenen Stimme von B. thuringiensis wurde
auf Grund bicchemischer Leistungen versucht (Heimpel and Angug 1958,
Toumaneff et Le Corolier 1959, Krieg 1961). Anhand dieser
Kriterien wandte Lysenko {1963, 1964) das Adanson’sche Prinzip auf die
Taxonomie von B. thuringiensis an. Es standen ihm 41 Stimme der B. cersus/B.
thuringiensis-Gruppe zur Verfiigung, darunter 36 Kristallbildner. Diese wurden
an Hand von 25 Eigenschaften nach der statistischen Methede von Sneath
(1957) miteinander verglichen. Aus den Ahnlichkeits-Koeffizienten ergab sich
eine gewisse Abgrenzung der meisten B. thuringiensis-Stamme (var. galleriae, var.
alesti, var. thuringlensis, var. sotto, var. sublowicus) gegeniiber B. cereus. Aber
deutliche AusreiBer {wie var. finitimus und var. dendrolimus; zeigten klar die

1) Mit dem insektiziden {f-)Exotoxin mancher Stimme von B. thuringiensis {s.S.34) haben
diese Faktoren nichis zu tun. Sie sind thermolabil und besitzen Protein-Charakter.

%} Im Bereich des Genus Bacillus existieren auBer B. thuringiensis noch weitere insektenpatho-
gene Kristallbildner, wie z. B. Bacillus popilliae, die jedoch der B. cereus-Gruppe nicht nahe ste-
hen, Von ihner soll in diesern Zusammenhang nicht die Rede sein.

8) 1961 hatte 2. B. Norris vorgeschlagen, die B. cereus/thuringiensis-Gruppe nach threr Lesi-
thinase-Produktion taxonomisch zu beurteilen. Beide so postulierten biochemischen Gruppen um-
faBien dann allerdings Stimme mit und chre Kristalibildung.

4) Eine akristallophore und asporogene Mutante von B. thuringiensis isclierte Grelet 1965,
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Grenzen des Verfahrens. Da fiir eine statistische Auswertung alle Kriterien gleich-
rangig behandelt werden, fithrt dies zum Verwischen entscheidender Unterschiede
(s.a. Ettlinger 1964 und Heimpel 1967).

Es bedeutete daher einen wesentlichen Fortschritt, als DeBarjacund Bon -
nefoi {1962, 1967) sowic BonnefoiundDeBarjac (1963) zeigen konn-
ten, dafl ihre Serotypen (H-Antigene) mit den biochemischen Typen weitgehend
korrespondieren. Schlieflich brachte die Einfihrung der Endoesterase-Analyse
durch Norris (1964) eine weitere Festigung der Biotypen. Zur Zeit sind 8 bio-
chemische Typen, 8 Serotypen und 11 Esterase-Muster genauer bekannt
(s. Tab. 2 b). — Wihrend die biochemischen, serologisehen und enzym-analytischen
Eigenschaften innerhalb der Biotypen weitgehende Ubereinstimmung zeigen, kom-
men auch Ausnahmen vor: In einem Fall (sotto / dendrolimus-Gruppe) erlaubt die
Fisterase-Analyse eine Differenzierung zwischen 2 serologisch identischen Varie-
titen. In einem anderen Fall (galleriae / aizawai-Gruppe) gelingt es mittels der
serologischen Analyse 2 Typen zu unterscheiden, die beide das gleiche Esterase-
Muster aufweisen. In verschiedenen anderen Fillen zeigen verschiedene Antigen-
oder Esterase-Typen gleiche Stoffwechselleistungen: So existieren 2 Stoffwechsel-
Typen der var. enfomocidus, von denen der eine Acetyimethylearbinol bildet, der
andere nicht. Bemerkenswert ist auch die Aufspaltung der serologischen Gruppe 4
in die Untergruppe (&, b) (= var, sotto / var. dendrolimus) wnd (a, o) (== var.
kenyae).

Isoliert steht noch der Kristallbildner Bacillus fowleri bzw. B. t. var. fowleri
{(Heimpel 1967). Er bildet Kristalle, welche aber (Zhnlich wie bei var. fini-
timus) fest mit der Spore verhaftet sind; seine Insektenpathogenitiit ist unbe-
deutend. Im Gegensatz zu den tibrigen Varietiten von B. fhuringiensis ist die var.
fowleri nicht begeiflelt und gehdirt somit keinem H-Serotyp an.

Die von Pendleton und Morrison (1966 a) inaugurierte serologische
Analyse der Endotoxinkristalle erbrachte keine spezifischen Antigenmuster fiir die
bisherigen {durch H-Antigene oder Esterasemuster charakterisierten) Varietéiten.
Es gelingt mit thr Jediglich in bestimmten Fallen innerhalb der bisherigen Varie-
titen Stimme voneinander zu differenziersn: z. B. B. {. var. thuringiensis den
sog. Mattes-Stamm (= a)'} von dem sog. Deutschen Galleria-Stamm? (= i)
und den meigten iibrigen Stimmen dieser Varietdt (= adi) oder z. B. bel B.t. var.
alesti den sog. Alesti-Stamm (= hi) von dem Anduze-Stamm {= ad) und dem
sog. Euxoa-Stamm (var. suzoge aunct.)®) {= acfi).

Analog zur Beriicksichtigung der Endetoxin-Produktion bei der Trennung von
B. thuringiensis und B. cereus hat Heimpel {1967) vorgeschlagen, auch die
Produktion von Exotoxin faxonomisch zu verwerten. So schiigt er beispielsweise
vor, die var. thuringiensis zu teilen in einen a) Exotoxin-positiven Biotyp == var,
thuringiensis und einen b) Exotoxin-negativen Blotyp = var. emuscatoxicus.

Zusammenfassung

Die B. cereus / B. thuringiensis-Gruppe ist diagnostisch gut abgrenzbar von dem
Milzbrand-Erreger B. anthracis. Das gilt sowchl beziiglich physiologischer als

1) In Klammer: Antigenformel.

2y isoliert ven Krieg 1955, vgl. Krieg und Franz 1859 sowie Toumancof{ et Le
Cerroller 1959.

%) igoliert vor Krieg 1955, vgl. Toumanoff et Le Corroller 1959
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auch pathologischer Leistungen. Auf Grund der Vielzahl unterschiediicher Eigen-
schaften ist es unwahrscheinlich, da B. cereus oder B. thuringiensis jemals in
einen gefihrlichen anthracis-ihnlichen Bacillus mutieren kann. — Die Bildung von
Endotoxin-Kristallen gilt als entscheidendes Ari-Merkmal von B. thuringiensis
{im Gegensatz zu B. cereus). — Zur Differenzierung der verschiedencn Varietiten
von B. thuringiensis cignen sich u. a. Analysen der Esterase-Muster und der
Geilel-Antigene. Innerhalb der Varietiiten lassen sich noch Stimme anhand von
Teilantigenen der Endotoxin-Kristalle unterscheiden. -~ Neuerdings ist auch die
Frage aufgeworfen worden, ob es nicht zweckmiBig sei, eine taxonomische Tren-
nung zwischen Exotoxin-positiven und -negativen Stidmmen von B. thuringiensis
vorzunehmen.

C. Wirksamkeit gegeniiber Insekten

Die Wirksamkeit des B. thuringiensis gegeniiber Insekten ist — soweit es sich
um eine perorale Infektion handelt — primir das Ergebnis von Toxinwirkungen.
Man unterscheidet dabei eine {auf Lepidopteren beschrinkte) Endotexinwirkung
und eine Exotoxinwirkung®).

1. Endetoxin-Kristall?

a}) Produktion und physiclogisch-chemische
Eigenschaften

Das charakteristische Art-Merkmal von B. thuringiensis ist die Preduktion von
parasporalen Kristallen. Sie sind unléslich in neutralem Wasser, in Salzséiure
und organischen Losungsmitteln {Hannay 1953). Thre toxische Wirksamkeit
gegeniiber Inselten ist thermolabil’). In Wirbeltiere injiziert, induzieren die
Kristalle die Bildung von Antikérpern (iiber die Serologie der Endotoxin-Kristalle
5. S. 14).

Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen lassen eine enge Koppe-
lung zwischen Sporenbildung und Kristall-Synthese erkennen. Smirnoff
konnte eine Entkoppelung der beiden Vorginge durd: physikalische und chemische
Verfahren experimentell durchfithren: Bei Reduktion der Bebriitungstemperatur
(<X 15° €} bildete zwar noch ein Teil der Zellen Kristalle, aber keine Sporen
mehr (Smirnof{ 1963 a). Umgekehrt unterdriickte Harnstoff in geeigneter
Dosierung zwar die Kristallbildung, nicht aber die Sporulation (Smirnoeff
1963 b). Untersuchungen mit der Isotopentechnik und auch serologische Unter-
suchungen zeigten, dafi die Kristall-Synthese de nove aus Aminogiuren erfolgt.
Sie steht wohl im Zusammenhang mit weitgehenden Synthesen anch anderer Pro-
teine in der Sporulationsphase (M onro 1961 a, b). — Werden Submerskulturen
von B. thuringiensis abzentrifugiert, so gehen Sporen und Endotoxin-Kristalle in
das Sediment. Eine Trennung der Endotoxin-Kristalle von den Speren wurde mit
verschiedenen Verfahren {{raktionierte Sedimentation, Gradienten-Sedimentation,

1y Unter Exotoxinen versteht man (in Analogie zu Exosnzymen) von lebenden Zellen sezernierte
Wirkstoffe im Gegensatz zu Endotoxinen {und Endoenzymen), die erst nach der Zerstdrung von
Zellen bzw. Sporangien frei werden.

2} §-Endotoxin nach Heimpel {1967}

3) Im Gegensatz etwa zu den Endotoxinin von Enterobacteriaveen vom Typus der G-Antigene,
die Zeliwandbestandteile darsteilen.
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Phasen-Separation) versucht: Hannay and Fitz-James (1855), Angus
(1956), Vankovd (1957), Angus (1959), Monro {196la), Lecadet
(1865), Bateson (1963), Pendleton and Morrison (1966 b). Nach
Monre (1961 b} betrigt die Didhte der Kristalle 1,41.

Eine Lyse der Endotoxin-Kristalle unter Erhaltung ihrer biologischen Aktivi-
tdt ist in vitro moglich entweder durch Darmsaft empfindlicher Ranpen, oder mit
Hilfe von Alkali (pH= 12,0), oder mittels 1 %sigem Natriumthioglykolat bei
pHILS (Youngand Fitz-James 1859 a) bzw. 0,1 m Natriumthioglykolat
bet pH 9,5 {Lecadet 1966) oder auch mit Trispuffer von pH 8,6 (Faust
and E s tes 1966). Die so erhaltene Endotoxin-Lésung ist oberhalb pH 6 stabil.
Rekristallisationen konnten bisher nicht erreicht werden, Das Protein fillt aus Lo-
sungen nach pH-Reduktion {(pH 4--5), Dialyse oder Zusatz von Ammoniumsulfat
(2 %0} amorph aus.

Obgleich verschiedene Bedingungen fiir die Léslichkeit der Endotoxin-Kristalle
hekannt sind (hohes pH, niedriges rH) ist der Mechanismus des lytischen Pro-
zesses, der zur Erzeugung wirksamer Spaltprodukte fiihrt, noch nicht sicher auf-
geklirt. Young und Fitz-James (1959 a) nahmen eine Spaltung von Di-
sulfid-Briicken an. Doch gpridht der niedrige Gehalt der Kristalle an Cystin/
Cysteine (~ 1,1%e) nach Faust und Estes (1966) gegen eine solche Mog-
lichkeit. Da den gleichen Autoren der Nachweis von 0,3-0,4 % Silizium in den
Kristallen gelang, sind sie der Ansicht, daff die Auflosung von Kristallen in vivo
wie In vitro primdr von der Lyse des Siliziumgeriistes der Kristalle (z. B. durch
alkalische, reduzierende Reagenzien) abhinge. Die Loslichkeit von Endotoxin-
Kristallen in verschiedenen Reagenzien gibt Tab. 3 wieder.

Tab. 3. Loslichkeit der Kristalle von B. {. var. morrisoni (Stamm Ge)
(nach Faust und Estes 1966)

Reagens . pl 9 gelést nach 2 h
0,10 m Tris-Puffer 8,6 | 15,1
0,05 m Nag(COgin | j
0,05 m NaCl 1 8,3

03,05 m NaCl in | !
0,05 m Borat-Puffer |

Alkali-geldste Endotoxin-Kristalle besitzen ein charakteristisches UV-Spek-
trum: Minimale Absorption bei A = 265 mp und maximale Absorption bei
A =280mu (Angus 1956, Lecadet 1965). — Helmes und Monro
(1965) bestimmten den Gehalt der Kristalle an N zu 16,5 %5 und an P zu 0,09 Y.
Nach Hannay und Fitz-James (1950), Hannay (1958), Angus
{1956), Lecadet (1065), Holmes und Monrao (1965) u a. verteilen sich
8591 %o des Gesamt-N-Anteiles der Kristalle auf 18 Aminosiuren'). Der hohe
Gehalt an Aminedicarbonsiuren (Asp und Glu) von etwa 25 %o diirfte die Lage
des iscelekirischen Punktes des Endotoxins bei pH 5 bedingen, — Die Kristalle
enthalten keine Nukleinsiure (Hannay and Fitz-James), aber 0,5 %
Kohlenhydrate (Helmes and Monro). Bei dem Hauptanteil der Kristalle
handelt es sich um ein P rot e i n bzw. Proteid.

3 Ala, Arg, Asp, CyS{H), Glu, Gly, His, i-Leu/Leu, Lys, Met, Phe, Pre, Ser, Thr, Try, Tyr, Val,
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Wihrend Youngund Fitz-James (1959 a) mit der analytischen Ulira-
zentrifuge und mittels Elektrophorese nur eine homogene Proteinfrakiion in der
Lésung von Endotoxin-Kristallen feststellen kennten, fanden Holmes und
Monro (1965) 2 Komponenten im Verhéltnis von etwa 1 : 1. Thre Sedimen-
tationkonstanten waren: S,{a}) = 4,1 und S,(b) = 0,40,8. — Lecadet {1966}
gelang der Nachweis von 3 bzw. 4 verschiedenen Komponenten in Thio-
glykolat-Lysaten (pH 9,5) von Endotoxinkristallen: Sgp{sy) == 0,83:0,84, Spe{se)
= 3,996,086, Sgy(ss) = 8,2:9,6 und die gelegentlich fehlende Sgy(sy) = 11--27.
Der Anteil dieser Komponenten in verschiedenen Lysaten war abhéingig von der
Einwirkungszeit der Thioglykolat-Liésung. Bei der Fraktion s; — entsprechend
einem Molekulargewicht von 10% — gelang die Charakterisierung durch Analyse
der terminalen NHp-Gruppen als Derivate der Aminosiuren Asp, Glu, Ser und
Lys im Verhéltnis von 2 : 3 : 2 : 2. Die gleichen terminalen Aminosiduren treten
auf, wenn die Endotoxinkristalle in Alkali bei hohem pH gelost wurden. Dies
spricht nach L e cadet dafiir, da} bei der artifiziellen Lyse (durch Reduktions-
mittel sowoh! als aueh durch Alkalien) keine Peptidketten gelost werden, sondern
lediglich nicht-kovalente Bindungen wie z. B. Sulfid-Briicken.

Uber die Serologie des Kristall-Proteins und von Lysaten wurde bereits berich-
tet (s. S. 14). Weitere Ergebnisse s. S. 33.

Unterlagen iiber die Kristall-Struktur erarbeiteten Hannay und Fitz-
James (1955}, Norris und Watson {1960), Labaw (1964), Holmes
und Monro {1965), sowie Vankova und Kralik {1966): Charakteristisch
ist die Diamantform (nicht reguldrer Oktaeder}!). An Replika-Priparaten konnte
eine charakteristische Gittersirukiur der Kristall-Oberflichen beobachtet werden
mit einer Periode von 260-+280 A. Rontgen-Diffraktionsmessungen ergaben ver-
gleichbare Werte (Holmes and Monro). Nach Lab aw werden die Kristalle
gebildet aus oberflichenzentrierten kubischen ‘Zellen’ (2’ = 123 A)3). Holmes
and M o n r o e nehmen dagegen tetragonale ‘Zeflen’ (a = 90 4%, ¢ = 269 A) als
Bausteine der Kristalle an. — Das Molekulargewicht kalkulierten Heo I me s und
Monro zu 2,3 X 10% {iir ¢ine asymmetrische Einheit; von diesen Einheiten
kommen 8 Stiick auf je eine ‘Zelle’. Diese Angaben bezichen sich auf Kristalle
von B. . var. thuringiensis.

Uber Unterschiede in der Kristallform bei verschiedenen Stimmen oder Varie-
téten, ja selbst bei gleichen Stimmen, die unter verschiedenen Bedingungen gehal-
ten werden, berichteten Toumanoff und Le Coreller (1959, Evla-
chovaund Svecova (1863}, Grigorovaund Kalucheva (1964) so-
wie Svecovaund Zurabova (1966 b). Demgegeniiber steliten Van ko va
und Kralik (1966) fest, daB bei unter gleichen Bedingungen gehaltenen Stim-
men selbst von verschiedenen Varietiten stets die gleiche charakteristische Kri-
stallform aufivitt. Allerdings war die Zahl der Gitterlinien und die Anzahl der
‘Zellen’ (pro Reihe) auch bei den Kristallen eines Stammes verschieden. Typen-
spezifische Unterschiede ergaben sich nur bei der Messung der GréBe der “Zellen’
{(von Vankovaund Kr4lik als ,Molekiile® bezeichnet}. Sie betrigt bei B. &.

1} Fine Ausnahme bildet der von Buceher und Mitarb. (1866) isolierte Stamm 562-5 A der
var. thuringiensis mit weitgehend rectanguléren Kristallen.

%) o’ (nach L abaw) entspricht der Diagonalen vor a2 {nach Holmes and Mon o),
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var. entomocidus 208 * 11 A, bei var. thuringiensis 233 * 10 A, bei var. den-
drolimus 227 = 9 A, bei var. galleriae 270 £ 11 A und bei var. subtozicus
277 4 A

Uber die Toxizitit bzw. Virulenz von B. thuringiensis-Kulturen bzw. -Pripa-
raten auf der Basis qualitativer und guantitativer Unterschiede ihres Endotoxin-
Anteils 5. S. 44,
b} Toxikologie

Die Lepidopteren-Larven verschiedener Arten reagieren bekanntlich nicht
einheitlich auf das Endotoxin von B. fthuringiensis (vgl. auch Krieg 1961).
Whiteund Briggs (1964) untersuchten diese bekannte Tatsache quantitativ
anhand von Mortalitits-Probits. Ihre Befunde sind in Tab. 4 wiedergegeben. Be-
sonders féllt der groBe Unterschied in der Empfindlichkeit innerhalb der Fa-
milie der Noctuiden auf, deren Arten auBerdem die Spitze in der Unempfindlich-
keit halten. Manche Arten wie z. B. Agrotis ypsilon sind praktisch refrakiir ge-
geniiber dem Sporen-Endotoxin-Komplex.

Tab. 4. Empfindlichkeit einer Auswahl von Lepidopteren-Arten gegenitber dem Sporen-
Endotoxin-Komplex (nach White and Briggs 1964)

: ‘ Dol | Steilkeit der?

Art | Familie /| mg/I00ml | Regressionsgeraden
Colias eurytheme Pieridae 0,12 : 0,85
Estigmene acrea Arctiidae 1,4 2,1
Peridroma saucia Noctuidae 1,8 0,63
Trichoplusia ni Noctuidae 3,2 0,90
Udea profundalis © Pyraustidae : 12,0 2,78
Cmmatopteryx texang ~ Pyraustidae : 17,0 4,0
Schizura concinna Notodentidae : 24,0 2,19
Nomophila noctuella Pyraustidae 36,0 3.8
Autographa californien . Noctuidae 43,0 : 3,2
Spodopiera exigua ;. Noctuidae 74,0 1,16
Heliothis zeq | Noctuidae 100,0 : 0,87
Prodenia praefica " Noctuidae | 150,0 2,45
Agrotis ypsilon . Noctuidae d — —
Feltia subterranea Noctuidae — —
Pseudaletic unipuncta | Noctuidae — —

Heimpel und Angus {1959) machten fiir die unterschiedliche Empfind-
lichkeit von Lepidopteren-Raupen in erster Linie deren unterschiedliches Darm-
pH verantwortlich, da sich nach ihrer Ansicht die Endotoxin-Kristalle maligeblich
der aktuellen Alkalitit im Darmsaft losen. Dementsprechend unterschieden sie
gegeniiber dem Endotoxin hochempfindliche Wirte wie Bombyz mori mit hoher

) Das verwendste B. thuringiensis var. thuringensiens-Priparat enthielt 2 X 1010 Sporer/g. Da
weder die Belagsdichte noch der FraBkonsum pro Larve hestimmt wurde, kann die Dy, nicht in
Sporen/Tier angegeben werden.

2) Die spezifische Steilheit der Regressionsgeraden (slope) im Mortalitits-Dosis-Programm ist
angegeben dnrch die Differenz der Mortalitits-Probits bei viner Dosis-Steigerung wm das 10-fache.
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Darm-Alkalitit (pH = 10) und wenig empfindliche wie Anagasta (syn. Ephestia)
ithniella') mit geringer Darm-Alkalitdt (pH = 8.,9). Die Mehrzahl der empfind-
lichen Raupen soll sich mit einer mittelhohen Darm-Alkalitit zwischen diese bei-
den Extreme einordnen.

Nach Watanabe (1967) hestehen Unterschiede awischen dem im Raupen-
darmsaft (z. B. Bombyx mori) lysierten Endotoxin und dem artifiziell in Alkali
gelosten Endotoxin. Der Autor fraktionierte die auf verschiedenem Wege ethal-
tenen Lysate durch Gelfiltration, Chromographie und stufenweise Gradienten-
elution. War das Endotoxin im Darmsaft gelést worden, so konnte nur eine toxi-
sche Fraktion {G) isoliert werden, bei Lyse in verdinatem Alkali (pH 11,5} da-
gegen mehrere Komponenten (vgl. auch Holmes and Monroe 1965 und Le-
cadet 1966). Von den in Alkali-Lysaten vorhandenen toxischen Komponenten
Fr1.9 und S diirfie die letztgenannte mit der o, g. Komponente G identisch sein.

Die beobachteten Unterschiede hinsichilich der Lésungsprodukie bringt W a -
tanabe mit einer enzymatischen Hydrolyse des Endotoxins im Darmsaft in
Beziehung. — Bereits frither hatten Martouret (1961, 1962) sowie Leca-
det und Martouret (1964) eine partielle Hydrolyse der Proteinmolekiile
fiir das Zustandekommen einer Endotoxin-Wirkung fiir notwendig erachtet. Hierzu
sollen aber selbst hohe pH-Werte im Raupen-Darm nicht ausreichen. Mariou-
r e t nennt Beispiele wie Mamestra (syn. Barathra) brassicae, bei denen zwar ein
extrem hohes Darm-pH (= 10) herrscht, aber im Gegensatz zu Pieris brassicae
(mit niedrigerem Darm-pH = 9,5) keine vergleichbare Reaktion auftritt. Mar -
touret sowie Lecadet und Martouret machten deshalb fir eine wirk-
same Hydrolyse der Kristalle im Darmsaft auch dessen Proteinasen-Akiivitit mit
verantwortlich.

Diese Theorie der hydrolytischen Spaltung von Endotoxinkristallen im Darm
empfindlichker Raupen basiert auf dem Ergebnis von Hydrolyse-Versuchen an
Endotoxinkristallen mittels Proteinasen aus dem Darmsaft von Pieris brassicae-
Raupen. Das bei diesen Versuchen erhaltene Gemisch aus Enzymen und Hydro-
lyse-Produkten erwies sich nicht nur nach peroraler, sondern auch nach paren-
teraler Applikation toxisch fiir die Raupen®).

AnBerdem konnten Lecadet und Martouret feststelien, dafi die unter-
schiedliche Wirksamkeit von Endetoxin-Kristallen aus einem Stamm von B. t. var.
thuringiensis und einem Stamm von B. t.var. alesli gegeniiber Pieris brassicae auf
deren unterschiedliches Hydrolyse-Verhalten gegeniiber den Darmproteinasen
zariidizufithren ist: Kristalle des sog. Anduze-Stammes von B. ¢ var. alesti waren
in einem Enzympriparat {definierter Aktivitit) nach 3 Std. erst zu 41 % aufge-
16st, wihrend Kristalle eines B. f. var. thuringiensis-Stammes nach der gleichen
Zeit bereits zu 75 %/e hydrolysiert waren.

1) Bei diesem Wirt bewirken Endotoxin-Kristalle allein keine Mortalitit. Hine Wirkung tritt
erst ein, wenn gleichzeitiz Sporen appliziert werden oder aber, wenn Eadotoxin in geldster Form
angeboten wird. (vgl. 8. 42).

2) Nach Untersuchungen ven Holtmann (1860) und Watanabe (1867) hydrolysieren
anch die Proteinasen des Wirbelsier-Darmes (Pepsin und Trypsin) Endotoxinkristalle. Nach einer
anfinglichen Steigerung der Aktivitdt sinkt diese jedoch alsbald auf Null. Tm Gegensatz daznz
bleibt die Toxizitdt von enzymatischen Lysaten im Raupendarm-Safi konstant. Nach Watanabe
diirfte im Darm von empfindlichen Raupen, z. B. Bombyxr mori, eine besondere Proteinase vor-
kommen,
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Angus (1964) vertrat anf Grund von Ergebnissen an Bombyx mori jedoch
die Ansicht, dafl dieven Lecadetund M artouret beobachteie Wirkung bei
Pierts brassicae wohl eher von einer toxischen Substanz im Darmsaft der Raupen
herrilhre als von Hydrolyse-Produkten der Endotoxin-Kristalle. Er bezog sich
bei seiner Argumentation vor allem auf Untersuchungen von Benz (1862) iber
die Existenz einer thermolabilen und nicht dialysablen paralystisch wirkenden
Substanz im Darmtraktus von Péeris brassicae!). Lecadet und Martouret
{1965) zeigten jedoch, dal} die in ikren Versuchen benutzte Enzymfraktion an sich
nicht paralysierend wirkte, wenn sie Pieris brassicae-Raupen allein appliziert
wurde,

Martouret (1961) untersuchte eingehender das Verhalten von verschiede-
nen Noctuiden. Im Gegensatz zu Pleris brassicae fithrie der enzymatische Abbau
speziell bel Agrotis ypsilon und Euxoa (syn. Agrotis) segefum lediglich zu nidht-
toxischen Fragmenten. In Darmkanal von Mamesira brassicae und von Peridroma
{syn.Lycophotia) saucia soll sogar keinerlei enzymatischer Abbau von Endotoxin-
Kristallen stattfinden. Diese Befunde kbnnen eine Erklirung dafiir sein, warum
sich bestimmte Noctuiden gegentiber dem Sporen-Endotoxin-Komplex weitgehend
refraktir verhalten (vgl. auch Tab. 4).

Nach Yamvrias (1962) haben nur Hydrolysate, nicht aber intakte Endo-
toxin-Kristalle eine Wirkung auf Raupen von Anagasta kithnielln. Dies interpre-
tierten Lecadetund Martouret (1965) dahingehend, daB die Proteinasen
des Darmsaftes von Anagaesta kithniella selbst nicht geniigend aktives Toxin aus
Endotoxin-Kristallen freisetzen kinnen,

Die Tatsache, dafl in manchen Insektendirmen Endotoxin-Kristalle nicht gelost
werden und deshalb nicht wirksam werden konnen, soll jedoch nach Faust und
Estes {1966) anders zu erkliren sein: Es fehlt in diesen Fillen im Darmsaft die
Voraussetzung hinsichtlich pH und rH fiir die Lyse des von thnen postulierten
Siliziumgertistes der Kristalle.

Aktives Endotoxin von B. thuringiensis bewirkt im Darm von Lepidopteren-
larven eine erhéhte Permeabilitit der Darmwand. Nach Angus und Heim pel
(1956) fihrt dies speziell bei Bombyz mori nach Einwirkung von B. £. var. sotfo-
Endotoxin einerseits zu einer pH-Erhéhung in der Hémolymphe und anderer-
seits zu einer Reduktion des Darm-pH (von 10,1-+10,3 auf 8,6--9,4). — Ahnliche
Verhiiltnisse wie bei Bombyz mori herrschen nach Angus und Heim pel
(1959) bei Antheraea pernyi, Protoparce sexta und Protoparce quinguemaculata.

Im Gegensatz zu den genannten Beispielen beobachteten Heimpel und
Angus (1959) jedoch keinen Anstieg des Himolymphe-pH bei anderen emp-
findlichen Lepidopteren wie z. B. Malacosoma disstria. Auch Martouret und
Mitarb. (1965) sowie Benz (1966a) fanden keinerlei Erhthung des pH in der
Himolymphe von Pieris hrassicae nach Endotoxin-Applikation, wohl aber eine
Reduktion des Darm-pH, B enz erklirt den effektiven Unterschied damit, daB
im Falle von Bombyx mori der Darmsaft, im Falle von Pieris brassicae aber die
Himolymphe besser gepuffert sei.

1) Eine dhnliche Substanz war in den Dirmen anderer Lepidopterenlarven wie z. B. Malacosoma
neustrie oder Barathra brassicae nicht nachweisbar (Benz 1962).
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Bei Pieris brassicae kann daher die beobachtete Paralyse nicht wie bei Bom-
byxr mori eine Folge des Eindringens von Alkali aus dem Darm in die Himo-
coele sein. Vielmehr diirfte eine Permeation der von Benz (1462} gefundenen
paralytischen Substanz durch die affizierte Darmwand fiir die Paralyse nach
Endotoxin-Einwirkung bei Pieris brassicae verantwortlich zu machen sein. Neben
Bombyx mori scheint also auch Pieris brassicae einem pathologischem Sonder-
typus anzugehsren. Andere Lopidopteren-Arten wie z. B. Malecosome neustria er-
leiden hingegen weder eine durch Darm-Alkali noch durch darmeigene Toxine
bedingte Paralyse nach Endotoxin-Einwirkung.

Nach Untersuchungen von B a un und Mitarb. {1966) wirken shnlich wie bei
Pieris brassicae auch Darminhaltstoffe von Osirinia nubilalis, in deren Himo-
coele injiziert, toxisch. Im Gegensatz zu Pieris brassicae und dhnlich wie bei 4dna-
gasta Kiihniella ist das Darmmilien von 0. nubilalis nicht auffallend alkalisch
{(pH =~ 7,1). Das Endotoxin wirkt deshalb auch hier nur bei gleichzeitiger An-
wesenheit von Ilebenden Sporen und induziert auch keine spektakulirven pH-An-
derungen in der Himelymphe.

Es ist noch nicht sicher geklirt, ob die Endetoxin-bedingte Erhohung der
Darm-Permeabilitit, wie sie erstmals von Angus und Heimpel (1956} bei
Bombyxz mori demonstriert werden konnte, unspezifisch oder Substrat-spezifisch
ist. Gegen eine freie Diffusion von Darminhaltsstoffen nach Endotoxin-Einwir-
kung durch die Darmwand von Bombyz mori sprechen Versuche mit C*-markier-
terr Substraten: Nach Fast und Angus (1965) ist die Permeabilitit nur fiir
bestimmte Stoffe wie z. B. Carbonat-Ionen erhiht, fiir andere wie z. B, Glukose
dagegen erniedrigt. Fas t und A n g u s sprechen daher andh nur von einer Endo-
toxin-bedingten Stdrung, aber von keinem radikalen Zusammenbruch der Per-
meabilititsschranke bet Bombyr mord.

Nach Benz {1966a) soll Anoxie eine dhnliche Wirkung auf den Raupendarm
haben wie Endotoxin. Anoxie schadigt z. B. den Darm von Pieris brassicae-Lar-
ven so, daB nach 90 min die Darmwand fiir Anthocyane und nach 300 min sogar
fiir Darmbakterien durchlissig wird. Diese zunehmende Permeabilitdtssteigerung
wird als Folge eines pH-Abfalles {durch SAure-Akkumulation} in den anaerobion-
tischen Darmepithelien angesehen. Wie bereits erwahnt, registrierten Martou-
ret und Mitarb. (1965} sowie Benz (1966a) auch bei Pieris brassicae einen
beachtlichen Anstieg des Darm-pH in den behandelten Raupen: z. B. nach 24 Std.
im Mitteldarm von 9,0 bzw. 9,3 auf 6,6 bzw. 7,0. Wihrend Martouret und
Mitarb, annahmen, daB dieser auffillige Anstieg des Darm-pH in unmittelbarem
Zusammenhang mit einer primidren Endotoxin-bedingten physiopathologischen
Stérung stehe, neigt B enz zu der Ansichi, dal es sich hierbei nur um einen se-
kundiren Ausgleich zwischen Himolymphe-pH (= 6,6) und Darm-pH als Folge
der (primir) zusammengebrochenen Darmschranke handelt (s. 0.).

Histopathologische Untersuchungen iiber die Wirkung des Sporen-Endotoxin-
Komplexes liegen vor u.a. von Mattes (1927) an Anagasta kithniella, T a -
nada (1953) an Pieris rapae, Heimpel und Angus (1959) an Bombyx
mori, Hoopingarnerund Materu (1964} an Gallerig mellonelle, Mar -
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teuret und Mitarb, (1965) an Pieris brassicae, Huang und Tamashiro
(L965) an Cactoblastis cactorum, Sutterund Raun (1966, 1967) an Ostrinia
nubilalis sowie Broersma und Buxton (1967} an Trichoplusia ni.

Trotz unterschiedlicher Einzelbefunde stimmen die Ergebnisse dahingehend
iiberein, dab gravierende Schiden vor allem in den vorderen Anteilen des Mittel-
darms auftreten: (1) Zerstorung des Darmepithels und (2) Lihmung (Paralyse)
der Darmmuskulatur.

Sutter und Raun (1967) differenzierten an Raupen von Ostrinia nubilalis
die Wirkung von Endotoxin und Sporen. — Endetexin-Kristalle allein bewirken
eine spastische Paralyse der Darmmuskulatur') sowie eine Erosion und Iselation
der Darm-Epithelzellen von der Basalmembran. Nach elektronenmikroskopischen
Untersuchungen verschwinden in den Endotoxin-geschidigten Epithelzellen (Zy-
linderzellen und Becherzellen) das endoplasmatische Retikulum und Albuminoide,
dagegen bleiben die Mikrovilli des Birstensaumes intakt. — Die im Darm aus Spo-
ren auskeimenden vegetativen Stiibchen vermégen die peritrophische Membran
zu durchdringen und im Darmepithel eine generalisierte Vakuolisation (wohl
anf enzymatischom Wege) zu induzieren. Diese Vakuolisation, die nich¢ etwa auf
sine Endotexin-Wirkung zuriickgeht, soll auf einer Zerstorung der intermen Mi-
krovilli der sog. Becherzellen beruhen.

Vergleichend testete An gus (1967} die Toxizitit von Endotoxinkristallen ver-
schiedener Varietdten an Bombyxz mori-Larven. Als Kriterium verwendete er die
mittlere effektive Dosis, bei der innerhalb von 6 Std. 50 % der Versudhstiere
eine Paralyse zeigen. Es ergaben sich signifikante Unterschiede: Die EDjy betrug
fiir die Kristalle von B.i. var. sotfo 0,02 y/g Larve, fiir die Kristalle der
var. entomocidus (entomocidus} 0,03 »/g Larve und fiir die Kristalle der var.
thuringiensis 26 y/g Larve.

Broersma und Buxton (1967) konnten zeigen, daB der Umfang der
histopathologischen Verdnderungen, die am Mitteldarm der Raupen von Tricho-
plusia ni durch (gleiche Dosen von) B. thuringiensis induziert werden, der Virulenz
der verwendeten Stdmme bzw. Varietfifen korreliert waren. Wihrend var. ento-
mocidus und var. finitéimus kaum einen histopathologischen Defekt setzten, waren
die Affektionen durch var. thuringiensis und var. gallerize maximal. Zwischen
diesen Extremen lagen die Befunde bei var. alesti und var. sotto.

Im Zusammenhang mit schweren histopathologischen Verinderungen am Darm-
Epithel nahmen Heimpel und Angus (1960) an, daB die primire Wirkung
des Endotoxins in einer Aufspaltung von Intracellularsubstanz?) des Darm-
Epithels bestehe. Tatsidchlich fand Heimpel (1965) auch etwa 60 min nach
Endotoxin-Einwirkung einen deutlichen Anstieg des Glucosamin-Spiegels in der
Himolymphe von Bombyxr mori-Raupen. — Martouret und Mitarh. (1965)
vertreten demgegeniiber jedoch die Ansicht, daB speziell die bei Pieris brassicae
beobachtharen schweren Zerstdrungen am Darm-Epithel nur sekundirer Natur

1y Heimpel und Angus (1959) hastten dagegen bei Bombyr mori eine schlaffe Lihmung
{Relaxation) beschrieben,

2) Sie hesteht nach Untersuchungen von Estes und Faust (1964) am Galleria mellonella-
Darm aus einem Glucuronsiure und N-Aecetyl-glucosamin enthaltenden Komplex.



seien und mit der eigentlichen Intoxikation und der durch sie bedingten Mortalitiit
nicht in unmittelbarem Zusammenhang stiinden. Nach Ergebnissen von Modell-
versuchen werden sie als Sdurewirkung gedeutet.

Die infolge der Darmparalyse zusammenbrechende Darmschranke macht alsbald
jede weitere Nahrungsaufnahme unméglich (Angus and Heimpel 1959) und
es kommt zu einem Frafstop. Ferner beschrieb Yamvrias {1962) bei 4ne-
gaste FKithniello und Benz (1966a) bei Pieris Dbrassicae das Auftreten von
Diarrhoe als Symptom einer zusammenbrechenden Darmfunktion.

Da das Endotoxin von Bacillus thuringiensis ein Antigen darstellt, hat man
neuerdings auch versucht, pathologische Fragestellungen serologisch zu bear-
beiten: Mittels Immuno-Elektrophorese konnten Krywienczykund Angus
{1966} nachweisen, dafl die Antigene von in Darmsaft gelSsten Kristallen eine
geringere elektrophoretische Beweglichkeit aufweisen als solche, die durch Alkali-
Lyse des Proteins erhalten wurden. — In einer fritheren Arbeit hatten Kry -
wienczyk und Angus {1960, 1965) die Ansicht vertreten, daB Endotoxin-
kristalie von B. ¢. var. softo und B. . entomocidus ein gemeinsames toxisches Anti-
gen und differente nicht-toxische Antigen-Komponenten besifien. Neuere Unter-
suchungen von Krywienczykund Angus {1260} haben nun das Vorliegen
einer gemeinsamen toxischen Komponente in den Endotoxinkristallen beider Varie-
titen bestitigt, aber gleichzeitig gezeipt, daf die Kristalle der var. entomocidus
auflerdem noch ein zusitzliches toxisches Antigen enthalten: So gelang es zwar mit
Antikérpern, gebildet gegen das Endotexin von B. £ var. entomocidus, die toxische
Komponente von B. I. var. sotio und auch die von B. f. var. thuringiensis zu neua-
tralisieren, aber nicht vice versa. Ahnliche Verhilinisse beschriechen Bueher
und Mitarb. (1966} bei dem aiypischen Stamm 562-5 A von B. {. var. thuringien-
sis*). Es gelang nicht, die Toxitdt von Kristall-Lysaten dieses Stammes zu neutrali-
sieren durch Antikdrper gebildet gegen Endotoxin vonr B.{. var. softo, von B. £ var.
entomocidus oder von einem typischen Stamm der var. thuringiensis. Demnach
diirften die kubischen Kristalle dieses atypischen Stammes der var. thuringiensis
eine aberrante toxische Komponente besitzen.

Zusammenfassung

Das Endotoxin wird von allen Varietiten des B. thuringiensis (im Gegensatz zu
B.cereus) bei der Sporulation in Form von parasporalen Kristallen gebildet. Neuere
biochemiache Untersuchungen zeigten, dall der Endotoxin-Kristall nicht nur aus
einem hochmolekularen Protein besteht, sendern noch ein Silizinmgerist besitzt.
— Ein fiir alle Lepidopteren-Arten geltendes pathogenetisches Schema der Endo-
toxin-Wirkung existiers nicht, so daBl eine Reihe von Reaktionstypen zu unter-
scheiden sind. Die Differenzen zwischen ihnen beziehen sich sowohl auf die Lés-
lichkeit der Endotoxin-Kristalle im Darmsaft als auch auf die pathophysiologische
Wirkung des aktivierten Endotoxins. Das Indotoxin setzt primidr gravierende
Schiiden vor allem im Mitteldarmbereich, und zwar sowohl durch Zerstérung das
Darmepithels als auch durch Lihmung der Darmmuskulatur. Als Folge daven
kommt es in Abhéngigkeit von der Wirtsart entweder nur zu einer Permeation

1} Dieser Stamm ist u. a. gekennzeichnet durch die Bildung kubischer Kristalle,
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von Darminhaltsstoffen oder aueh zu einer Perforation der Darm-Basalmembran
und damit zu einer Invasion von Darmkeimen in die Himocoele. Todesursache ist
dann entweder eine terminale Toxdmie (z. B. bei Pieris brassicae) oder eine Sep-
tikiimie (z. B. Anagaste kithniellaj. Abgesehen von allen Details im Wirkungs-
mechanismus ist bei allen empfindlichen Lepidopteren-Larven besonders auffillig,
daB nach der Aufnahme einer kritischen Dosis von Endotoxin-Kristallen sowohl
die Darmfunktion als auch die Nahrangsaufnahme reduziert bzw. eingestellt wer-
den. Dieser Frafistop kann daher ebenso wie die Mortalitit als Kriterium der
Wirksamheit verwendet werden.

2. Exotoxind

3) Produktion und physikalisch-chemische Eigen-
schaften.

Gewisse B. thuringiensis-Stiimme kénnen auBler Endotoxin-Kristallen such noch
eine toxische Fraktion erzeugen, die von vegetativen Zellen in das Kulturmedium
sezerniert wird. Es besteht jedoch kein Zusammenhang zwisdhen der Bildung ven
Endotoxin-Kristallen und von Exotoxin. Vielmehr erzeugen nur gewisse Geno-
tvpen (,aktive Stimme®) bestimmter Varietdien von B. thuringiensis Exotoxin
(Burgerjon et De Barjac 1960, 1962, Krieg 1966, Sicker und

o1 Abb. 2. Endmortalitit von
M [/o_j Drosophila  melanogasier
nach Behandlung mit Kul-

100 1 turiiberstinden  versdhie-
dener Varietiiten von Ba-
cillus thuringiensis {nach

80 Krieg 1966)

60 -

40 A

20 -

= n 0 0 B

var.
alest|
sotto
gallerice
cereus

thuringiensis
dendrolimus

1} f-Exotoxin nach Heimpel (1967},
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Krieg 1966, Vankova 1966a, Cantwell et al. 1964a, De Barjac
et al. 1966, Heimpe! 1967, Conner und Hansen 1967h).

Die folgende Ubersicht iiber die Produktivitit von B. thuringiensis-Stimmen
stiitzt sich auf Untersuchungen von De Barjac und Mitarh. (1966):

Tab. 5 a. Exotoxin-positive und -negative Genotypen hei verschiedenen Varietiiten von
B. thuringiensis {(nach De Barjac und Mitarh. 1966)

Anzahl der Stimme

Serotyp .
Varietdt {H-Antigen) Exotoxin-positive | Exotoxin-negative
thuringiensis Hy 47 21
finitimus Hg — ]
alesti Hs — !
sotto Hya, b — } o8
dendrolimus Hya, b —
gallerige Bs — t
entomocidus Hg — J
aEZOWGE 7 — 1G
morrisoni Hg 3 —
tolworthi Hy 3 —

Neuerdings berichtet auch Heimpel (19687) iber Exotoxinbildner bei
var. morrisoni {Serotyp Hg) und auBerdem iiber ,akiive™ Stimme bei var.
gallerice {Serotyp Hj) und var. aizawai (Serotyp Hy). Heimyp el hat vorgeschla-
gen, die Exotoxin-pesitiven Stimme von den nicht-produktiven Stimmen mit
sonst gleichen Eigenschaften taxonomisch zu trennen. So schligt er fiir die Exo-
toxin-negativen Stdmme der var. thuringiensis (Serotyp H;) die Bezeichnung var.
amuscatoxicus, filr die Exotoxin-negativen Stimme der var. aizawai {Serotyp Hy)
die Bezeichnung var. pacificus vor und fiir die Exotoxin-positiven Stimme der
var. morrisoni (Serotyp Hs) den Namen var. anagastze. Daneben gibt es auch
akristallophore Mutanten und akristallophore + asporogene Mutanten von B. ¢.
var. thuringiensis (Serotyp H;), die noch Exotoxin-positiv sind (DeBarjac
et al. 1966). Ebenfalls produziert der {sekundir?) akristallophore B. gelechiae
auct. nach Untersuchungen von Seb as ta und Mitarh. (1967) Exotoxin,

Als Standardmethode zur Gewinnung von Exotoxinpriparaten gehen DeBar-
jac und Mitarb. (19686) folgende an: Wachstum von B. thuringiensis in einem
Mineralsalz-Medium unter Zusatz von 0,75 %0 Pepton und 1 % Glukose 70 Std.
bei 30° C. Abzentrifugieren des Sporen-Endotoxin-Komplexes. Dekantieren, Fil-
trieren und dann Einengen des Uberstandes auf %4 seines Volumen im Vakuum
bei 80° C. SchlieBlich Sterilisation des Priiparates bei 120°C im Autoklaven
{15 min).

Conner und Hansen (1967b) schiugen ein Zitrat-Mineralsalzmedium
mit 1 %e Cascinhydrolysat (Casamineacids) als Substrat vor. Bebriitung der Kul-
tur erfolgt 72 Std. bei 32° €. Der Kulturiiberstand wird fiir die weitere Verwen-
dung gefriergetrocknet.

3+
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Die wichtigsten Kigenschaften des insektiziden Exotoxins sind Wasserloslich-
keit, Dialysierbarkeit und Thermostabilitat) (McCennel and Richards
1959, Burgerjonet De Barjac 1960, 1962, De Barjacet Dedon-
der 1965, Benz 1966b, Sebasta und Mitarh. 1967). Im Gegensatz zum
B. t.-Endotoxin® besitzt es keine antigenen Rigenschaften und nur ein niedriges
Molekulargewicht. Seine Anreicherung wurde von Cantwell und Mitarb.
(1964a),DeBarjacund Dedonder, B enzsowie Seb astaundMitarb,
beschrieben (Eindampfen, Kohle-Adsorption, Athanol-Prazipitation, Papier-, Gel-
und Austauscher-Chromatographie).

Die aktive Fraktion, die Cantwell und Mitarh. {1964a) isolierten, enthielt
noch Caleium-Dipicolinat®); die Autoren nahmen an, dall das Exotoxin mit diesem
Salz komplexartig verbunden sei. Dies scheint aber nach den neueren Untersuchun-
genvon DeBarjacund Dedonder doch nicht der Fall zu sein: Sie konnten
ein Dipicolinsiure-freies Exotoxin isolieren. Dieses gereinigte Exotoxin hat ein
auffallendes UV-Spektrum: Maximale Absorption bei 4 = 260 mu und minimale
Abserption bei 4 = 230mpu (De Barjac et Dedonder, Bengz). Das
UV-Spektrum weist auf den Gehalt an bestimmten Nukleinbasen hin: Adenin
tDeBarjacet Dedonder, Benz, Sebasta und Mitarb.) oder Uracil
(B e nz). Das hydrolysierte Exotoxin gibt eine positive Diphenylamin-Reaktion,
typisch fiir Aldopentosen, jedoch keine Reaktion fiir Desoxypentosen. Negativ fiel
die Ninhydrin-Reaktion aus und positiv die Probe auf Phosphat. Nach diesen
analytischen Daten handelt es sich um ein Nucleotid. Diese Auffassung steht
im Binklang mit dem Elektrophorese-Verhalten des nicht hydrolysierten Exotoxins:
Es wandert zwischen 1’-Adenosin-mono- und 1’-Adenosin-di-phosphorséure (D e
Barjac ot Dedonder). Falls das Exotoxin eine monomere Adenosin-
Phosphorsiure darstellen solite, kiime ihm ein Molekulargewicht von 102103 zu.

by Toxikologie

Die perorale Wirksamkeit von Kulturfiltraten von B. thuringiensis var. thu-
ringiensis konnte evstmals von Burgerjon und De Barjac (18960} nach-
gewiesen werden. Dieser Effekt — ist im Gegensatz zum Endotoxin — nicht auf
Larven der Lepidopteren beschriinkt: Reaktionen sind von mehreren Arten aus
den Ordnungen der Dipteren, Coleopteren, Hymenopteren, Isopteren und Orthop-
teren bekannt (s. Tab. 5 b). Innerhalb der einzelnen Ordnungen findet man ab-
gestufte Empfindlichkeiten, z. B. innerhalb der Ordnung der Lepidopteren eine
sehr gute Wirkung gegeniiber Barathra brassicae (Burgerjonet DeBar-
jae 1962, 1964) und eine geringere Wirkung gegeniiber Gaflleria mellonelia
(Vankova 1966 a, Krieg 1967).

)y Smirnoff und Berlinguet (1966) isolerten aus zwei Chargen von Thuzxicide
wettable powder [D-03039 (1960} und S2-156 (1962)] jedoch nicht aus anderen Chargen des
gleichon Priparates und anch nicht aus technischen Priparaten anderer Herkunft (Bacthane,
Parasporine) sine schr labile, auf Blattwespenlarven (Pristiphore srichsonii) toxisch wire
kende Fraktion. Diese {nach Hydrolyse vernehmlick aus Aminosiuren bestchende Komponenie ist
nicht mit dem hier bchandelten hitzestabilen Exotoxin identisch.

2) und im Gegensatz zu den Exctoxinen vom Typus dss l9slichen Antigens.

8) Dipicolinsiiure wird bei der Sporulation von B. thuringiensis freigesetzt und ist gegeniiber
Inselton indifferent,
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Wie das Endotoxin, so wirkt auch das Exotoxin vornehmlich nur auf Larven-
stadien von Insekten. Jedoch kommen Ausnahmen von dieser Regel vor, ins-
besondere bei Apis mellifera, worauf noch niher eingegangen wird (s. 5. 53).

Im Gegensatz zum Endotoxin bewirkt das Exotoxin keinen Fraflstop, da es
nicht auf den Inseltendsrm wirkt. Seine Wirkung ist sogar stirker, wenn die
Darmschranke durch intracoelomasle Injektion wumgangen wird (Me¢Connel
and Richards 1959, Kurstak 1966, Van kovd 1966 8, Wittig 1967).
Sowohl bei peroraler als auch bei intracoelomaler Applikation tritt jedoch die
toxische Reaktion nicht akut ein. Die Larven von Galleria mellonella beispiels-
weise werden nach der Injektion zundchst lethargisch und sterben in Abhingig-
keit von der Dosis erst nach 515 Tagen (McConnelandRichards 1959).
Kurstak (1966) beschrieb bei Anagaste hihniells ein dhnliches Verhalten:
34 Std. post injectionem ist die Bewegung der Larven auffallend herabgesetzt,
Nach 1015 Tagen haben die Larven an Volumen verloren und nehmen eine ge-
kriimmie Haltung ein. SchlieSlich sterben die Tiere, die eine Entwicklungsver-
zhgerung aufweisen, meist als Larven. Es werden Verdnderungen an den Himeo-
zyten beobachtet wie Kernruptur und Hypertrophie. Wird das Exotoxin in Alt-
larven (Pseudaletia unipuncte oder Gelleria mellonella) injiziert, so sterben die
Tiere erst wihrend der Verpuppung. Die Puppen zeigen dann oft Mifbildungen
und Storungen des Melanisierungsprozesses (Wittig 1967).

Nach Beobachtungen vonr Burgerjon (1864), Cantwell und Mitarb.
(1964 2}, sowie Sicker und Krieg (1986) manifestiert sich die Texinwir-
kung nach pereraler Applikation vornehmlich bei Hautungen oder endlich bei der
Verpuppung Hier sterben die Tiere bevorzugt ab. Wird bei subletalen Dosen
jedoch das Puppen- und Imaginalstadium lebend erreicht, so sind Anomalien
haufig: Reduktion der Schliipfrate, der Lebensdauer der Imagines, der Fertilitit
(s.a.Hitehings 1967). Burgerjonund Biache (1967b} berichien iiber
teratologische Effekte von subletalen Dosen des Exotoxins bei Puppen und Ima-
gines verschiedener Lepidopteren {Barathra brassicae, Plutella moculipennis, Ly-
mantria dispar, Zeiraphera griseana) vnd C antwell und Mitarh. (1964a) tiber
MiBbildungen bei Dipteren-Imagines (Musca domestica). Nach Cantwell und
Mitarb. (1964a) soll das Exotoxin speziell mit den Metamorphose-Hormonen inter-
ferieren und nach Connerund Hansen {1967 b) wird auch eine Alttivierung
des Juvenilhormons fiir méglich gehalten. Solche Wirkung-Spezifititen sind jedoch
nicht geniigend gesichert und kinnen auch nicht zur Erkldrung der Wirkung von
Exotoxin auf nichi-larvale Stadien wie z. B. auf Honighienen herangezogen werdex.
Auch bei anderen Intoxikationen (subletale Dosen von Endotoxin} und bei verschie-
denen Krankheiten zeigen die Tiere eine Entwicklungsverzigerung und sterben be-
vorzugt an physiologisch kritischen Punkten ab; schlieflich sind die beobachteten
MiBbildungen nicht {iberraschend, wenn veorausgegangene Entwicklungsstadien
durch eine irreversible Intoxikation geschidigt wurden. Nach Benz (1966 b}
soll das Exotexin als Antimetabolit des Nukleinsiure-Stoffwechsels wirken. Da
es aber weder anf Anneliden (Tubifer tubifex, Benz 1966 b) noch auf Verte-
braten {Mus musculus, Krieg und Herfs 1963 b) wirkt, miifite die Inter-
ferenz mit einem fiir den Nukleinsiure-Metabolismus ven Insekten spezifischen
Reaktionsschritt erfolgen.
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Tah. 5 b.

Art

' Empfind- -
. lichkeit |

B. i

Empfindlichkeit verschiedener Insekten gegeniiber dem Exotoxin

Literatur

Lepidoptersa
Achroia grisella
Anagaste ithniella
Athalia colibri

Bombyz mori

Cirphis unipuncta
Estigmene gerea

Euxoa segetum
Galleria mellonella

Lymantria dispar

Malacosoma neustria

Mamesira brassicae

L
L

l‘:"‘..“*t"’:"t“"C"L"t"‘t’"t"t‘t"‘t““t*t'“t*t*t‘*t‘“‘c*bt*t*t"t‘“t’*t“t*t*b‘b‘t‘“g:

Iy L = Larven; I == Imagines.
2) nicht einwandfrei geklirte (wahrscheinlich unspezifische} Reaktionen hlieben unberiidksichtigt.
3 T+ = var. thuringiensis Exotoxin-positiv; T — =var. thuringiensis Exotoxin-negativ; A = var.
alesti; D = var. dendrolimus; T = var, enfomocidus; F = var. finitimus; G = var, galleriae;

8 = var. soifo.

Li-¢

[

o
ot
+tt

T+
T+
T+
T+

U'—?j

T+

T+

Stadium?) (p. 0.}%)  var?) »

i

Heitor 1962

i Yamvrias 1962
Laurent 1965

Laurent 1965

Burgerjon et De Barjac 1960
Grigorova 1864

Grigorova 1964

Burgerjon et al. 1964
Bargerjon et al. 1964
Cantwell et al. 1964 a

| Mechalas and Beyer 1963

Burgerjon et De Barjac 1960
McConnel and Richards 1959
Cantwell et al. 1964 a
Vatlkovd 1066 a

Vasikovd 1066 a

Vatikovd 1966 a

Vatikova 1966 a

Vanilova 1966 s

| Vadkovd 1966 a

| Vafikovd 1966 a
! Krieg 1967
! Burgerjon et De Barjac 1960

Krieg und Herfs 1963 b
Grigorova 1964
Grigorova 1964
Krieg und Herfs 1963 b

i Krieg und Herfs 1963 b
: Grigorova 1964

Burgerjon et De Barjac 1960, 1964
Krieg und Herf{s 1963 b
Burgerjon et De Barjac 1960
Burgerjon et De Barjac 1964
Burgerjon et De Barjac 1964
Burgerjon et De Barjac 1964
Burgerjon et De Barjas 1964
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Empfind- |
lichkeit | B.t. :
Art Stadium') (p. 0)% | var®) | Literatur

Mamestra brassicae L L E Burgerjon et De Barjac 1964

L — F Burgerjon et De Barjac 1964

L — $  : Burgerjen of De Barjac 1964

L — Cereusé Burgerjon et De Barjac 1964

L 4 4 4 T+ | Grigorova 1964

L — T Grigorova 1964

L — D Grigorova 1064

L R T+ : Kriegund Herfs 1963 b

L — D i Krieg und Herfs 1863 b

L _ E | Krieg und Herfs 1963 b

18 _ 3 : Krieg und Herfs 1963 b

L _ Cereus Krieg und Herfs 1963 b
Ostrinia nubilalis L — T+ | Sutter and Raun 1966
Peridroma saucia L + T+  Burgerjon et De Barjac 1960
Polia oleraceq L 4 T+  Burgerjon et De Barjac 1964

L — b Burgerjon et De Barjac 1964
Pieris brassicae L + 4+ T+ | Burgerjon et Be Barjac 1960
Pieris rapae L + . T+  Herfs und Krieg (unpubl.}
Plodia interpunciella L — ¢ P+ Cantwell et al. 1964 a
Plutella maculipennis L + 4+ © T* | Sicker und Krieg 1966

L — A Sicker und Krieg 19686

L _— D Sicker und Krieg 1966

L — G Sicker und Krieg 1966
Stilpnotia salicis L — T— | Grigorova 1964

. — D Grigorova 1964
Piptera
Aedes aegypti L — TT | McCennel and Richards 1959

L +++ T+ | Krieg und Herfs 1063 b

L ++ + T+ | Burgerjon 1964

L + -+ T+  Cantwelletal 1964 b
Drosophila melanogaster L + -+ T  Krieg 1966

L — A Krieg 1966

L — D Krieg 1966

L — E  Krieg 1985

L — G Krieg 1966

L - — 5 Krieg 1966

L Lb 4+ 4 T+  Benz1966b

1 L+ Tt | David et Vago 1967
Musca autumnalis L . * T+ | Cantwell et al. 1964 a
Musca domestica L i+ 4 T+ | Cantwell et al. 1864 a

L. |+++  TF Kriegund Herfs 1963 b
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Art

Haematobia irrifans

Hymenoptera

Apis mellifera

Diprion pini
Pristiphora pallipes

Coleoptera
Calandra granaria

Leptinotarsa decemlineata

Isoptera
Reticulitermes flaviceps
Reticulitermes virginicus
Reticulitermes hesperus
Zootermopis angusticollis

Orthoptera
Blatta orienialis
Locuste migratoria
Locusta spec.
Periplaneta americana
Schistocerca spec.

| B N ) e e

el RS I

el e R B

oD D D e

e

Tab.5b. (Fortsetzung)
| Empfind- | i
| lichkeit | B. 7, |
_Stadiumi)i {p. 0% var® : Literatur
i+++ | T  Burgerjon and Galichet 1965
+4 | Tt Burgerjon and Galichet 1965
‘4 4+ | Tt - Conner and Hansen 1967 b
— E Conner and Hansen 1967 b
- 8  Conner and Hansen 1967 b
— T+ - Conner and Hansen 1967 b
+++ T+  Gingrich and Eschle 1968
+ + T+ ' Krieg und Herfs 1963 &
+ 4 T+ | Cantwell et al. 1964 b, 19686
+ T+  Cantwell et al. 1964 b, 1966
! -+ - Martouret and Euverte 1964
+++ | Tt ° Burgerjon and Biade 1964
+++ T+  BurgerjonetDeBarjac 1960,1984
— T* : Krieg und Herfs 1963 b
— A | Krieg und Herfs 1963 b
— B | Krieg und Herfs 1963 b
—- E Krieg und Herfs 1963 b
— s Krieg und Herfs 1963 b
++ T+  Burgerjon et De Barjac 1960
++ T+  Burgerjon et Biache 1966 a
— T+  Burgerjon et Biache 1966 a
4+ T+ | Smythe and Coppel 1965
I T+ | Smythe and Coppel 1963
I I T+  Smythe and Coppel 1385
++ 4+ T+ | Smythe and Coppel 1965
— T+ | Krieg und Herfs 1963 b
- T+ | Burgerjon et al. 1964
44 Tt | Burgerjon etal 1964
L— T+  McConnel and Richards 1859
R T+ | Charles 1965

L

Zusammenfassung

Im Gegensatz zum Endotexin wird das Exofoxin nur von bestimmien Geno-
typen des B. thuringiensis {sog. aktiven Stimmen) gebildet. Zwischen Endotoxin-
und Exotoxin-Produktion besteht daher kein notwendiger Zusammenhang. Das
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Exotoxin ist wasserléslich und thermostabil {im Gegensaiz zum Endotoxin). Es
handelt sich bei ihm nicht um einen Eiweifkorper, sondern wahrscheinlich um
ein Nucleotid, das von vegetativen Zellen an das Kulturmedium ahgegeben wird.
Das Exotoxin wirkt nach peroraler Applikation nicht spezifisch auf den Darm,
weswegen auch kein obligatorischer Frafistop aunftritt. Meist gehen die Larven bei
der nichsten Hiutung ein. Das Wirkungsspekirum ist nicht nur auf Lepidopteren
beschriinks, sondern umfafit auch andere Insekten wie Dipteren, Hymenopteren
usw. Ob ein fiir alle empfindlichen Insekterarten gemeinsames pathogenetisches
Schema der Exotoxinwirkung existiert, ist noch niéht im Einzelnen untersucht,
aber nicht unwahrscheinlich.

3. Exoenzyme

Bestimmte Hydrolasen, die von vegetativen Zellen in das Kulturmedium sezer-
niert werden, konnen auch Zellstrukturen angreifen oder zerstoren und damit als
Pathogenitidtsfaktor wirksam werden. So sollen beispielsweise nach Touma-
noff {1953) sowie Kushner und Heimpel (1957) Phospholipagen (Lezi-
thinasen) und nach Bucher {1960) auch Proteinasen fiir die Wirksamkeit von
insektenpathogenen Bakterien, einschliefilich B. cereus und B. thuringiensis, ver-
antwortlich sein.

Demgegeniiber hetonten Rogo ff (1966) und Vankov4 (1963) speziell im
Hinblidk auf B. thuringiensis, daB sich bisher keine Relation zwischen der Phos-
pholipasen-Aktivitdt bzw. der Proteinasen-Aktivitit einerseits und der peroralen
Wirksamkeit von verschiedenen Stimmen andererseits feststellen lieB. Dies ist
allerdings nicht verwunderlich, da in diesem Fall die Wirkung von Endotoxin
oder auch Exotoxin ganz im Vordergrund steht. Die genannten Exo-Hydrolasen
kinnten jedoch bei einer infektionsbedingten Bakteriimie (s. S. 43) an der Wir-
kung von B. cereus und B. thuringiensis innerhalb der Himocoele beteiligt sein.
Kurstak (1966) beschrieb z. B. nach Injektion von nicht-autoklaviertem {ber-
stand von B. thuringiensis-Kulturen in Raupen von Anagasia Kithniella eine
charakteristische Vakuolisation und Degeneration der Himozyten, die in dieser
Form nach Injektion von autoklaviertem Uberstand nicht auftraf, also mit der
Exotoxin-Wirkung nicht zu identifizieren ist. Auch Sutter und Raun (1967)
beschrieben eine offenbar auf enzymatischer Aktivitdt vegetativer Zellen von
B. thuringiensis beruhende Vakuolisierung des Epithels im Darm von Ostrinia
nubilalis, die nicht Endotoxin-bedingt ist.

Als Proteide sind die Exoenzyme (ebenso wie das Endotoxin und im Gegen-
satz zum {S-)Exotoxin) thermolabil. Wihrend die Toxine nur in vivo getestet
werden kénnen (Biotest), sind diese Enzyme auch in vitro leicht nachweisbar.

a} Phospholipasen

Neben einer Phosphomonoesterase (auch kurz Phosphatase genannt, die u. a.
Cholinphosphat hydrolysiert) besitzen die meisten Stimme von B.cereus und
B. thuringiensis noch eine Phosphodiesterase C, die Lezithin in Diglycerid und
Cholinphosphat spaltet und deshalb auch als Lezithinase C oder Phospholipase
C'} bezeichnet wird. Entsprechend der Lezithin-Vitellin-Reaktion (s. Tah. 2 a, b}
ist ihre Aktivitdt bei verschiedenen Varietiten oder Stdmmen verschieden stark
ausgeprigt. Zu den stirksten Phospholipase-Bildnern zihlen u. a. B. ¢, var. den-
drolimus, var. sotlo und var. alesti; wenig oder keine Aktivitit zeigen B.f.

1) a-Exotoxin nach Heimpel (1967).
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var. gallerice, var. epfomocidus und var. morrisoni. Das Optimum der Phos-
pholipase-Wirkung liegt bei pH 6,87,4.

b} Preteinasen

Neben den meist sehr substratspezifischen Oligopeptidasen besitzen die
Stimme von B. thuringiensis und B. cereus auch einen Komplex von Polypep-
tidasen oder Proteinasen. Thre Wirkung ist leicht zu demonstrieren gegeniiher Ge-
latine oder Casein als Substrat. Zu den stirksten Proteinase-Bildnern zéhlen
B. 1. var. alesti, var. sotto, var, dendrolimus, zu den schwichsten K. f. var. gal-
leriae und var. aizawai. — Nach Bucher (1960) sollen nach der Invasion
von pathogenen Bakterien in der Hiémocoele von Insekten die bakteriellen Pro-
leinasen u. a. fiir die (auch bei Injektion von B. thuringiensis oder B. cereus
beobachtbare) Inaktivierung und Degeneration der Phagozyten verantwortlich
sein.

Zusammenfassung
Die vegetativen Zellen von B. cereus und B. thuringiensis produzieren Exoen-
zyme, die in der Lage sind, wichtige Zellbausteine (Phospholipide, Proteine) ah-
zubauen. Sie wurden bisher nur in vitro getestet; ihre mégliche pathogenetische
Bedeutung kann daher noch nicht ausreichend beurteilt werden.

4, Infektionswirkung

a) Perorale Infektion

Nicht alle Effekte von B. thuringiensis auf Insekten erschipfen sich in Toxin-
wirkungen. So berichtete bereits Mattes (1927} ither eine echte Infektion und
Septikimie bei Anagaste kiihniella nach peroraler Applikation des Sporen-Endo-
toxin-Komplexes, Burgerjon und Yamvrias (1959) sowie Heimpel
und Angus (1959) stellien auBerdem fest, daf gegeniiber Anagaste kithnielle
das Endotoxin allein praktisech unwirksam ist. Erst seine Kombination mit leben-
den Sporen fithrt hier zu einer bemerkenswerten (infektionshedingfen) Morta-
litédt.

Zu vergleichbaren Ergebnissen gelangten Sutter und Raun (1966} bei
Versuchen an Ostrinia nubilalis: Speren und Endotoxin-Kristalle allein verfiit-
tert bewirken zwar eine reduzierte Entwicklung {gemessen an der Gewichts-
zunahme pro Raupe), aber erst der Komplex beider Faktoren bewirkte eine auf-
fallende Mortalitdt. Auch hier war die Todesursache eine terminale Septikimie
nach Invasion von Keimen aus dem Darm in die Himococele. Die praktische Be-
deutung der Infektiositdi lebender Bazillen-Sporen (neben der Texinwirkung)
1Bt sich auch aus Ergebnissen von UV-Bestrahlungsversuchen ableiten. So be-
schrieben Yamvrias (1962) bei Anagasta kithnielle und R s un und Mitarb,
(1966} bei Ositrinia nubilalis und Spodoptera frugiperda eine reduzierte patho-
genetische Wirkung nach UV-Inaktivierung der Sporen in den verwendeten
B. thuringiensis-Priparaten.

Kiirzlich beschrieb B e n z (1966 a) eine pustparalytische und préimortale Septi-
ké#mie auch bei Pieris brassicae nach Applikation letaler Dogen von B, thuringien-
sis. Nach dem gleichen Autor soll aber ganz allgemein bei empfindlichen Raupen
nach Applikation des Sporen-Endoioxin-Komplexes eine terminale Septikimie
auftreten, und zwar unabhiingig davon, ob erst noch eine generelle Paralyse auf-
tritt {wie z. B. bei Bombyx mori und Pieris brassicee} oder nicht,
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Auch I'sakova (1964) beobachtete bei Galleria mellonella einen primortalen
Einbruch vegetativer Zellen in die Himocoele nach B. thuringiensis-Behandlung.
AuBerdem beschrieb sie eindrucksvolle Verinderungen an den Himocyten bereits
vor der Septikimie: Kernpyknose, Vakuolisation und Destruktion. Ahnliche
Ergebnisse erhielt Leskova (1964) bei Hyponomeuta malinellus. Die Auto-
rin stellte alsbald nach der peroralen Aufnahme des Sporen-Endotoxin-Kom-
plexes einen bemerkenswerten Anstieg der Himocytenzahl fest. In Abhiingigkeit
von der applizierten Dosis kam es aber dann zu einem verschiedenen Verlauf:
Bei letalen Dosen drangen schliefSlich vegetative Bakterienzellen in die Hamo-
cocle ein und erzeugten dort eine todliche Septikiimie bei gleichzeitigem Himo-
cytensturz. Bei subletalen Dosen dagegen blieb die anfiingliche Erhshung der
Hiamocytenzahl lange Zeit bestehen. Nach Videnova (1966) traten auch bei
einer B. thuringiensis Infektion von Chloridea maritima frithzeitig schwere Schii-
digungen (Vakuolisation, Trennung von Kem und Plasma) an den Hémozyten
auf, die schlieBlich zur Zerstérung der Zellen fiihrten. Bevor noch alle Blutzellen
zerstirt waren, drangen vegetative Bakterienzellen in die Himocoele ein und ver-
ursachten eine Septikimie. Eine wirksame Phagozytose konnte nicht beobadhtet
werden. Endlich fanden Isakovaund Moiseeva (1967) bei der B. thurin-
giensis-resistenten Noctuide Barathra brassicae eine physiologische Schwiichung
nach peroraler Applikation von Sporen und Endotoxinkristallen von B. f. var.
gallerine: Reduktion der Nahrungsaufnahme, Verlingerung der Larvenstadien,
Ritdkgang der Fertilitit sowie Destruktion und Zerfall von Himozyten. Es han-
delt sich hierbei um grundsitzlich die gleichen pathologischen Verdnderungen, wie
sie bei empfindlichen Wirten nach Applikation subletaler Dosen beobachtet wer-
den (s. 8. 48).

Soweit sich B. thuringiensis im Darmkanal von infizierten Insekten repro-
duziert, kinnte — zumindest theoretisch — dort auch Exotoxin gebildet wer-
den. Ob dieser Moglichkeit jedoch irgendeine pathogenetische Bedentung zu-
kommt, ist noch ungeklirt. Eine Endotoxin-Produktion im Tier hat hingegen auf
den Verlauf der Pathogenese bestimmt keinen EinfluB mehr, da sie wohl stets
erst post mortem erfolgen diirfte. Uber die postmortale Spornlation und Kristall-
bildung von B. thuringiensis in Bombyx mori berichten Aizawa und Fu-
jiyoshi (1964) und in Vitula edmondsue B ucher und Mitarb. (1968).

b) Parenterale Infektion

Bei einer Injektion von B. thuringiensis-Zellen oder -Sporen in die Himocoele
kommt es stets zu einer Septikimie. Abhiingig von der Dosis tritt die Septikimie
sofort oder verzigert ein und fithrt meistens innerhall von 14 Std. zum Tode. Die
Dso betrdgt fiir Raupen von Pectinophora gossypiella 2731 Bakterien/Insekt
(Ignoffo1962)). — Wittig (1965) hat die Veranderungen des Himocyten-
Status nach Injektion von B. thuringiensis in Pseudaletia unipuncta-Raupen ver-
folgt: Bei miBig hoher Dosen {1633 X 10* Bakterien/Insekt) tritt vor dem
Ausbruch des akuten Stadiums ein Anstieg der Plasmatocyten-Zahl (Polyplasma-
toeytose) ein. Bei sehr hohen Dosen (16-:33 X 105 Bakterien/Insckt) kommt es

1y Bei parenteraler Applikation von B. cerews wurden bei Lepidopteren-Larven wie z. B. Car-
pocapsa pomonelia vergleichbars Werte gefunden: Dgg = 20 Bakterien/Insekt (Stephens 1952).
Niché alle Insekten sind jedoch so hochempfindiich. Nach Bucher {1960} betrigt z. B. die parea-
terale Dsp flir manche Orthopteren {Heuschrecken) gegeniiber B. cereus ca. 10% Bakterien/Insekt.
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dagegen sofort zu einem Himocytensturz, der vor allem die Plasmatocyten be-
trifft. Die Anzahl der sog. spherule cells und der Proh#mocyten war danach
relativ erhoht. An der Phagocytose waren nur Plasmatocyten (== 50 %o aller
Himocyten) beteiligt.

Einer Injektion in die Hidmoceele entspricht auch die Ubertragung von B. thu-
ringiensis durch Parasitierung. Kurstak (1965) beschrieb im Zusammenhang
mit der Parasitierung von Anagaste kiithniella-Raupen durch eine (kontaminierte)
Ichneumonide, Nemeritis canescens, eine B. thuringiensis Septikdmie. Bever
aber noch eine merkliche Bakteriamie zu beobachten war, trat eine auffallende
Zerstorung der Himozyten (durch Vakuolosation und Degeneration des Cyto-
plasmas) ein. Erst nach diesem Hémozytensturz wurden septikimische Erschei-
nungen festgestellt.

Zusammenfassung

Eine Infektion oder besser Septikimie tritt immer dann auf, wenn B. thurin-
giensis aus dem Darm in die frele Korperhthle von Ingekten gelangt. Das ist
normalerweise bel intakter Darmschranke nicht der Fall. Wird aber der Darm
von Lepidopterenraupen durch Endotoxin geschidigt, so kann sowohl B. thurin-
giensis als auch ein anderer Darmkeim eine primortale Septikimie erzeugen. —
Auch nach Parasitierung durch kontaminierte Vektoren wird gelegentlidh eine
B, thuringiensis-Septikidmie beobachtet.

5. Virulenz und Toleranz
a) Pathogenitdt und Virulensz

Die pathogenetische Potenz einer Mikroorganismenart oder Varietit gegeniiber
einem bestimmten Wirtsgenotyp wird als Pathogenitit bezeichnet, die pathogene-
tische Bedeutung eines bestimmten Stammes hingegen als Virulenz. Pathogeni-
tatsunterschiede sind somit durch die Qualitit, Virulenzunterschiede durch die
Quantitit der Pathogenititsfakioren {Toxine, Enzyme} bestimmt.

Am bekanntesten sind gualitative Unterschiede im Hinblick auf die Exotoxin-
Produktion. Wie bereits erwdhnt (s. S. 34), produzieren nur bestimmte Genotypen
(.aktive Stimme*) von B. thuringiensis diese Toxinfraktion.

Etwas anders Hegen die Dinge beim Endotoxin. Potentiell sind (per defini-
tionem) alle Varietiten und Genotypen der Species thuringiensis zur Produktion
von Endotoxin-Kristallen befahigt. Allerdings produzieren nicht alle Stdmme das
Endotoxin in gleicher Menge. Speziell berichtete Steinhaus (1960), daB ven
2 verschiedenen Stimmen der var. fhuringiensis beim Virulenzvergleich an Bom-
byx mori sich der eine Stamm weniger, der andere dagegen stirker wirksam er-
wies als die beiden Vergleichsstimme, die anderen Varietiten {var. sotlc und var.
entomocidus) angehirten.

CosenzaundLewis (1966) verglichen die Virulenz von 4 frisch aus Lyman-
triq dispar isclierten Stimmen von B. {. var. thuringiensis gegeniiber dem gleichen
Wirt und stellten signifikante Virulenzunterschiede fest. Die LDgo betrug z B.
in einem Falle (Stamm 34) 2,65 X 108 Sporen/ml bzw. 2,0 X 108 Kristalle/ml
und im anderen Falle (Stamm 1 A) 17,5 X 108 Sporen/m! bzw. 50 X 10% Kri-
stalle/ml.

Eine unterschiedliche Pathogenitit einzelner Varietiten von B. thuringiensis

gegeniiber einem oder mehreren Wirtsgenotypen wurde u.a von Svecova
(1959 a), Vankova {1964), Herfs {1963), Burgerjon und Biache
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(1967a), Burges (1967), Ridet {1966) sowie Broersma und Buxton
(1967} beschrieben.

Broersma und Buxton (1967) testeten 6 Varietiten von B. thuringien-
sis gegeniiber Raupen von Trickoplusia ni. Dabei erwiesen sich var. thuringiensis
und var. gallerice am wirksamsten; es folgien mit Abstand var. alesti und var.
soito, wihrend var. entomocidus {entomocidus) und var. finitimus nur einen mini-
malen Effekt zeigten. Als Kriierien der Wirkung verwendeten dis Autoren ver-
gleichend: Frafistop, Verpuppungsrate, Mortalitit und histopathologische Ver-
inderungen am Mitteldarm der Raupen.

Eine absolate Beurteilung der Pathogenitiit gegenither einem Wirt ist aber nur
dann méglich, wenn quantitativ (d.h. im Hinblidk auf den Endotoxingehalt)
gleichwertige Priparate an gleichartigem Wirtsmaterial verglichen werden. Ist
dies nicht der Fall, so kann man mit Priparaten ganz verschiedener Varietiten
gegeniiber einer Wirisart einen maximalen Effekt erzielen: Beispielsweise beur-
teilte Vankovd B.{ var. gallerige, ertfs B.{ var. dendrolimus, Rupe-
rez B.t var. alesti und Ridet B.{. var. enfomocidus als maximal wirksam
gegeniiber Raupen von Lymantria (syn. Porthetria) dispar.

Werden jedoch Priiparate verschiedener Varietdten gleichzeitiz an mehreren
(mindestens zwei) Wirtsarten getestet, so konnen (relative} Pathogenititsunter-
schiede auch dann festgestellt werden, wenn die Priparate quantitativ verschie-
den sind, d. h. sie sich in ihrem Endotoxingehalt unterscheiden: Beispielsweise
fanden Vankova und Burges ibereinstimmend, dall Anegaste kiihniella
auf B. £. var. thuringiensis und Galleria mellonella auf B. . var, gelleriae maxi-
mal reagiert. Die auf solche Weise in verschiedenen Laboratorien erhaltenen Test-
Ergebnisse werden allerdings nur dann iibereinstimmen, wenn sie an Testtier-
Stimmen von vergleichbarer Empfindlichkeit gewonnen wurden.

Burgerjonund Biache (1967a) testeten 7 Varietidten (bzw. 8 Stdmme) an
24 Wirtsarten, wobei sie spezifische Alktivititsspektren festsiellten. Desonders
interessant sind die Unterschiede innerhalb des Genus Hyponomeuta. Wihrend
z. B. H. cognatellus maximal auf B. #. var. gellerige ansprach und am wenigsten
auf var. sotto, reagierte H. malinellus am stirksien auf var. enfomocidus (ein-
schlieBlich Subtoxicus-Stamm) und am schwiichsten auf var. elesti; auf H. padellus
schlieBlich wirkte am stiirksten der Entomoeidus-Stamm der var. enfomocidus
{gefolgt von var. sotfo}, dagegen gleichermaBen schwach die Varietiten thurin-
giensis, dendrolimus, alesti und der Subtoxicus-Stamm der var. enfomocidus.

Ein Schliissel zur Erklirung der unterschiedlichen Pathogenitit einzelner Va-
rietiten von B. thuringiensis gegenither verschiedenen Wirten kinnen die Beob-
achtung von Lecadet und Martouret {1964) sein, wonach die Darm-
Proteinasen ciner Art (z. B. Pieris brassicae) die Endotoxin-Kristalle einer Varie-
tit (z. B. B.t. var. thuringiensis) besser zu aktivieren vermdgen als die einer
anderen Varietit (z. B. B. £. var. alesti).

Fiir varietitsspezifische Unterschiede beim Endotoxin sprechen u. a. die von
Vankovd und Eralik (1966) gefundenen Unterschiede in der ,Zellen®-
bzw. Molekiilgrofle der Kristallproteine (s. 5. 27).

SchlieBlich deuten serologische Untersuchungen von Krywiencyk und
Angus (1966) darauf hin, daB in Lysaten von Endotoxin-Kristallen die toxi-
schen Komponenten eine gewisse Varietits-Spezifitit aufweisen.
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Abgesehen von primiren Unterschieden in der Virulenz verschiedener Stimme
scheinen auffallende Virulenz-Verluste etwa als Folge jahrzehntelanger Kultur
auf optimalen kiinstlichen Niéhrboden normalerweise nicht aufzuireten. Doch kom-
men Ausnahmen von dieser Regel vor. Sie betreffer eine Reihe von Stimmen,
die zur Zeit ihrer Isolierung ein fiir B. thuringiensis charakteristisches ento-
mopathogenes Verhalten zeigten (wie z. B. Bacillus gelechiae anct. — Metal-
nikovet Metalnikov 1933, Bacillus cazaubon auct. — Metalnikov
1930), dies aber nach neuen Unfersuchungen von Vankovéd (1965) heute
ebense verloren haben wie ihre Fihigkeit zur Kristall-Bildung (Vankova
1966 b).

Es ist daher anzunehmen, dall ven den genannten Stimmen heute nur nech
Minus-Varianten hinsichtlich der Endotoxin-Produktion in Kultur sind. Beson-
ders erwihnenswert ist die Tatsache, daf} einer dieser Stimme {Bacillus gelechiae
auct.) zwar kein Endotoxin, aber noch Exotoxin zu produzieren vermag (Van-
kovdund Sebesta 1966).

Was den Einflul des Kulturmediums auf die Produktion der einzelnen Toxine
betrifft, so liegen Untersuchungen in dieser Hinsicht von Conner und Han -
sen (1967 b) am Exotoxin vor. In einem Zitrat-Mineralsalzmedium, das keine
Aminosduren enthiilt, produziert ein aktiver Stamm der var. thuringiensis nur
eine minimale Menge von Exotoxin. Aminesiiure-Zusatz wirkt sich verschieden
aunf die Ausbeute aus. Wihrend beispielsweise Valin zu erheblicher Steigerung
der Exotoxin-Produktion fiihrt, reduziert die Leucin-Iscleucin-Gruppe die Aus-
beute noch weiter. Maximal war die Exoloxin-Ausbeute nach Zusatz von 1%
Caseinhydrolysat (Casaminoacids) zu dem Zitrai-Grundmedinm.

Uber den Einflufl verschiedener Nihrsubstrate auf die Sporenausbeute und die
Endetoxinproduktion bei B. t. var. thuringiensis und B. t. var.dendrolimus haben
Jaloviein {1966) und bei B. t. var. gallerice Svecovaund Zurabova
{1966 b) berichtet. Die Ergebnisse der letztgenannten Autoren sind in gekiirzter
Form in Tab. 6 wiedergegeben. :

Tab. 6. Enflufl des Nihrmedinms auf den Sporen- und Endotoxingehalt von
B. t. var. gallerige {Stamm 63)
(nach Svecova und Zurabova 1966 b, verdndert)

| Endotoxin- | Mortalitit

Sporen | Kristalle | (%) im
Nighrmedium | Titer 10%/ml | (GroBe) | Galleria-Test
Fleisch-Pepton-Glucose 0,45 : grol} 100
Hefeautolysat 0,42 grof : a5
Erbsenhydrolysat : 0,57 grol} 95
Kartoffel-Pepton-Glucose ‘ 1.20 grofl ' 85
Maiskeim-Extrakt mit Melasse ' 1,00 klein ; 65
Erbsenextraks 0,83 klein 45
Mais-Weizenkeim-Extrakt 0,28 klein 40
Malzextrak: l 0,43 klein ! 20

Ebenfalls grofe Kristalle wie bei Verwendung von Fleisch-Pepton-Glucose ex-
zielte (nach Sveceva and Zurabova 1966h) ein Hydrolysat aus Gal-
leria mellonella-Raupen als Medium. Dagegen wurden nur kleine und irregulire
Kristalle bei der Kultur in einem Hydrolysat aus Hadena sordida-Raupen er-
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halten. Entsprechend groB war der Unterschied in der Virulenz der erhaltenen
Priparate: 85100 %0 Mortalitit (grofie Kristalle) und 1565 %e Mortalitit
(kleine Kristalle). Nach Svecovaund Zurab ova ist also die Ausbildung der
Endotoxinkristalle und somit die Toxizitdt weiigehend abhingig von den Milieu-
Bedingungen unter denen das Wachstum von B. thuringiensis erfolgt.

Genetische Variationen in der Toxizitit von B. thuringiensis-Priparaten mittels
Mutagenen erzielten M atanov (1966a,b) sowie Gukasjarund MaSanov
(1966). Sie bestrahlten Kulturen von B. thuringiensis (var, fuviensis und var,
insectus) mit Rintgen-Strahlen {Deosis 5 --400 X 102 r) bzw. Gamma-Strahlen
des Co®?® (Dosis 5---200 X 10°% 1), Ein Teil der auf diese Weise gewonnenen und
auf Kartoffelagar isolierten Mutanten wiesen eine erhbhte Toxizitiat (his 4+ 40 %o
Mortalitit gegentber Dendrolimus sibivicus) auf, ein Teil der Mutanten aber auch
eine verminderte Toxizitit (bis — 40 %o Mortalititt).

DUber spontanen Kristallverlust bei B. #. var. alesti bericitete erstmals Tou -
manoff (1955). Durch Formaldehydbehandlung gelang es dann Fitz-James
und Young (1959) bei B. £. var. thuringiensis und hei B. . var. sotfe Kristall-
verlust auch kiinstlich za induzieren. In all diesen Fillen hatte der Kristallverlust
keinen EinfluB auf charakteristische Daten des Stammes {(speziel]l auf den Rest-
P-Gehalt). Uber den umgekehrten Vorgang, spontane Kristallbildung bet akristal-
lophoren B. cereus-Stimmen, haben berichtet: Toumanof f (1956) (bei Stamm
A-30) und Le Coroller (1958) (bel den Stimmen A-5 und 5237}, und zwar
als Folge einer Passage durch Galleria melionella-Raupen. Den origindren b.
cerews-Stamm (A-30) und zwel seiner nach Tierpassagen kristallophor gewordener
Subkuliuren {spiter als B-30-1 und B-30-2 bezeichnet) haben Fitz-James
und Yo ung auf charakieristische biochemische Daten hin untersucht und dabei
erhebliche Differenzen hinsichtlich des Rest-P-Gehaltes der Sporen festgestellt
(2,1 bzw. 8,1 bzw. 84,5 g % 1071 pro Spore). Es besteht somit der Verdacht,
dafl in diesen Fillen aus den G. mellonelle-Raupen (autochthone) Stimme von
B. thuringiensis isoliert worden sind, die mit den eingeimpiten B. cereus-Stdm-
men nicht identisch sind. Daf G. mellonella-Raupen gelegentlich B. thuringtensis-
»carrier” sind, konnte sowohl von Krieg und Franz {1959) als auch von
Svecova (1958) und Norris {1961) nachgewiesen werden .— Im Gegen-
satzzn Toumanoffund Le Coroller gelanges Svecovaund Zura-
bova (1966h) nicht, in avirulenten Sporenbildnern eine Kristallbildung da-
durch zu induzieren, daf sie . mellonella-Passagen einschalten. Gleichfalls
bewirliten hiufige Passagen (12 bzw. 21) von B.{ var. dendrolimus (Serotyp
4 a, b} und B. {. var. gallerice (Serotyp 5) durch Raupen von Galleria mellonella
und Pieris brassicae keinerlei Virulenziinderungen bei den getesteten Stdmmen.
Nach Passagen (3 bzw. 6) durch Barefhra brassicae und Haedenia sordide muilte
sogar eine gewisse Abnahme der Virulenz registriert werden. Schliefilich dnderten
sich nach 10 Passagen (von 4 Stimmen) von B. t. var. elesti durch Galleria mello-
nellag-Raupen weder die Kristallform, noch die Virulenz, noch andere fiir die Va-
rietdt charakteristische Eigenschaften {Pigmentbildung, Agglutination mit Hz-Anti-
serum, Resistenz gegeniiber einem spezifischen Phagen').

b) Resistenz und Toleransz

Die Empfindlichkeit einer Wirtsart (gegeniiber einem bestimmten Erreger-Geno-
typ) hingt von dem Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein von Sensibilitits-
771)"75.113 B. % var. gallerice Stamm P 2.



48

faktoren (Aktivatoren und Receptioren) bzw. von Resistenzfaktoren (Inhibitoren
und Immunitédtsfaktoren) ab. Einige Aktivatoren der B. thuringiensis-Wirkung
sind bereits bekannt: z. B. hohes Darm-pH, niedriges Darm-tH, geeigneter Pro-
teinasen-Status (im Zusammenhang mit der Aktivierung des Endotoxins). Uber
Existenz und Verbreitung von Receptoren fiir die Endotoxin- und Exotoxin-Wir-
kung existieren vorerst nur Vermutungen.

Da Immunititsmechanismen’) offenbar keine entscheidende Rolle im Zusam-
menhang mit der B. thuringiensis-Wirkung spielen, diirften — soweit vorhanden —
Resistenzfaktoren ebenso wie Sensibilitiitsfaktoren sireng an den Wirtsgenotyp
gebunden sein.

Die Empfindlichkeit einer Wirtspopulation ist also in erster Linie abhingig von
der potentiellen Empfindiichkeit der Art (s. Wirkungs-Spektra der einzelnen
Toxine — Tab. 4 und Tab. 5 b} und zweitens von der aktuellen Empfindlichkeit des
Wirtsstammes, von der sie sich ableitet. So beobachteten A iz aw a und Mitarh,
(1962), Krieg (1962) und Martouret (1963) bei bestimmten Stimmen von
Bombyx mori eine auffallende Resistenz gegeniiber dem Sporen-Endotoxin-Kom-
plex im Vergleich zu anderen Stimmen des gleichen Wirtes. Diese Unterschiede
konnten als Ergebuis einer selektiv bedingten Ausmerzung von Sensibilitéitsfak-
toren durch den Erreger selbst aufgefaBt werden, speziell, da B. thuringiensis in
Bombyx mori-Zuchten enzootisch aufzutreten vermag.

Versuche von Yamvrias {1962) an Anagasta kihniella und vop Sicker
und Krieg (unpubl) an Plutella maculipennis, bereits irmerhalb von 7 Gene-
rationen einen selektionsbedingten Resistenzanstieg gegeniiber dem Sporen-Endo-
toxin-Komplex zu erzielen, sind gescheitert. Sicker und Krie g stellten viel-
mehr fest, daBl in der selektionierten Zucht Korpergrofie und Fertilitit auffallend
reduziert waren.

Neuerdings beobachtete Matter {(1966) bei Anagasta kiihniella im Zusam-
menhang mit der Applikation subletaler Dosen von B. thuringiensis {in Uber-
einstimmung mit Zhnlichen Beobachtungen von Yamvria s): Verlingerung der
Entwidklungszeit, Tod im Puppen- oder Imaginal-Stadium, MifSbildung von Pup-
pen oder Imagines, Reduktion der Fertilitit, Reduktion der Schlitpfprozente und
physiologisthe Schwiichung der Folgegeneration.

s scheint sogar micht ausgeschlossen, daB als Folge einer fortlaufenden B.
thuringiensis-Applikation in aufeinanderfolgenden Generationen eine Empfind-
lichkeitssteigerung auftreten kann, durch Summation von Spétwirkung und neuer-
lich appliziertem Agens.

Wihrendes Feigin (1963) nicht gelang, bei Musca domesticq innerhalb von
27 Generationen einen Resistenzerwerb gegeniiber dem Exotoxin zu erzielen,
konnten Harvey und Howell (1965) inzwischen eine signifikante Re-
sistenzsteigerung bei dem gleichen Testtier nach 30 Generationen Selektion errei-
chen. Dieser Resistenzerwerb gegeniiber dem Exotoxin ging innerhalb von 20 Ge-
nerationen bei fehlendem Selektionsdruck nur leicht zuriidc. —

Untersuchungen von Greenwood (1 964} an Lucilia sericate (Macq.) und
Musca domestica (L.) zeigten, daB audh Exotoxin-haltige Priiparate von B. thu-
%} Eine Himocyten-Reakticn ({s. 5. 43) ist zwar nachgewieson, doch kann sie die primoriale

Septikimie nicht verhindern. Da Insekten Leine Antikérper zu bilden vermégen, ist eine entspre-
<hende Immunreaktion nicht zu erwarten,
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ringiensis auf Dipteren-Larven nachhaltig wirken kénnen. Nach der Applikation
subletaler Dosen wurde oft keine erhthte Larvensterblichkeit beobachtet, dagegen
in der folgenden Generation Puppenmortalitit und Fertilititsriickgang.

Die aktuelle Reaktion einer Population gegeniiber B. thuringiensis wird weit-
gehend bestimmt durch den Entwicklungszustand ihrer Individuen. So greift der
Bazillus bzw. seine Toxine besonders die Larvenstadien an. Ihre Empfindlichkeit
nimm¢t im aligemeinen mif dem Alter ab. Diese sog. Alterstoleranz 148t sich nach
Untersuchungen von Wiegand (1963 a) iiber die Wirkung des Sporen-Endo-
toxin-Komplexes auf Larven von Hyponomeuta malinella mit der Gewichtszunahme
der Larven korrelieren. Die Beurteilung der Empfindlichkeit verschiedener Larven-
stadien erfolgt zweckméBigerweise anhand von Zeit-Dosis-Kurven. Mit zunehmen-
dem Alter erhilt man auf diese Weise immer ungiinstiger liegende divergierende
Regressionsgraden {(Wiegand 1960, 1962, 1963 a,b; Krieg 1965 D).

Zusammenfagsung

Verschiedene Varietéten {bzw. Genotypen) von B. thuringiensis kénnen sich
gegeniiber bestimmten Wirtsgenotypen in ihrer Pathogenitit unterscheiden. Die
Virulenz (Toxizitat) ist keine Eigenschaft der Varietften, sondern verschiedener
Stimme., AuBlerdem beeinflussen die Kulturbedingungen die Aktivitit der Pri-
parate. Minusvarianten (Mutationen) hinsiehtlich der Pathogenititsfakioren (To-
xine} sind bekannt. — Die Resigtenz einer Wirtsart (bzw. eines Wirtsgenotypus)
scheint streng genetisch deferminiert, da Immunitdtsmechanismen offenbar keine
entscheidende Rolle spielen. Die aktuelle Toleranz isi u. a. eine Funkiion des
Raupenalters, da mit dem Wachstum der Raupen das Verhaltnis Dosis pro Ge-
wichtseinheit Tier immer ungiinstiger wird. Resistenz als Folge konsequenter Se-
lektion gegeniiber dem Exotoxin wurde bereits beschrieben. Fiir den Sporen-Endo-
toxin-Komplex liegt noch kein entsprechender Befund vor. Gelegentlieh konnte
auch der umgekehrte Vorgang beobachtet werden, nimlich eine Empfindlichkeits-
steigerung in der nichsten Generation infolge Nachwirkung.

6. Umwelt-Einfliisse (Klimafaktoren)

Uber den direkten UmwelteinfluB (speziell von Klimafaktoren) auf die Real-
tion des Wirtes gegeniiber B. thuringiensis liegt bisher nur verhiltnismiBig wenig
Daten-Material vor.

Ignoffo (1962) untersuchte den Einflul von Temperatur und relativer Luft-
feuchtigkeit auf Raupen von Peclinophora gossypiella, denen er zuvor B. f, var.
thuringiensis (7 > 10% Sporen/Larve) injiziert hatte. Die Optimaliemperatur (ge-
messen an der ts') betrug 40,1° C. Keine Septikimie konnte oberhalbh 51,2°C
und unterhalb 8,6° C beobachtet werden. Wie bei anderen Infektionen von Insek-
ten ist auch die spezifische Reaktionsgeschwindigkeit (K) bei der B. thuringiensis-
Infektion vor allem stark abhingig von der Temperatur {T). Der Temperatur-
koeffizient Q10=Kr +10/KT (gemessen in einem mittleren T-Bereich) betrug in
diesem Falle 3-4. — Verschiedene relative Luftfeuchtigkeiten (7, 24, 67 und
100 %0) hatten keinen Einflu auf Raupen von Pectinophore gossypieila, denen
B. t. var. thuringiensis (522 Sporen/Larve) injiziert worden war.

1) tyg bedeudet die Zeit, in der 50 %eige Mortalitit erreicht wird nach Applikation einer be-
stimmten Dosis {Dsg}.
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Vasiljevié (1957) untersuchte den Einflull der Temperatur auf peroral mit
dem Sporen-Endotoxin-Komplex infizierte Raupen. Seine Ergebnisse entsprechen
einem Temperaturkoeffizienten von Qi = 2. Entsprechend den Beobachtungen von
Raun und Mitarb. (1966) betriigt der Temperaturkoeffizient Qo beurteilt nach
der t5, bei der peroralen Infektion von Ostrinia nubilalis-Raupen 3--4.

Auch auf die perorale Infektion scheint (nach eigenen Beobachtungen an Pieris
hrassicae} die Luftfeuchiigkeit im allgemeinen keinen direkten Einfluf zu haben. —
Erwihnenswert ist jedoch ein Befund von Gibson und Wolf (1964), wonach
eine hohe Luftfeuchtigkeit die Widerstandsfihiglkeit der Larven von Anagasta
Liihnielle gegeniiber B. thuringiensis erhdhte. Es ist wahrscheinlich, daB in die-
sem Falle die hohe Luftfeuchtigkeit die Entwicklung der Larven beschleunigte
und damit gleichzeitig auch die Entwicklung der Alterstoleranz.

Uber die Wirkung auBergewthnlicher Belastungen s. Seite 84.

Zusammenfassung

Die B. thuringiensis-Wirkung ist stark temperaturabhingig. Im mittleren Tem-
peraturbereich ist bei einer Temperaturerhthung um 10° C mit einer Beschleuni-
gung des Wirkungseintrittes um das 2- bis 4fache zu rechnen. Das Wirkungs-
optimum liegt oberhalb 30° C. Der Einflufl der relativen Luftfeuchtigkeit anf der
B. thuringiensis-Wirkung ist dagegen meist vernachlissighar klein.

D. Ungefédhrlichkeit
1. Allgemeines

Im Zusammenhang mit einer Anwendung von bakterienhaltigen Mitteln in der
Schidlingsbekdmpiung ergeben sich zanichst Probleme hygienischer Art. In der
Bundesrepublik Deutschland ist im ,,Gesetz zur Verhiitung und Bekdmpfung iber-
tragharer Krankheiten beim Menschen® {1961) folgende Regelung getroffen: Zur
Schiidlingsbekdmpfung diirfen Krankheitserreger, durch die ibertragbare Krank-
heiten beim Menschen verursacht werden kiinnen, nicht verwendet werden {§ 27).
Weiterhin verbietet der § 17 des noch giiltigen Viehseuchengesetzes (1909) und die
ebenfalls noch in Kraft befindliche Verordnung zur Ergiinzung der Vorschriften
itber Krankheitserreger (1936) die Verwendung solcher bakterienhaltiger Mittel,
die beim Menschen oder beim Vieh iibertraghbare Krankheiten hervorrufen.

Unter diesen Umstinden war von den Beflirwortern einer bakieriellen Schid-
lingsbekdmpfung den Gesundheitshehdrden gegeniiber zunichst der Nachweis zu
erbringen, dafl Bacillus thuringiensis ungefihrlich ist und zwar

a) fiir Menseh und Vieh und

b) fir Nutzinsekten, speziell fiir die Biene.

2. Wirkung auf Mensch und Wirbeltiere

Zur hygienischen Beurteilung des Sporen-Endotoxin-Komplexes des Bactllus
thuringiensis Berliner liegen umfangreiche experimentelle Ergebnisse vor, die von
verschiedenen Seiten einschliefilich dem U.S. Department of Agriculture angestellt
wurden. Speziell geben die Untersuchungen von Fisher und Rosner (1959),
BriggsundGoodrich(1959),Dunn {1960),Corlet{ (1961), Stuart
(1961), Smirnoff und McLeod (1961) sowie Adams und Hartman
(1965) keinen Anhaltspunkt dafiir, dafl B. thuringiensis nach peroraler Applika-
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tion oder Injektion gegeniiber Siugetieren und Vogeln infektids ist. Ausgedehnte
Untersudhungen wurden auch am Menschen speziell durchgefiibrt (Fisher and
Rosner 1959, ref. bei Krieg 1961).

Godovaribai und Mitarb. (1962) untersuchten histologisch Leber, Niere
und Milz von Ratten (Baffus ratfus), denen Dosen von 6001000 ppm B. thurin-
giensis iliber eine Periode von 6 Monaten verfiittert wurden. Hierbel konnten
keine pathologischen Verdnderungen fesigestellt werden. Zweijihrige Fiitierungs-
versuche mit den gleichen Dosen sollten angesirebt werden.

Soweit verfiittert, kdnnen B. thuringiensis-Sporen aus den Faeces re-isoliert
werden (Smirnoffand McLeod, Adams and Hartman}. Die Sporen
bleiben somit durch die Verdauungssifte unangegriffen.

Wird B. thuringiensis in so hohen Dosen verfiittert, dafl eine erzwungene Bak-
teridimie auftritt, so folgt dieser ebensowenig wie der Injektion eine lokalisierfe
Infektion oder eine Septikémie. Die erzwungene Bakteridimie verschwindet 24
Tage, nachdem der Bazillus von der Diiit abgesetzt wird (Stuart 1961).

Lamanna und Jones (1863) bestimmten die parenterale LDso von B.
thuringiensis fiir Miuse (Mus musculus) zu 4 X 1071 X 10% Sporen nach i. p.-
Injektion. Das ist etwa die gleiche Miuse-LDsg, die Sporen von B. cereus erzielen
{6 X 1073 X 10%)Y). Aus diesen Ergebnissen geht auch herver, daf das in-
sektizide Endotoxin keine zusitzliche toxische Wirkung auf Saugetiere, speziell
Maiuse, hat. Nach Untersuchungen von Holtmann (1960) sowie Watanabe
(1967) wird das Endotoxin durch die Engyme des Siuger-Darmes (Pepsin,
Trypsin) nach kurzer Einwirkungszeit zerstdrt. Endotoxin in Form gereinigter
Kristalle hatte selbst in peroralen Dosen von 770y Kristalle/g Ratie kefnerlei
Wirkung auf die Versuchstiere (Fisher and Rosner 1959). Im Vergleich
dazu betrigt die perorale Dsg nach M artouret und Mitarb. (1965) fiir Pieris
brassicae-Raupen 0,25 y Kristalle/g Raupe.

Weitere Arbeiten betreffen die mogliche Toxizitidt von B.thuringiensis-Pripa-
raten gegeniiber anderen Wirbeltieren wie Végel und Fische: Nach Briggs
{19606 a) erhielten Hennen {Gallina domestica) tiber 23 Monate tiglich 0,5 bis
10 g eines B. thuringiensis-Priparates, ohne daf Unterschiede beziiglich Gewicht,
Allgemeinzustand und Eisblage gegenfiber den Kontrollen auftraten. Legehennen,
die ans 1-Wochen-Kiicken iiber eine Periode von 2 Jahren unter B. thuringiensis-
Behandlung aufgezogen worden waren, zeigten keinerlei pathologische Befunde
nach Autopsie. — Wahrend B. thuringiensis keinerlei Toxizitit gegeniiber dem
sog. Mosquito-Fisch {Gambusia spee.) und der Regenbogenforelle (Trutla iridea)
zeigte (Cope 1960, Briggs and Goodrich 1960), war eine geringe Wir-
kung gegeniiber Jungfischen des Coho-Salms (Selme spec.) nachweishar (Need -
ler 1960). Diese Wirkung auf Jungfische kinnte jedoch auch eine indirekte ge-
wesen sein und auf bakterielle Reduktion des Og-Partialdruckes im Wasser zu-
riickzufithren sein.

Zwei Formulierungen von B. fhuringiensis jedoch (Agritol und Bak-
th ane), welche im Gegensatz zu anderen Priparaten (Thuricideund Bio-
trol) sich als toxisch gegeniiber japanischen Wachteln (Cofurni spec.) erwissen
hatten, waren nach Borgattiund Guyer (1962) und Stuart {1961} mit

1) Die Miuse LDgg-Werte (i, p.} fiir vegetative Zellen liegen groBenordnungsmiBig am 1.-.2
Zehnerpotenzen niedriger.

4%
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chlerierten Kohlenwasserstoffen verunreinigt. Der Tod der Versuchstiere ging hier
zu Lasten dieser Kontamination.

Werden Exotoxin-haltige Préparate (von ,sktiven® Stdmmen des B.{f. var.
thuringiensis) z. B. Hihnern (Gallina domestica), Rindern (Bos tfourys) und
Schweinen (Sus scrofa domesticus) verfustert, so ist die Exotoxinwirkung nech in
den Faeces nachweisbar (Briggs 1960 a und Dunn 1950, vgl. aus 5. 84).
Diese Priparate zeigten jedoch im Verlaufe der Passage durch den Darm keinerlei
Wirkung auf die Tiere selbst; zum Teil liefen die Versuche (Briggs 1960 a)
tiber 2 Jahre. — Neuerdings berichtete jedoch Galichet (1966) itber eine
Inappetenz und eine wohl damit zusammenhidngende Gewichtsabnahme bei
Schweinen, wenn sie mit hohen Dosen esiner 24fach konzentrierten Exotoxin-
Iosung behandelte Futtermittel erhielten. -— Exotoxin in Ldsung wird nach
Gingrich und Eschle (1966) im Darmtraktns von Rindern groBenteils
(== 50 %v) absorbiert oder inaktiviert, nicht dagegen, wenn das Exotoxin mit dem
Sporen-Endotoxin-Komplex zusammen verfiittert wird.

Krieg und Herfs (1963 b) filhrten mit unverdiinnter Exotoxin-Lisung
Modell-Versuche an Miusen durch. Sowohl nach peroraler (50 ml/10 Tage/Tier)
als auch nach parenteraler Applikation (3 X 0,5 ml baw. 3 X 1,0 ml/Tier intra-
peritoneal) konnte weder eine toxische noch eine allergische Reaktion bei den
Versuchstieren beobachtet werden. Eine Nachbeobachtung fand 20 Tage lang statt.

Was die Moglichkeit einer Mutation von B. thuringiensis »u einer Art betrifft,
die pathogen fitr Wirbeltiere wiire, so kann eine solcéhe zwar theoretisch nicht
ausgeschlossen werden; bereits 1959 (a) hat aber Steinh aus dieses Problem
auf der Basis von Selektions-Experimenten diskutiert und die Wahrscheinlichkeit
fiit eine solche Mutation als gering beurteilt. Nach Serienpassagen iiber ein Blat-
Glucose-Medium fanden B r o wn und Mitarb. (1958) und Brown (1959} pri-
existente pathogene Zellen nur in Klonen einiger B. cereus-Stimme, aber nicht
in Klonen von B. thuringiensis-Stimmen. — Auch Passagen von B. thuringiensis,
die Fisher und Rosner (1959) iiber Méuse, sowie Corlett (1961) iiber
Miuse, Ratten und Meerschweinchen durchfithrten, hatiten keinerlei Virulenz-
steigerungen zur Folge.

Die Gefahr einer Mutation des harmlosen B. thuringiensis zu einer wirbseltier-
pathogenen Art ist viel unwahrscheinlicher als eine mégliche Reversion von Viru-
lenz-abgeschwichten Bakterien- oder Virus-Stdmmen in die hochvirulente Stamm-
form. Die Gefahr eines Auftretens von Revertanten hat jedoch nie zu so ernsten
Befiirchtungen Anlal gegeben, daf man die Milzbrand-Schuizimpfung von Tieren
sowie Pocken-, Gelbfieber- oder Poliomyelitis-Schutzimpfungen beim Menschen
mit Lebendvakzinen unterlassen hitte.

Nach Ignoffo (1967) ist B. thuringiensis fiir Mensch und Sduger nicht nur
kein Pathogen, kein Toxin und kein Allergen, sondern besitat auch keinerlei
onkogene oder teratogene Potenzein.

Bei der Behandlung des gesamten Komplexes einer hygienischen Beurteilung
von B. thuringiensis mull auBerdem berticksichtigt werden, dafl der Mensch stiin-
dig im Bereich natiirlicher Bacillus cereus-Populationen lebt. Keine Erdprobe
diirfte frei von ihnen sein. Diesen Stimmen kann der Mensch nicht ausweichen,
und sie sind oft potentiell gefdhrlicher als B. thuringiensis.
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Speziell tiber die potentielle Pathogenitdt von B. cereus sind neuerdings einige
bemerkenswerte Arbeiten erschienen z. B. Nikodémusz und Gonda
1963). Hiernach diirften die Fleischfresser stérker gefilhrdet sein als die Pflan-
zenfresser. Von B. cereus beim Menschen verursachte Vergiftungserscheinungen
(Abdominalschmerz, Diarrhoe, Nausea} sind jedoch im allgemeinen nach 24 Std.
wieder verschwunden. —~ Nikodémuszund Bouquet (1861) fanden, dall
B. cereus-Stimme, die als Lebensmittelvergifter auftraten, auch nach intraperi-
tonealer Injektion in Mausen wirksam waren: Von 10 derartig behandelten Miu-
sen starben 7 innerhalb 24 Std. Im Blat und in der Milz der Versuchstiers wur-
den reichlich Bakterien gefunden.

Nach Hauke {1961} liegt die fiir Menschen wirksame perorale B. cereus-
Dosis bei 104105 Sporen/g Lebensmittel. Im Vergleich dazu wurde bei der
Applikation von B. thuringiensis in Dosen von 3 X 10% Sporen/Tag keine toxische
Wirkung auf den Menschen festgestellt, auch wenn diese Dosis iiber 5 Tage in
der gleichen Héhe gegeben wurde (Fisherand Rosner 1959).

Um jedoch in jedem Einzelfall auszuschlieflen, daB B. thuringiensis-Priparate
auf Siuger toxisch wirkende Bazillen enthalten, wird eine Priifung jeder indu-
striellen Charge im Miusetest fir unumginglich gehalien (MHarvey 1960,
Krieg 1961).

Zusammenfassung

B. thuringiensis besitzt fiir Menschen und Vieh keine héhere Virulenz (oder
Toxizitit) als der mit B. fhuringiensis nahe verwandte, ubiguitir vorkommende
B. cereus; er ist deshalb als ungefihrlich zu betrachten. Die Wahrscheinlichkeit
einer positiven Muiation zu einer wirbeltierpathogenen Form wird bei B. thu-
ringiensis filr minimal gehalten, jedenfalls fiir geringer als bei Lebendvakzinen
in der Human- und Veterindrmedizin. — Das Endotoxin besitzt keine Giftwirkung
auf Wirbeltiere. Auch das Exotoxin diirfte nach den bisher vorliegenden Ergeb-
nissen fiir Wirbeltiere ungefihrlich sein. Stark konzentrierte Kulturfiltrate kén-
nen jedoch, in extrem hehen Dosen angeboten, auf Siugetiere (Schweine) eine
Repeilent-Wirkung ausiiben.

3. Wirkung auf Bienen (Apis mellifera)

Erste Untersuchungen iiber die Bienenunschidlichkeit von B. thuringiensis
wurden von Kaeser (1957) angestellt (vgl. Kriegund Franz 1959). Audh
eine 1959 von Lecomte und Martouret publizierte Arbeit stellie fest,
daf iibliche Anwendungskonzentrationen von B. fthuringiensis adulte Bienen nicht
gefihrden. Im Gegensatz dazu berichtete Gukasjan (1958 a}, daB Kulturen
von B. thuringiensis Bienen zu sinem hohen Prozentsatz abuzutdten vermdgen.
Kriegund Herfs (1963 a) wiederholten die Versuche von Gukasjan auf
breiter Basis, wobei sie anstelle von Gesamtkulturen verschiedene Fraktionen von
B. thuringiensis-Kulturen testeten. Es stellte sich heraus, daB speziell die Exo-
toxin-haltige Kulturfliissigkeit von B. thuringiensis-Kulturen in unverdiinntem
Zustand gegeniiber Bienen eine Giftwirkung zeigte, wenn sie tiber einen ldngeren
Zeitraum (5+10 Tage) im Fuitersaft verfiittert wurde. Aber auch der Sporen-
Endotoxin-Komplex zeigte eine Wirkung, wenn er in extrem hohen Dosen dem
Futtersaft beigemischt war. Zu vergleichbaren Ergebnissen gelangten Martou-
ret und Euverte (1964). Auch Cantwell und Mitarb. (1964 b) konnten
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die Befunde von Kriegund Herfs iiber die Wirksamkeit von B. thuringien-
sis-Ezoloxin auf Blenen bestitigen. Nach Cantwell und Mitarb. liegt die per-
orale Dso '} (Zeitparameter tsg = 7 Tage) fiir Flughienen bei etwa 0,63 mg Exo-
toxin/Biene.

Die Wirkung des Speren-Endotoxin-Komplexes auf Brut verschiedener Bienen-
Stiimme wurde von Shimanuki und Mitarh. (1963) untersucht. Sie testeten
vergleichend B. thuringiensis var. thuringiensis und den Erreger amerikanischer
Faulbrut, Bacillus larvae (Dosis 1,7 X 103 Sporen/Larve) an Bienenlarven aus
einem gegentiber der amerikanischen Faulbrut sensiblen (8) und sinem resistenten
Stamm (R). Kein Unterschied im Verhalten (Beseitigung von Larven) konnte ge-
funden werden zwischen 24 Std. alten R-, 32 Std. alten S- und 32 Std. alten R-
Larven, ganz gleich, ob siec Wasser, B. thuringiensis- oder B. larvae-Sporen erhiel-
ten. Bei 24 Std. alten S- und 16 Std. alten R- und S-Larven traten dagegen er-
wartungsgemil signifikante Ausfille (durdk Beseitigang von Larven 13 Tage
post infectionem) nur nach Behandlung mit B, larvae-Sporen auf; dagegen ent-
standen keine Ausfille nach B. thuringiensis-Behandlung. Fin noch nicht erklir-
barer Effekt (signifikante Erhohung der Selbstreinigungsrate 1 Tag () post
infectionem) wurde nach B. thuringiensis-Applikation im Gegensatz zu B. larvae-
Applikation bei 16 und 24 Std. alten S-Larven registriert. Dessen ungeachtet
beobachteten die Autoren jedoch keine B. thuringiensis-bedingte Mortalitit.

Uber den EinfluB von Exotoxin der var. thuringiensis auf die Bienenbrut be-
richteten erstmals Cantwell und Mitarh. (1964 b). Sie fanden, dafl Exotoxin
in einer Konzentration von 10 mg/m! in 5 Tagen die Imagines zwar zu 100 %o
abzntdten vermag, die Larven des letzten Stadiums jedoch nur zu 30 % Von
den mit der genannien Dosis behandelten Larven entwickelten sich noch 11 %o
za Imagines. Hiernach wirkt also das Exotoxin erstaunlicherweise weniger starlk
auf (dltere) Bienenlarven als auf die Flugbienen.

In einer neweren Arbeit berichteten Cant well und Mitarh. {1866) tber die
Testung von verschiedenen Fraktionen eines technischen B.f. var. thuringiensis-
Priparates (Parasporine). Die pro Biene applizierten Dosen betrugen 0,67 X
10% Sporen, 1,67 X 109 Sporen, 4,0 X 105 Kristalle, 8,0 X 10% Kristalle, 16,0 6
Kristalle und 2,5 mg Exotoxin-haltiger Uberstand (trocken gewogen). Auflerdem
wurden Endotoxin-Kristalle der var. alesti (0,5 X 108/Biene) und der var. sotfo
(0,5 X 10%/Biene) gepriift. Bis zum 7. Tag war weder eine durch die Kristall-
fraktionen noch durch die Sporenfraktionen bedingte Mortalitiit registrierbar. Erst
nach 8 Tagen trat bei der hidhsten Sporenkenzentration eine signifiltante Mor-
talitdt auf. Nur die Exotoxinfraktion bewirkte nach 7 Tagen eine 100 */sige Mor-
talitit. Ebenfalls sine fast 100 %eige Mortalitit brachte das nicht fraktionierte
Gesamtpriparat nach 11 Tagen, wenn es in einer Konzentration von 0,06 % 109
Sporen/Biene verfitttert wurde.

Weitere Befunde tiber die Unbedenklichkeit von industriellen B. thuringiensis-
Préparaten fiir Bienen liegen von Fisher und Rosner (1959), Eckert
(1959), Ayyar (1961} und Johansen (1962) vor.

Leskova und Kulikov (1963) fanden einen toxischen Effekt, wenn
Honighienen technische Priiparate oder entsprechende Kulturen in Dosen von

1) Dso hedeutet die Dosis, die 50 %sige Mortalitit bewirks innerhalb siner bestimmten Zeit (tsg).
LDsp bedeutet demgegeniiber 50 ¥oige Endmortalitit (ohne Zeitparameter).
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3 X 109 Sporen/ml Futtersaft 9 Tage lang verfiittert wurden. Dabei erwies sich
Thuricide (B. 1t var. thuringiensis) etwa doppelt so wirksam wie Ento-
bakterin-3 (B.t var. gallerice)?). Bei Herabsetzung der Dosis auf 1109
Sporen/ml wurden unter sonst gleichen Bedingungen keine Ausfille mehr beob-
achtet,

Stute (1963) testete Bio s por (B. t. var. thuringiensis) in 1 Yoiger Suspen-
sion durch Einzelfiitterung an Bienen (D = 0,01 ml). In eigenen Untersuchungen
{Krieg 1964 a) wurden ebenfalls technische Priparate (Biospor, Biotrol,
Thuricide) getestet und zwar 0,2 %ig (also wie in der Spritzbriihe tiblich)
9 Tage lang (D= 0,3 ml). In beiden Fillen konnie gezeigt werden, daBl diese
Dosen fiir Bienen villig unschidlich sind.

Die Wirkung von Bacth ane (B. i. var. thuringiensis) auf Bienen untersuch-
ten Celliund Giordani (1965/66). Dabei fanden sie bei viel geringeren
Dosen {ndmlich bereits bei 8,4-13,8 > 10% Sporen/Biene/Tag) als andere Auto-
ren eine 100 %eige Mortalitdt nach 78 Tagen, wenn das Priparat direkt im
Futtersaft appliziert worden war. Die histopathologischer Verinderungen wa-
ren: Verschwinden der peritrophischen Membran, Reduktion des Epithels und
Erosion der Darmwand.

Nach Borgasti und Guyer {1962) und Stuart (196!) waren Chargen ven Bac-
thane mit chlerierten Kohlenwasserstoffen verunreinigt. Die beobachtete hohe Bienenmortalitit
diirfte auch hier zu Lasten dieser Kontamination gehen.

Geht man von der Voraussetzung aus, dafl Frafgifte, deren LDjso oberhalb-
0,1 mg/Biene liegt, fiir diese als unschidlich anzusehen sind, so trifft dies nicht
nur fiir die Speren-Endetoxin-Priparate, sondern auch fiir Exotoxin-haltige Pri-
parate zuo. Wo hier die Grenzen der Unbedenklichkeit liegen, zeigt ein Versuch
vor Cantwell und Mitarh, (1966). Diese Autoren fithrten Priifungen iber
langere Zeit (3 Monate} an Versuchsvilkern durch und zwar mit einem tech-
nischen Gesamtpraparat (Sporen-Endotoxin plus Exotoxin} und einer Exotexin-
Anreicherung. Die verabreichten Dosen betrugen pro Volk 50 X 10° Sporen-
Aquivalent Gesamtpriparat in 200 ml Zudkersirup suspendiert bzw. 2 g (getrock-
neter} Exotoxin-haltiger Uberstand in 200 ml Zuckersirup gelést. Wihrend nach
Exotoxin-Behandlung die Bienen innerhalb von 2 Wochen groftenteils ab-
gestorben waren, konnte noch nach 3 Monaten keine merkliche Reduktion (im
Vergleich zu unbehandelten Vélkern) beohachtet werden, wenn das Gesamtpri-
parat verfiittert worden war. Hieraus ergibt sich, daf das Gesamtpriparat ohne
Bedenken angewandt werden kann, d. h. es kann auch in die Blite gespritzt wer-
den, ohne dall ein nachteiliger Einflull auf die Bienen als wichtigstem Bliiten-
bestiuber zu befiirchten wire. Bei Verwendung von Exotoxin-Konzentrat secllte
man jedoch etwas vorsichtiger verfahren. Die Gefahr einer Vergiftung ist aber
auch hier gering, weil Spritzmittel im allgemeinen schnell antrocknen und weder B.
thuringiensis noch eine seiner Toxin-Frakticnen eine Kontakt- oder eine Atemgift-
Wirkung besitzt.

Aufler Laborversuchen stellten Lecomte und Martouret (1959} auch
Gewichshaus-Versuche an: Nach Beflug von Brassice napus - Pllanzen, die mit
Sporen und Endotexin von B. 4. var. alesti {in einer Anwendungskonzentration
von 6 % 102 UT?) und einer Aufwandmenge von ! 400 /ha) behandelt worden

1y Diese Varietdt produziert kein Exotoxin.
2} UT = Unite toxicologique nach Burgerjon 1962,
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waren, wurde bei den Versuchs-Bienen weder eine Intoxikation noch eine anomal
hohe Sterblichkeit registriert. — S tu t e behandelte (1963} Bienentracht-Planzen
(Phacelin tanacetifolia) im Zeltversuch mit 0,2 %siger Spritzbrithe (Bios por.
Bei gutem Beflug konnte er keinerlei Schiiden bei den Versuchsvilkern feststellen.
—Celliund Gierdani (1965/66) besprithten im Freiland und im Gewiichs-
haus blithende Trachtpflanzen (Daucus carots bzw. Medicago spec.) mit einer
0,25 "sigen Spritzbrithe von Bacthane (B.{. var. thuringiensis). An den die
Bliiten befliegenden Bienen, die in G ary - Fallen gefangen wurden — konnten
(innerhalb von 5 Tagen Beobachtungszeit) (im Gegensatz zu den oben zitierten
Laborversuchen mit Bacthane) keine Ausfille beobachtet werden.

Weitere Untersuchungen liegen von Wilson (1962) vor: Er behandelte Bie-
nensticke durch Spritzen mit einer B. thuringiensis-Suspension (515 g Spritz-
pulver/Stock) oder durch Stiunben (30 g Staub/Steck). Im Verlaufe der 2 Monate
dauernden Versuche zeigten Bienen, Puppen und Larven ein normales Verhalten
und keinerlei Krankheitssymptome. Die Honigausheute blieb unbeeinfluBt. Ahn-
liche Versuche filhrien auch Leskovaund Kulikov (1963) vergleichend mit
technischen Préparaten aus: 1050 g/gm wurden von Thuricide (5. t. var,
thuringiensis) oder Entobakterin- 3 (B.t var galleriae) auf Bienenwaben
gestdubt oder gespritst, chne daf eine Schidigung von Bienen oder Brut zu
beobachten gewesen wire.

In diesem Zussmmenhang soll nicht unerwihnt bleiben, da Toumanoff
{1963) B. thuringiensis aus dem Darmiraktus von gesunden Bienen isolieren
konnte. Er nimmt daher an, daB Bienen sogar als Vektor fiir B. thuringiensis
fungieren konnen'). — Nach Plurad und Hartman (1965) werden aller-
dings Sporen von B. thuringiensis im Darm von Bienen (speziell im Vorderdarm)
sehr sehnell abgetttet: So waren von 7 X 10% peroral applizierten B. thuringien-
sis-Sporen nach 15 min nur noch weniger als 3 /s lebensfihig. (Im Gegensatz dazu
erwiesen sich B. cereus-Sporen als relativ resistent: Von 6x104 verfiitterten
Sporen konnten nach 15 min noch 30-+50 % ans dem Bienendarm re-isoliert wer-
den.) Die Inaktivierung von B. thuringiensis-Sporen im Darm erwachsener Bienen
diirfte durch einen bakteriziden Faktor von solcher Art bewirkt werden, wie er im
Koniginnen-Futtersaft vorkommt.

Zusammenfassung

Der Sporen-Endotoxin-Komplex von B. thuringiensis ist sowohl fiir die Bienen-
brut als auch fiir die Flugbienen ungefihrlich. Priiparate auf der Basis des Sporen-
Endotoxin-Komplexes kinnen daher unbedenklich in die Bliite gespritzt werden,
ohne dafl eine Gefahr fiir die Bliitenbestiuber zu erwarten wire. Das Exotoxin
von B. thuringiensis wirkt zwar unverdiinnt im Futtersaft appliziert auf Bienen
schidlich. Bei den zur Schidlingsbekdmpfung im Freiland verwendeten Dosen ist
jedoch die Gefahr einer Vergiftung von Bienen selbst bei Verwendung von exo-
toxinhaltigen Priparaten nicht zu erwarten.

1) Sekariah und Seth isolierten 1859 aus ,Faulbrut-kranken® Honighienen (Apis indica)
einen Lristallophoren Sporenbildner, den sie als B. thuringiensis ansprachen. Dal B. thuringiensis
als Erreger der Krankheit in Frage kommen konnte, ist jedoch weder anhand der Koci’schen Po-
stulate noch durch andere pathologisthe Untersuchungen iiberpriifi worden und somit nichts
als ein unbewiesener Verdacht.
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4, Wirkung auf Entomophagen und Biozdnose

Die Wirkung von B. thuringiensis auf Rote Waldameisen (Formica rufa-Gruppe)
interessiert einerseits wegen der Moglichkeit, diese Raubingekien direkt zur bio-
logischen Bekdmpfung von gewissen Forstschadlingen oder zur Steigerung der
Waldhonigtracht anzusiedeln (Ubersicht bei Franz 1961a). Andererseits sind
auch die Naturkolonien schonenswert. Sie kinnen zugleich als Indikater fiir eine
Gesamtwirkung auf die Waldbiozonose dienen. — Lange (1966) konnte keine
Wirkung von B. thuringiensis (Biospor) gegenither Formica polyctena nach-
weisen: In Formicarien wurden Versuchsvilier (1 Kénigin plus 1500 Arbeiterin-
nen) behandelt, und zwar entweder durch Fiitterung (mit einer Dosis von 2,56 ml/d
einer Suspension von 0,02 g in 1 ml Honig-Sirup) oder durch Bespriihen {mit 0,2 g/
15 ml Wasser/0,1 m?}. In den behandelten Vilkern entwickelte sich im Vergleich
zu den unbehandelten die Brut normal’). Die angebotenen Aufwandmengen lagen
weit iiber den in der Praxis iiblichen. — Nach Vorversuchen im Laboratorium be-
handelte K neitz (1966) 20 Nester der Arten Formica polyctena, Formica rufa
und Formica pratensis/nigricans im Freiland mit Aufwandmengen von 250 ml
einer 0,2'-0,4 %igen Suspension Biospor auf 5 m? bzw. 10---20g Bio-
spor-bzw. Bactospeine- Staub auf 5 m2. Im Verlauf von 4 Wochen konn-
ten keinerlei Schidigungen an den Ameisen-Kelonien beobachtet werden.

Uber die Unempfindlichkeit von Raupenparasiten wie Ichnenmoniden (Anilastus
ebenius), Braconiden (Apanteles glomeratus) und Pieromoliden (Pleromalus
puperum) gegeniiber dem Sporen-Endotoxin-Komplex berichteten Biliotti
(1956) bzw. Isak o va (1858). Nach Untersuchungen von Ay y ar (1961) sind
auch die Eulopide Trichospilus pupivora, die Braconiden Apanteles spec., Micro-
bracon spec. und die Coccinellide Seymnus spec. unempfindlich.

Die Wirkung von B. thuringiensis-Priparaten (B 1o s p o1} auf die Apfelbaum-
Biozénose wurde erstmals von Steiner (1960) gepriifi*). — Neuere Unter-
suchungen hieriiber verdffentlichten Oatman (1965} und Jaques (1965).
O st m a n behandelte Apfelbdume 7mal innerhalb einer Saison mit einer 0,2 %5
igen Suspension von B. thuringiensis (Thuricide WP). Der Versuch lef iiber
2 aufeinanderfolgende Jahre und die Beobachtung erstreckte sich iiber 10 Arten
von schidlichen Arthropoden und 4 Gruppen niitzlicher Insekten. Wihrend die
schidlichen Lepidopteren-Arten durch B. thuringiensis nachhaltig reduziert wuar-
den, waren die Aphiden {dphis pomi} etwas vermehrt. Die Aphiden-Riuber (Syr-
phidae, Chrysopidae, Coccinellidae) blieben jedoch zahlenmiBig unbeeinflufit.
Wihrend die phytophagen Milben, speziell Panonychus ulmi, zunahmen, sank
die Anzahl der rduberischen Milben {Phytoseiidae) ab. Diese Wirkung des ver-
wendeten B. thuringiensis-Priparates auf die Milben ist noch nicht geklirt, wenn
auch der Verf. dazu neigt, den beobachteten Effekt den Trégerstoffen im Préparat
anzulasten,

Jagues bracite B. thuringiensis (Thuricide WP wnd Thuricide
T 90) wiederholt (5- bis 7Tmal) in 4 aufeinanderfolgenden Jahren auf Apfelbiume
aus. Die Konzentrationen betrugen 0,1 % und 0,4 %. Registriert wurden in der
Anlage 11 schidliche Arthropoden-Arten {(darunter 6 Lepidopteren-Arten) und

1) bis auf zwei Fille, in denen sich keine Brut entwidkelte; diese , Ausreier® werden au{ die
Verwendung von zu alten Kéniginnen zuriickgefiikrt.
2y ref. bei Krieg 1961.
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7 Arten von Entomophagen. Als Folge der Behandlung traten die empfindlichen
Lepidopteren-Arten merklich zuriick, Von den anderen Arthropeden-Arten war die
Raubwanze Atractotomus mali etwas reduziert, wihrend eine andere Raubwanze,
Pilophorus perplexus, und die Raubmilbe Anystis agilis etwas hiufiger auf den
B. thuringiensis-behandelten Flichen anzutreffen war als in der unbehandelten
Kontrollen. Das Auftreten von phytophagen Milber wie z. B. Panonychus ulmi
und Bryobia arbores kann als Indikater fiir die Aktivitdt rduberischer Arthro-
poden in der Apfelbaum-Biozinose benuizi werden, Der geringe Milhenbefall
als solcher als auch der geringe Unterschied im Befall zwischen B. thuringiensis-
behandelten Béumen und unbehandelten deuien darauf hin, daB die Wirksam-
keit der Priidatoren durch B. fhuringiensis nicht eingeschrinkt war. Jaques
zieht aus seinen Untersuchungen den SchluB, daB B. thuringiensis keinen signifi-
kanten Effekt auf die Nitzlings-Fauna der Apfelbanm-Biozonose hatte und kommt
zu dhnlichen Ergebnissen wie Steinerund Oatman.

Auch Franz und Mitarb. (1967) beobachteten keine nachteilige Wirkung aunf
die Niitzlingsfauna bei einer groBflichigen Anwendung von B. thuringiensis")
gegen Tortriv viridana: Die Garnitur von Puppenparasiten der Tortriciden, war
im hehandelten Gebiet die gleiche wie in der unhehandelten Kontrolle.

In diesem Zusammenhang sei auch die mogliche Funktion ven Parasiten als
Vektoren fir B. thuringiensis erwihnt: niheres hieriiber s. 8. 80.

Neben diesen Untersuchungen iiber die Wirkung des Sporen-Endotoxin-Kom-
plexes auf die Biozonose liegt neuerdings auch eine Arbeit von Bur gerjon
und Biache (1966a) tiber die Wirkung des Exotoxins der var. thuringiensis
auf eine Raubwanze vor. Den Autoren war es moglich, Perillus bioculatus 7 Tage
lang an solchen Larven von Leptinofarsa decemlineata zu fiittern, die infolge Exo-
toxin-Applikation im Absterben begriffen waren. Dieses Experiment iiberlebte
P. bioculatus ungeschidigt. Das Versuchergebnis demonstriert, dall Exotoxin trotz
seines hreiteren Wirtsspektrums nicht notwendigerweise iiber den Wirt auch auf
Parasiten und Rauber schidlich wirken muf.

Zusammenfassung

Die Wirkung von B. thuringiensis auf Parasiten und Raubinsekien (einschlief3-
lich der Formica rufe-Gruppe) ist vernachliissigbar klein, so daB neben dem Ein-
fuf} der B. thuringiensis-Behandlung die volle Wirkung der natiirlichen Feinde
erhalten bleibt.

5. Wirkung auf Wasser- und Bodenfauna

Doaneund Hitchcock (1964) registrierten den Artenreichtum von Ge-
wilssern an Wasserinsekien vor und nach dem Ausbringen von B. thuringiensis
(Thuricide 90T) mittels Helikopter im Feldversuch. Die angewandten Dosen
betrugen etwa 2,5--10 l/ha. Von 35 aguatisch lebenden Arten (zugehdrig den
Ordnungen Isopoda, Odonata, Plecoptera, Megaloptera, Coleoptera, Trichopters)
waren im behandelten Gehiet nach siner Woche noch 24 Arten nachweisbar, in der
unbehandelten Kontrolle 19 Arten. Hiernach kann von einem schiidlichen Ein-
flull von B. thuringiensis auf aquatisch lebende Insekten nicht die Rede sein.

1) angewendet wurden 4 Priparate: Biospor 2802, Thuricide 90 T, Plantibse wnd Bactospeine,
die in Dosen ven max. 2 kg/ha buw. 130 X 1212 Sporen/ha die Schidlingspopulation bis zu
80---80 %o abtoteten.
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Erstmals stellte Wh ite (1960) Versuche tiber die Wirkung von B. thuringien-
sis (Thuricide) auf Oligochdten (Lumbricus ferrestris) an. Bei Dosen von
etwa 3,6 kg'ha und 360 kg/ha erzielte der Autor innerhalb 7 Wochen weder eine
auffallende Mortalitit noch eine Verdnderung im Verhalten. Im Gegenteil schien
die Reproduktion in den behandelten Parzellen sogar noch etwag erhht zu sein.

Erstaunlich war deshalb die Mitteilungvon Smirnoffund Heimpe1(1961)
iiber eine pathogene Wirkung von B. thuringiensis auf den Grofien Regenwurm
(Lumbricus terrestris). Bei extrem hohen Dosen (110 % Zumischung zum Sub-
strat} beobachteten sie eine Septikiimie als Folge der Applikation. Neuerdings
(1966) wurde von Heimpel auch B. thuringiensis aus Lisionen der ,blister
disease” des Kleinen Regenwurms (Fisenia foetida} isoliert. Es ist jedodh unwahr-
scheinlich, daB B. thuringiensis hier als Erreger der Krankheit wirkt, da speziell
die Koch’schen Postulate nicht er{iillt werden konnten.

Bei eigenen Untersuchungen (Krieg, unpubl.) wurde eine 0,2 %/pige Suspen-
sion des Sporen-Endotoxin-Komplexes {(Bio s p o) in der iiblichen Anwendungs-
Konzentration) benutzi: 0,21 wurden in Bodenproben von 1,51 eingeschwemmt,
die je 45 Regenwiirmer {Hisenia foefida) enthielten. Nach einmonatiger Versuchs-
zeit konnte in dem Versuch keinerlei Mortalititszunahme im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle festgestellt werden. Diese Ergebnisse entsprechen den Be-
funden von White,

Neben Versuchen mit dem Speren-Endotoxin-Komplex liegen auch solche mit
Exotoxin an Oligochten vor: Benz (1966b) konnte keinen Effckt gegenither
dem Bachrohrenwurm (Tubifex tubifex) nachweisen.

Zusammenfassung

Ein schidlicher Einflull von B. fhuringiensis auf die Fauna in natiirlichen Ge-
wissern und im Boden (Wasser-Arthropoden, Anneliden) konnte bisher nicht
iiberzengend nachgewiesen werden.

E. Pritimethoden zur Standardisierung von Prdparaten

An Bekimpfungsmittel auf der Basis von B. thuringiensis miissen bestimmte
Anforderungen beziiglich Wirksamkeit und Unbedenklichkeit gestellt werden.

In den letzten Jahren wurde die Frage, welehe Kriterien und Mafsidbe bei
einer Standardisierung anzulegen seien, auf verschiedenen Symposien eingehend
behandelt'). Diese Eréirterungen fiihrten im wesenilichen zu dem Ergebnis, daff
B. thuringiensis-Priparate vornehmlich nach ihrer Toxizitds gegeniiber empfind-
lichen Modell-Insekten zu beurteilen seien und zwar hinsichtlich der beiden wich-
tigsten Pathogenititsfakioren: Sporen-Endotoxin-Komplex und Exotoxin.

Diese Untersuchungen auf Haupiwirkung sollen aber erginzi werden durch
Priifungen auf Nebenwirkungen. Der zusitzlichen Forderung, aueh mikrobiolo-
gische Daten (wie Sporenzahl urd Identitit) zu bestimmen, liegen vor allem hy-
gienische Gesichtspunkte zugrunde.

1y Symposiom iiber die Pritfung von Bacillus thuringiensis-Priparaten, Paris — La Minidre,
5. bis 7. Mirz 1964.
International Symposium on the identification and assay of viruses and Bacillus thuringiensis
used for insect eontrol. Londen, 13. Juli 1864,
Second Internaticnal Symposium on the standardisation of Racillus thuringiensis, Wageningen,
7. September 1966.
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1. Feststellung von Sporen- und Keimzahl

Die Festlegung von maximalen und minimalen Sporen-Konzentrationen muf}
sich nach der potentiellen Wirksamkeit des benutzten Bakterien-Stammes richten.
Aus hygienischen Griinden diirfte die Hochsigrenze fiir den Sporengehalt eines
Spritzmittels mit 250 X 10? lebenden Sporen pro Gramm festzulegen sein. (Dies
gilt fir Préparate, die nach einer peroralen Dauerapplikation von 108 Sporen pro
ml bei Bienen oder nach einer intraperitoneaien Einzeldosis von 10% Sporen bei
weilen Méusen keine Schiden verursachen) (vgl. S. 55 bzw. 8. 51).

Spritzmittel auf der Basis derzeit verfiigharer Stimme von B. ¢. var. thurin-
giensis milssen andererseits mindestens 25 X 10° lebende Sporen (und entspre-
chend viele Toxinkristalle) pro Gramm enthalten, um 0,1 oder 0,2 %ig angewen-
det, eine erfolgreiche Bekdmpfung von empfindlichen Lepidopteren zu gewiihr-
leisten. Stdubemittel enthalten je Gewichiseinheit entsprechend weniger Sporen
(z.B. 5 oder 10 %0). In dem genannten Bereich von min. 25 X 10% und max.
250 X 10° Sporen/g liegen alle bisher von uns gepriiften in- und auslindischen
Industrie-Priaparate (Spritzmittel).

Fiir die Bestimmung von Sporenzahl und Keimzah! sind méglichst homogene und stabile
Suspensionen erforderlich, damit die Fehler beim Pipettieren {Verdiinnen) méglichst gering sind.
Probate Methoden, um dies zu erreichen, sind: Homogenisieren und Zusstz von unschidlichen
Detergentien (z, B. Tween).

Die Bestimmung der Sporenzahl (totel spore count) erfolgt mikreskopischk (zweckmiBigerweise
im Phasenkontrast) unter Verwendung von Zihikammern {Himocytometer} ven 0,100 & 0,001 mm.
Nach Untersuchungen vor Cook und Land (1862) sind die mit diesen Kammern erhaltenen
Werte besser reproduzierbar als bei Verwendung von 0,020 + 0,001 mm-Kammern. Die aus-
zuzihlende Verdiinnung soli so gewdhlt werden, dal die Speren in den kleinsten Quadraten deutlich
zihlbar sind. Oft ist die Bestimmung der Gesami-Sporenzahl in technischen Priparaten nicht
méoglich, da geformte Bestandteile anderer Art (z. B. des Trigermateriais} direkt oder indireks
{z. B. durch Adsorption oder Agglemeration) stBren.

Der Tatsache, dall nicht alle Sporen zu keimen vermégen, sondern nur ain gewisser Prozentsatz,
trigt die ausitziiche Bestimmung der Keimzah! {viable spore couat) Rechrung. Ihre Bestimmung
erfolgt entweder mit dem Platien-Verfahren {dilation plate method) oder mit dem Filter-Kultur-
Verfahren. — Wird fiir das Ausplaiten die sog. Schichtmethode verwendet, so giefit man suf eine
untere erstarrte Agar-Schichs (2,5 %eig) in einer Petrischale eine ohere zweite auf (I Voig), mit
der die Keimsuspension (1 ml) vorher vermischt wurde. — Beim Filter-Kultur-Verfahren werden
suf die Oberfiiche eines geeigneten Entkeimungsfilters {Membzanfilter, millipore filter gpf. mit
aunfgedrucktem Gitternetz) die in der Verdiinnang enthaltenen Keime durch (Saug-) Filtration
angereichert. Dann wird das ansonsten sterile Filter in eine Petrischale auf diffundables Nihr-
subsirat {z. B, imbibierte Nihrkarton-Scheibe) sufgelegt und hebrittet. Die Koloniem wachsen auf
dem Filter an (vgl. Thon und Beling 1958). — Die Verdiinnung der Ausgangssuspension soll
in jedem Falle so gewihklt werden, dafl die Keime einzeln liegen und die aus ihnen hervorgehenden
Kolonien deutlich zéhlbar sind (100---300 Kolonien/Schale). Zusatz eines Redox-Indikators (z. B.
Tetrazoliumdilorid) erleichtert das Erkenner der Kolonien. Um eine Hemmwirkung zu vermeiden,
soll die Endkonzentration des Redox-Indikators im Nihrsubsirat nur 0,001 %o betragen.

Uber die statissische Auswertung der Ergebnisse von Sporen- und Keimzahl-Bestimmung siehe
Cavalli—S8forza (1964).

Diese analytischen Methoden diirfen jedoch nicht mechanisch angewendet wer-
den. UnzweckmilBige Lagerung oder Aufbereitung kann z. B. den Keimgehalt
stark absinken lassen. Andererseits kénnen Anderungen im Fabrikations-Ver-
fahren {etwa eine Anreicherung von Endotoxin-Kristallen oder Belassen von sog.
Exotoxin in der Aufbereitung) ebenfalls die Relation von Gehalt an Isbenden
Sporen und Wirkung beeinflussen.

Grundsitzlich mufl auBerdem darauf hingewiesen werden, dall (im Gegensatz
zur Wirkung nach parenteraler Injektion) die Sporenzahl fiir die perorale Wirk-
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samkeit verschiedener B. thuringiensis-Priparate auf Lepidopteren-Raupen kein
adiquates MaB darstellt. Nur beim Vergleich identischer Priparate besteht eine
solche Proportionalitit zwischen Sporenzahl und Wirksamkeit, Diese Tatsache
148t sich daher umgekehrt fir einen Nachweis der Wirkungsgleichheit von Re-
ferenzpriparat und Probe ausnutzen: Trigt man nidmiich die Wirkungs-Indizes
als Funktion der Sporenzah! graphisch auf, so liegen sie nur bel qualitativ gleich-
wertigen (homologen) Priparaten auf einer einzigen Geraden (Mechalas and
Anderson 1964).

Zusammenfassung

Obwohl die Sporen- und Keimzahl nicht ohne weiteres mit der in der Schad-
lingshekidmpfung vornehmlich genutzten Frafgift-Wirkung des Endotoxins {(oder
auch des Exotoxins) korreliert werden kann, ist sie jedoch ein MaBstab fiir die
zu erwartende Infektiositit des Sporenpridparates.

2. Prifung auf Identitit bzw. Ausschlull ven
Fremdkeimen

Eine Gefahrenguelle fir die Praxis besteht, wie bereits diskutiert, nicht etwa
in einer méglichen Mutation vonr B. thuringiensis in eine wirbeltier-pathogene
Art, sondern vielmehr in einer miglichen Infektion von Fermentern durch Fremd-
keime. Deshalb diirfen von den Herstellern nur B. thuringiensis-Priparate aus
Reinkulturen in den Handel gebracht werden. Zur Kontrolle dieser Forderung
muBten Verfahren entwickelt werden, die eine Priifung der lebensfihigen Keime
in-einem Praparat auf ihre Identitit mit B. thuringiensis gestatten.

Eine besondere Schwierigkeit, die hier auftrat, war die Differenzierung von
B. thuringiensis gegeniiber dem ubiquitdren Bacillus cereus. Es stehen zwar drei
Verfahren zur Typendifferenzierung zur Verfigung: Die Analyse biochemischer
Leistungen, die elektrophoretische Esterage-Analyse und die serologische Analyse.
Leider eignen sich jedock die beiden ersigenannten Verfahren nur zur Identifizie-
rung monotypischer Isolate. AuBerdem liegen noch keine ausreichenden Unter-
suchungen iiber die Verteilung brauchbarer biochemischer Unterscheidungsmerk-
male bei verschiedenen Varietiiten von B. cereus vor. Da aber (nach allem was
wir bisher wissen) mit einem weitgehenden Parallelismus zwischen den biochemi-
schen Eigenschaften von B. cereus~ und B. lhuringiensis-Varietiten zu rechnen
ist, verlieren diese Techniken weiter an diagnostischem Wert.

Demgegeniiber sind die Geilel-Antigene von B.thuringiensis typenspezifisch.
Bei Anwendung des Rohrchen-Agglutinations-Tests sind hetercloge und unspe-
zifische Reaktionen minimal. Diese Methode ist aber hochst unpraktiséh fiir eine
Identifizierung von vielen Einzelkolonien auf einer Agarplatte. Die hierzu oft be-
nutzie Objekttriger-Agglutination ist aber unsicher, da Kolonien von B. fhurin-
giensis Rauh-Charakter besitzen und deshalb zur Spontan-Agglutination neigen.
Es wurde deshalb auf der Basis dervon DeBarjacund Bonnefoi {1962)
inaugurierten serologischen Analyse der GeiBel-Antigens {s. S.16) eine mikro-
skopische Differenzierungs-Technik entwickelt, die es gestattet, auch in Bakterien-
Mischpriparaten Zellen eines einzigen Serotyps von B. thuringiensis zu identi-
fizieren (Krieg 1965 a). Auf diese Weise ist es miglich, (nach Vorkultur) B. thu-
ringiensis var. thuringiensis nicht nur von B. cereus, sondern auch von anderen
Varietiten des B. thuringiensis sicher abzutrennen. Es handelt sich bei dem von
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Abb. 3. Mischpréiparat der Serotypen Hy und Hg mit indirekt markiertem
Anti-Hq-Sernm behandelt

a) Im Phasenkontrast: unspezifische Darstellung aller vegetativen Zellen

b} Im Flucreszenzlichi: spezifische Darstellung der vegetativen Zellen des Serotyp 1
Abb.-Malistab ~ 12501
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Krieg angewandien Verfahren um eine Kombinaiion von Immunofiuoreszenz-
und Phasenkontrast-Technik (vgl. Abb. 3). Fiir die Immuanocfluoreszenz-Technik
werden H-Antisera (von Kaninchen) benutzt, die indireks mit Fluoreszeinisothio-
cyanrat {gekoppelt an Anti-Kanin-y-Globulin vom Schaf) markiert sind.

Dievon Pendletonund Morrison (1966 a) eingefilhrte Identifizierung
von B. thuringiensis-Stimmen durch Kristallantigen-Analyse hat fiir eine Diffe-
renzierung gegeniiber B. cereus (da kein Kristallbildner) keine Bedeutung. Ob
sie zu Identititstesten innerhalb der Species fhuringiensis, und zwar unterhalb
des Varietdts-Spiegels, herangezogen werden wird, bleibt abzuwarten. Auch diese
Methode (Gel-Prizipitation) eignet sich nur zur Identifizierung monotypischer
Isolate, und zwar auech meist nur dann, wenn zuvor bereits eine Typisierung nach
H-Antigenen und/oder Esterasemustern durchgefithrt wurde.

Den Hygieniker interessiert neben der Identitdt aller Sporenbildner in einem
Priparat mit B. thuringiensis var. thuringiensis auch der Ausschluff von Fremd-
keimen aus anderen Bakterien-Gruppen, speziell aus der Familie der Enterobac-
teriaceen.

Escheriekia coli gilt als Indikator fiir fackale Verunreinigungen in der 'Wasserversorgung, und
in die Genera Shigella (Ruhr} und Salmonelle (Typhus-, Paratyphus-, Enteritis-Gruppe) gehéren
die wichtigsten Erreger von Darmerkrankungen bei Tier und Mensch. Zur Isolierung und Zihlung
dieser gram-negativen Bakierien im Plattengufi-Verfahren eignet sich Leifson-NEhragar, der
cinen Zusatz von 0,05 %e Natriumdesoxycholat und 0,2 %/o Natriumacatat besitzt. Dieser Zusaiz
unterdriicdit das Wachstum gram-positiver Bakterien einschliefilich B. thuringiensis. Zweckmifiiger-
weise setzt man dem Agar noch Lactose und einen pH-Indikator zu, um E. col sofort erkennen zu
kbénnen: Bei Verwendung von Neutralvot wiichst diests Bakterium in deutlich roten Xolonien im
Gegensatz zu den nidht lactosespaltenden Enierobacteriaceen, die farblose Kolonien bilden.

Zusammenfassung

Ein wichtiger Punkt fir die hygienische Sicherheit bei der Anwendung ven
B. thuringiensis-Priparaten in der Schidlingshekimpfung ist der Nachweis der
Identitit aller lebenden Keime in den Préparaten mit B. thuringiensis hzw. der
Ausschlull von Fremdkeimen. Braudhbare Methoden zur mikrobiclogischen Iden-
tifizierung werden besprochen.

3. Priifung auf Hauptwirkung

Sie bezieht sich auf die Wirksamkeit von B. thuringiensis-Priparaten gegeniiber
schidiichen Insekten und wird nicht regelmaBig an den Inseliten ausgefiibrt, die
bekidmpit werden sollen, sondern an Modell-Insekten.

Die Wirkung eines Pathogens oder Toxins laBt sich als Dosis-Zeit-Funlktion
erfassen. Die graphische Darstellung dieser Beziehung erfordert ein 3-dimen-
sionales Koordinatensystem. Wih!t man zur Vereinfachung eine Parameter-Dar-
stellung, so ergeben sich auf diese Weise 3 Typen von Wirkungskurven: Wir-
kungs-Zeit-Kurven (mit Dosis-Parameter), Wirkungs-Dosis-Kurven (mit Zeit-
Parameter) und Zeit-Dosis-Kurven (mit Wirkungs-Parameter). Meist werden
Wirkungs-Zeit-Kurven oder Wirkungs-Dosis-Kurven zum Pathogenitits- oder
Toxizititsvergleich herangezogen. Durch Verwendung einer Ordinate, die nach
dem G aus s - Integral oder nach der Probit-Skala geteilt ist, gelingt es die sig-
moiden Wirkungskurven in gerade Linien zu transformieren. Aus Umrechnungs-
tabellen lassen sich die den Summenprozentwerten entsprechenden Ordinatenwerte
entnehmen. Oft gelingt es jedoch nur dann eine Regressions-Gerade zu erhalten,
wenn man auch noch die Abszisse nicht linear, sondern logarithmisch teilt. Den
Einfiu der natiirlichen Mortalitdt auf das Testergebnis wird meist nach der



64

Abbaott’schen Formel korrigiert'). — Obwokl es sicher die verliflichste Methode
ist, verschiedene Priparate nach ikren Regressions-Gleichungen zu beurteilen, ist
es unter gewissen Voraussetzungen auch maglich, quantitative Vergleiche mit einer
vereinfachten Priifmethode durchzufiihren, und zwar beispielsweise anhand von
50 ®/o-Mortalititswerten. Wiegand (1962) hat eine Klirung und z. T. eine
Neudefinition der Begriffe LDso und Djsp einerseits sowie Ligg und tso anderer-
seits vorgeschlagen®). Hiemach ist die LDsp ein Maximalwert, die D5o dagegen
der Wendepunkt einer Sigmoid-Kurve (mit dem Maximalwert 100 %0). Enispre-
chendes gilt von den Zeitwerten. Der Vergleich von 50 %o-Werten erfolgt zwedk-
mifigerweise anhand eines Wirkungs-Quotienten {Sun 1950, Wiegand
1962).

Eine 50 %o-Beurteilung ist jedoch nur dann unanfechtbar, wenn die Anwendung
der Préparate auch in diesem Bereich liegt. Liegt aber der Anwendungsbereich
wie bei B. thuringiensis (und anderen nicht-persistenten Pathogenen®) im 75 bis
100 ®o-Bereich, so lassen sich Priparate nur dann im 50 %e-Bereich vergleichen,
wenn sie komplett homoleg sind, d. h. ihre Regressionsgeraden den gleichen Slope
aufweisen. Nicht homologe Priparate erfahren bei 100 %o Mortalitit eine ganz
andere Giitebeurteilung als bei 50 %o Mortalitit, wie folgendes Schema zeigt:

(M)

004 S bty

1024

B A

>(D)

Abb. 4, Vergleich nicht-homologer Priparate im Dosis-Mortalitits-Diagramm
{dureh Transformation der Koordinaten werden Regressionsgeraden erhalten)

Bei einer 50 %o-Beurteilung erweist sich Priparat A schlechter als B. Bei der
100 %e-Beurteilung dagegen ergibt sich, daf A hier besser wirkt als B.

Um zu einer praxisnahen Beurteilung zu kommen, die auch nichi-homologe
Priiparate einschlieft, empfiehlt deshalb Wiegan d {1966) neben 50 ¥s-Werten

*} Die Grenzen dieses Korrektur-Verfahrens werden in einer Arbeit vor Wiegand (1987}
anfgezeigt.

2) Dy bedeutet die Dosis, die 50 %sige Mortalitst bewirks innerhalb einer bestimmten Zeit (tse).
LDs5g bedeutet dagegen 50 %oige Endmortalitit {ohne Zeitparameter).

%) Unter biologisch nicht persistenten Insekten-Pathogenen werden solche verstanden, die sich
in der Wirtspopulation nicht halten bzw. vermehren, sondern ihr wie ein Insektizid nachgefithrt
werden miissen.
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auch noch 75 %/s-Werte miteinander zu vergleichen. Im folgenden Beispiel werden
die Quotienten fiir 50 %o und 75 %o Mortalitit fiir inkompleit homologe B. thurin-
giensis-Priparate verglichen:

Biotrol BTB Bathurin R-55 Entobakterin-3
(var. thuringiensis) . (var. thuringiensisy | (var. gallerine)
(Dso; tso) | (als Standard =) 1:1 1:2,85 1:2,25
(D175: t75) | (als Standard =) 1:1 1:3,09 1:1,92

{rach Wiegand 1968, verindert)

Einem Vergleich von Priparaten anhand des Schwellenwertes 100 % Mortali-
tit steht z. Z. noch als Hauptschwierigkeit entgegen, dal} sich (Dipo; tipo)-Werte
[im Gegensatz zu {Dsp; tso)-Werten] mit Hilfe der Probit-Funktion nur unge-
niigend genau kalkulieren lassen. Besser eignet sich hierfiir (nach Wiegand
1966) die Arcus-Sinus p®5-Funktion. Mit dieser Winkelfunktion diirfte eine
Extrapolation der Regression auf 100 %/ Mortalitit (= 90°) leicht méglich sein.
In diesem Zusammenhang ist es nach Wiegand (1966) jedoch ratsam, die sog.
Abbott- Korrektur durch die Bildung vor Mortalititsdifferenzen (zwischen der
natiirlichen und der zusiitzlich durch Toxin-Wirkung bedingten) zu ersetzen.

Es sind neuerdings auch Anstrengungen unternommen worden, Blotests an
B. thuringiensis-Praparaten unter Verwendung von Radiocisotoper als Indikator
durchzuftthren (Maas-Geesteranus e al. 1967 sowie Rogers ot al
1967). Die Markierung erfolgte dabei nicht durch Einbau der 1sotope in die wirk-
samen Bestandteile, sondern einfach durch Beimischung von P32 zu den fertigen
Priparaten. Auf diese Weise wurde es moglich, die Wirkung in Abhingigkeit
von der individuell aufgenommenen Dosis zu bestimmen. Die Isotopen-Methode
hat zweifelios gegeniiber der photometrischen Frafmessung Vorteile. Wihrend
letztere nur im Falle von fliichiy ausgebreitetem Substrat (Blitter) erfolgreich an-
gewendet werden kanm, eignet sich die Isotopen-Methode auch zur FraBmessung
in velumindsem Substrat. Ob und in welcher Form diese Methode Eingang in
routineméBige Biotest-Serien finden wird, kann noch nicht beurteilt werden.

a}_ ~Absolute Wirksamkeits-Bestimmung

Ahnlich wie in der Digitalis-Standardisierung zwei Wege beschritten worden
sind [{a) Bestimmung des Wirkungsgrades mittels , Frosch-Einheiten® und (b)
Vergleich mit einem konventionellen Standardpriparat von 1 Internat. Digitalis-
Einheit/0,1 g], so existieren diese Alternativen auch prinzipiell fiir die Wirk-
samkeitsheurteilung von B. thuringiensis-Foxinen.

1961 hat K rieg vorgeschlagen, absolut definierte , Pieris-Einheiten® fiir die
Wirksamkeits-Bestimmung des Sporen-Endotoxin-Komplexes einzufithren. Mit
Hilfe solcher oder entsprechender spezifischer Einheiten ist es grundsitzlich mig-
lich, die Wirksamkeit von B. thuringiensis-Priparaten unabhingig von jeglichem
Internationalen Standard zu bestimmen.

Wiegand hat {1968} nchen der von Krieg vorgeschlagenen ,Pieris-
Einheit” Pgo/3 (50 */e Mortalitiit nach 3 Tagen) aus bereits genannten Griinden
noch eine ,Pieris-Einheit” Prsra (75 %0 Mortalitdt nach 2 Tagen) in seinen Wirk-
samkeits-Testen verwendet. Die folgende Zusammenstellung fiihrt die Konzen-

5
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trationswerte (umgerechnet in »/100 ml} fiir beide Einheiten bei 3 Préparaten an:

Biotrol BTB ! Bathurin R-35 'Entobacterin-3
{var. thuringiensis) | (var. thuringiensis) (var. galleriae)
PEso/s- 2,77 1,056 6,216
PE75/2 172,5 35,— 331,25

{nach Wiegand 1966, verandert}

Im Gegensatz zu den willkiirlichen Einheiten, die zur relativen Wirksamkeits-
Bestimmung benutzt werden (siehe b}, sind die spezifischen Einheiten der Ab-
solutmessung von der Empfindlichkeit des Wirtes funktionell abhéngig. Da diese
aber nicht nur bei verschiedenen Stimmen {Genotypen} verschiedene Werte an-
nehmen kann, sondern auch von (Generation zu Generation u. U, erheblich fluk-
tuiert, hat die Methode der Absolut-Messung z. Z. noch mit groBen praktischen
Schwierigkeiten zu kidmpfen. Erst das Vorhandensein homogener Versuchstier-
Populationen und die experimentelle Uberwindung physiologisch bedingter Emp-
findlichkeits-Schwankungen wird diese Methode der relativen Wirksamkeits-
bestimmung ebenbiirtig machen.

b) Relative Wirksamkeitsbhestimmung

Soweit die Priifung von B. thuringiensis-Priparaten als Wirksamkeitsvergleich
mit einem Standardpriparat erfolgt, kann man ein von der aktuellen Empfind-
lichkeit des Tiermaterials unabhingiges Testergebnis erhalten. Eine zusammen-
fassende Darstellung dieses Verfahrens hat u.a. Krieg {1965 b) gegeben.

Iiir Wirksamkeitsangaben ist es letzten Endes gleichgiiltig, ob man hierfiir
einfach das Wirksamkeitsverhiltnis (potency ratio), entsprechende Index-Werte
{Sun 1950, Wiegand 1962} oder entsprechende wilikiirliche Einheiten
(Burgerjon 1962) benutzt. Ausgehend von dem Wirksamkeitsquotienten er-
hilt man durch Multiplikation mit 100 den entsprechenden Wirksamkeitsindex
des Testpriparates nach Sun. Durch Multiplikation mit der Anzahl konven-
tioneller {d. h. willkiirlicher) Einheiten pro Gewichtseinheit Standard schliefilich
wird die Wirksamkeit des Testpriiparates in Einheiten/Gewichtseinheit ausge-
driickt. Die Verwendung konventioneller Einheiten setzt jedech die Anerkenninis
von {internatienalen) Standard-Referenzpriparaten (kurz Standardpriparate ge-
nannt) voraus, die homolog, stabil und reproduzierbar sein miissen,

Auf dem 2. Internationalen Symposium iiber die Standardisierung von B. thu-
ringiensis-Priparaten (Wageningen 1966} wurde empfohlen, vorerst das Pri-
parat E-61 [Institut Pasteur] als Standard fiir den Sporen-Endotoxin-Komplex
von B. & var. fthuringiensis zu benutzen, Ein Exotoxin-Standardpriparat (B. 1.
var. thuringiensis [Institut Pasteur]) ist in Vorbereitung (Bonnefoi, pers.
Mittlg.).

Die Wirkung sell anhand eines Vergleiches (potency ratio) durchgefithrt und
das Ergebnis in Einheiten/g angegeben werden. Da der Index von Sun alles
Wissenswerte iiber das Tesiergebnis aussapgt und da er am hesten in Prozent-
werten angegeben wird, besteht bei der Festlegung von 100 Einheiten pro Gramm
Standardpriparat {Burges 1966} auch eine zahlenmifige Ubereinstimmung,
also:

Wirksamkeit des _ Effekt des Standards

— Ll N | Sinheiten/p
Testpriparates Etfekt des Testpriparates 00 [Binheiten/g]
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Demgegeniiber wurden von Burgerjon (1962} fiir das Standard-Priiparat
E-61 [Institut Pasteur] 1000 UT/mg festgelegt. 100 Einheiten (units} von Bur -
ges entsprechen also 105 UT von Burgerjoen. Eine einfache Mafzahl fiir
die Giite von Wirksamkeitsvergleichen (potency raties) ist der (uotient zwischen
oberer und unterer Konfidenzgrenze (bei einer Ivrtumswahrscheinlichkeit
x = 0,5 %0). Der Quotient sollte moglichst keine Werte iitber 3 annehmen Zur
Zeit lisgen die besten Werte fiir den Sporen-Endotoxin-Kemplex im Anagasta
Kiihniella-Test unter 1,5 (Bur ges etal 1967).

Schwierigkeiten fiir eine sinnvolle Standardisierung konnen dadurch auftreten,
daf} Standard und Testpriparat beziiglich ihrer Wirkung nur anvollstindig ho-
molog sind. Das kann der Fall sein, wenn Priparate auf der Basis verschiedener
Varietiten (bzw. Genotypen) miteinander verglichen werden. Per definitionem
(s. 0.) besitzt der Standard E-81 (B. f. var. thuringiensis) 1,0 > 10° UF/mg fiir
alle Testinsekten. Vergleicht man mit ihm ein homologes Priparat z. B. Bak -
thane (B.t var. thuringiensis), so wird der Test auch bei Verwendung verschie-
dener Testtiere vergleichbare Ergebnisse liefern, z B. 0,3 % 108 UT/mg getestet
mit Anagasta kiihniella und 1,1 X 10% UT/mg getestet mit Gallerin mellonella.
Vergleicht man hingegen mit dem Standard E-61 {B.t. var. thuringiensis) ein
inkomplett homologes Priparat wie z. B. Thuricide S4-275 (B. £ var. gal-
leriae!), so werden fiir den Probanden erhebliche Wirkungs-Unterschiede gefun-
den, z. B. 3,6 X 103 UT/mg getestet mit Anagaesia kithnielle und 89,3 > 103 UT/
mg getestet mit Galleria mellonelle (Burges 1967 b). Das bedeutet, da ,,Ana-
gasta“-Einheiten nur dann mit ,Galleria®-Einheiten identisch sind, wenn ein
Priparat mit einem homologen Standard verglichen wird. Zur Vereinfachung der
Verhiltnisse empfiehlt es sich daher, nur komplett homologe Priparate zum Wirk-
samkeitsvergleich heranzuzichen (addquater Vergleich). Hierfiir sprechen auch
auswertungs-statistische T}berlegungen; denn nach den bisher angewandten Aus-
wertungsmethoden (D5q; (50) sind nur Regressions-Geraden von gleichem Slope
exakt miteinander vergleichbar (s. 8. 64).

Tab. 7. Modeli-Insekten fiir Priifung von Bacillus thuringiensis-Priparaten auf
Hauptwirkung
a) Sporen-Endotoxin-Priifung {peroral)

Wirt (Larven) | Literatur

Lepidoptera;
Anagasta kithniella Yamvrias 1962
Aizawa and Sato 1961

TFisher 1963, Mechalas and
Anderson 1864

Svecova and Zurabova 1968 b,
Burges 1966 b

Bombyx mort
Estigmene acrea

Galleria mellonella

Hyponomeuta malinellus
FPieris brassicae

Plodia interpunciella
Plutello maculipennis
Trichoplusia ni

w

Wiegand 1960

;. Burgerjon 1454, 1962, 1465

Burges 1964

© Menn 1960, Sicker 1565
" Splittstoesser and McEwen 1961
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b} Exotoxin-Priifung {peroral)

Wirt (Larven) Literatur

Lepidoptera:

Barathra brassicae Burgerjon et De Barjac 1964
Plutelln maculipennis Sicker und Krieg 1966
Diptera:

Drasophila melanagaster Benz 1966 b, Krieg 1966
Musca domestica Cantwell et al, 1964 a

Eine Zusammenstellung bewihrter Modell-Insekten fiir den Test des Sporen-
Endotoxin-Koemplexes und des Exotoxins bringt die Tabelle 7. Einige dieser Tests
seien kurz beschrieben:

a 1} Priffung des Sporen-Endotoxin-Komplexes an Anagaste Kihnielle: 1 p Weizenmehl wird mit
9,2 ]l wiliriger Priparatverdiinnungl) angerithrt und dieser Brei in ciner Petrischale aus-
gestrichen. AnschlieBend wird das Material unter vermindertem Drudk (200---400 mm Hg) bei
etwa 25° C getrocknet. Jede Petrischale wird mit je 25 Eilarven ven 4. kihnielln besetzt.
Nur wenige Stunden alte Larven werden verwendet. Einem Entweichen der Raupen kann da-
durch vorgebeugt werden, dal man ein sie iiberdeckendes Uhrglischen fest in das Substrat
eindrizcdkt. Die Mortalitit wird nach bestimmien Zejtabstinden (z. B. 48 h) shgelesen. Ver-
suchstemperatur 25° C.

2 2) Priifung des Sporen-Endotoxin-Komplexes an Plulells maculipennis: Blitter vom Chinakohl
{Brassica pekinensis) werden mit einer bestimmicn Priparat-Verdiinmung unter konstanten
Bedingungen beiderseitig bespritht®) oder in die Verdlinnung getaucht (weniger zu empfehlen).
1 bis 2 Blitter kommen in je eine Neubauer-Schale (cder grifiere Petrischale] und werden
mit 30 frischgehiuteten L3-Larven (die zuvor 6 h gehungert haben) besetzt. Die Mortalitit
wird nach bestimmien Ycitabstinden (z.B. 72 h} abgelesen. Versuchstemperatur 20° C; re-
lative Luftfeuchtigkeit 70.--90 %9; Dauerbeleuchtung.

b 1} Prifung des Exotoxins an Plutelle maculipennis: Die Ranpen dieser Art eignen sich anch zam
Test auf Exotoxin. Da das Endotoxin im Gegensatz zum Exotoxin hitzelabil ist, testet man die
Endotoxin-Wirkung an einem nativen Priéparat {s. 0.}, die Exotoxin-Wirkung dagegen an einer
autoklavierten Probe. Im letzten Falle wird die Endmortalitét registriert {ibrige Versuchs-

bedingungen wie unter a 2j.

o

ol
]

Priifung des Exotoxins an Drosophila melancgaster: Zu diesem Test dienen D. melanogaster-
Larven, die sich auf einem kiinstlichen Medium (u. a. bestehend aus Maismehl, Ribhensirup,
Agar und Wasser) in Glasbechern entwickeln. In den Verswchs-Ansiitzen wird das Wasser des
Standard-Mediums jewseils durch Exotoxin-Verdiinnung ersetzt. Gleichzeitiz im Priparati an-
wesender Sporen-Endotoxin-Komplex stért nicht, da D). melanogester ihm gegeniiber unemp-
findlich ist. Eingesetzt werden pro Becher 20 frisch abgelegte Eier. Die Endmortalitit ergibt
sich ans der Differenz wwischen der Anzahl angesetzier Eier und der geschliipften Imagines.
Versudhstemperatar 20° C,

Im Sinns einer guten Reproduzierarbeit der Ergebnisse sollte fiir den Bioassay eine Temperatur-
konstanz von moglichst & 1°C gefordert werden (Thermostat). Bei der t-Auswerbung wird das
Dasenmaterial direlt durch die Temperatur beeinfluit, bei der D-Auswertung nimmt die Tempe-
ratur formal EinfluB ber den t-Parameter. - Obwohl meist die Mortalitdt als Wirkungskriterium
fir den Bictest verwendet wird, ist es auch méglich, die Wirkungsweise auf andere Art zu messen,
% B. beim Test auf Endotoxin durch Messung der Fralireduktion (Burgerjon 1962, 1965).

1) Gleichzeitige Anwescnheit von Exofoxin im Priparat stért kaum, weil das Endotoxin ein
schnelles Absterben der Tiere bewirkt, wihrend sich die Exotoxin-Wirkung friihestens bei der
nichsten Hiutung msanifestiert.

2y Geeignete Sprithapparaturen wurden von Burgerjon (1956} und Herfs (1963) be-
schrieben.
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Zusammenfassung

Die Priifung auf Hauptwirkung an Modell-Insekten im Biotest (bioassay)
erstreckt sich einmal auf den Sporen-Endotoxin-Komplex (vgl. Tab. 7 a).
Da einer abscluten Wirksamkeitshestimmung noch erhebliche Schwierigkeiten,
hesonders durch Inhomogenitit des Testtier-Materials bedingt, entgegenstehen,
wird zur Zeit die relative Wirksamkeitsbestimmung durch Vergleich mit Standard-
Priparaten bevorzugi. Eine einfache und meist auch ausreichende MalBizahl fiir
die Giite einer Probe ist der Wirkungsindex nach Sun. Andere Moglichkeiten
sind Angaben in konventionellen Einheiten pro Gewichtseinheit; einem Sun-
schen Index = 100 entsprechen 100 units/g (Burges) bzw. 10660 UT/mg
(Burgerjon) im Vergleich mit einem internationalen Standardpriparat (E-61;
Basis: B. 1. var. thuringiensis). Diese Methoden lassen sich sinngemil auch auf
eine Priifung von Exotoxin im Biotest {(vgl Tab. 7 b) iibertragen. Die derzeitig
praktizierten Auswertemethoden gestatten allerdings nur einen exakten Wirk-
samkeitsvergleich von homologen, d. h. qualitativ gleichwertigen Priparaten.

4. Priifung auf Nebenwirkungen

Wilhrend die Biotests auf Hauptwirkung meist als Toxizititsvergleich laufen,
wurden fiir die Tests auf Nebenwirkungen absolute Sicherheitsgrenzen hinsicht-
lich Toxizitdt bzw. Pathogenitit festgelegt, die nicht iiherschritten werden diirfen.

a} Test an Mdusen (Mus musculus)

Die Sicherheitspriifung gegeniiber SHugetieren umfafBit einen Modell-Test an
weillen Miusen, wie er von dem U.S. Department of Agriculture ausgearbeitet
wurds:

& Laboratoriumsmiunse (17--23 g} erhalten eine Einzeldosis entsprechend 108 Sporen/Tier sub-
katan injiziert. In der sich an diese Injektion anschlieflend:n Beobachtungszeit von 7 Tagen diirfen
die Tiere keine Reaktion an der Injektionsstefle oder gar Zeichen siner aligemeinen Infektion zeigen
(Harvey 1960}

b) Test an Bienen (Apis mellifera)

Fiir die Priifung gelten die Richilinien fiir Laboratoriumsuntersuchungen, welche
vom ,Arbeitskreis fiir die Beurteilung der Einwirkung von Schidlingsbekimp-
fungsmitteln auf Bienen“ ausgearbeitet worden sind (vgl. Stute 1963):

Bienen werden vor dem Flugloch abgefangen und zu je 10 in genormte Kistchen gegeben. In
jeden Versuch kommen 30 Bienen. Als Futter dient 50 %sige Zuckeridsung. 20---25° C Versuchs-
temperatur und ca. 40 %0 relative Luftfeuchtigkeit (Brutschrank),

Da B. thuringiensis keine Kontaktgift- und Atemgift-Wirkung besitzt, kann
sich die Priifung auf FraBgiftwirkung beschriinken. Zur Beurteilung wird bei
einer Beobachtungszeit von t = 24 Std die D5 benutzt. Die Applikation erfolgt
durch Einzelfiitterung mit 0,01 ml-Suspension (ggf. Bienen vorher hungern las-
sen). Die Test-Suspension wird zwedimiBigerweise 1 %eig verfiittert, d.i. unter
den genannten Versuchshedingungen 0,1 mg/Biene. GréfSere Mengen oder hishere
Konzentrationen werden nicht verfiittert. Das Priiparat gilt als Bienen-unschidlich,
wenn seine perorale Dsy = 0,1 mg/Biene ist.

Zusammenfassung
Der Priifung auf Nebenwirkung sind absolute Sicherheitsgrenzen zugrunde-

gelegt: 10¢ Sporen werden pro Maus injiziert; Bienen wird 0,1 mg Praparat pro
Tier verfiittert. Diese Dosen miissen symptomlos vertragen werden.



F. Die Anwendung von B. thuringiensis in der Schidlings-
bekdmpiung

l.Herstellung von B.thuringiensis- Pridparaten
a) Produktion

Die Wirtschaftlichkeit des FEinsatzes von B. fhuringiensis-Priparaten hingt
weitgehend von den Priparatkosten ab'). Diese werden u.a. bestimmt von dem
Vorhandensein von Fermentations-Anlagen, der Hohe ihrer Betriebskosten, der
Wahl des zu verwendenden Nihrsubstrats, der Ausheute des Ansatzes und dem
Besitz von Stimmen hoher Virulenz. Fiir die Massenkultur von B. thuringiensis
wird heute fast durchweg das Tankverfahren verwendet bei nicht-kontinuierlichem
Produktionsprozel ({sog. batch-Verfahren). Abb. 5 gibt eine schematische Dar-
stellung dieses Verfahrens wieder.

Die Verfahrenstechnik ist z. T. patentiert. Das Nihrsubstrat enthiilt neben
geeigneten C- und N-Quellen Wuchsstoffe und Spurenelemente (Vankova a
Weiserl962, Bonnefoil960, Zuraboval960,Briggs 1963, Cer-
nov 1965). Ausgehend von dem halbsynthetischen Niahrboden von Lemoigne
und Mitarb. (1956) {enthaltend KHsPO4, MgB04, MnS0y, ZnS0y, Fea{S04}3, Calls.
Pepton und Saccharose) hat Zurabova (1963} den Einflul von verschiedenen
Konzentrationen von Pepton und Saccharcse auf die Fermentationsprodukte bei
B. t. var. gellerize untersucht. Optimal erwies sich in Submerskulturen eine Pep-
tonkonzentration von 0,520 %o und eine Saccharose-Konzentration vonr 2,0+
3,0 %o. Die optimalen physikalischen Daten waren: pH 6,0-7,2, Temperatur von
20--30° C und Beliiftung 0,8+'1,0 I/min pro 11 Substrat. Diese Werte stimmen
gut ibereir mit denen anderer Autoren wie z. B. Vankova {1958). Sie hatte
empfohlen: 6,75 %o Pepton, 28 % giirfihiges Kohlehydrat, pH 7.0, Temperatur
29--30° C und Beliiftung 0,5 I/min pro 1 1 Substrat. Allerdings hatte Van kova
noch 2 %/e Hefeautolysat ihrem Nihrsubstrat zugesetzt. — Drakeund Smythe
(1963) empfehlen als brauchbares Nihrsubstrat fiir die Submerskultur u. 2. Mais-
stirke 6,8 %o, Rohrzucker 0,64 %%, Casein 1,94 %, Corn steep liquor 4,70 %, Hefe
0,60 %o und Phosphatpuffer 0,60 %e.

Die Impfsuspension soll 1,52,5 %o des Volumes des Nihrsubstrats betragen;
dies bedeutet eine stufenweise Erhthung des Fermentervolumeng, — Bei 29307 C
kann unter sonst giinstigen Bedingungen der FermentationsprozeB, 4. h. Sporula-
tion und Kristalibildung, nack 30--80 Std. beendet sein. Zur Verhinderung von
Schaumbildung eignet sich z. B. ein Zusatz von Silikon-01. Die Ausbeute an soli-
dem Material im Fermentationsgut beirigt im allgemeinen <1 % . — Um eine
Abtrennung der soliden Anteile (Sporen plus Endotoxinkristalle) von dem Kul-
turmedium (das ggf. noch Exotoxin enthilt) zu erreichen, bedient man sich der
Entkeimungsfiltration (Kieselgur-Filter) cder der Zentrifugation (Separator). Eine
Trocknung des feuchtnassen Rohpriparates erfolgt zweckmiBigerweise im Vakuum
oder durch Zusatz inerter wasserabsorbierender Stoffe (z. B. Bentonit}. Ist da-
gegen keine Trennung in Fraktionen erwiinscht, so kann das Fermentationsgu:
auch mittels Spriithverdampfer aufgearbeitet werden.

Eine andere Produktionsmethode als das Submers-Verfahren hat Mechalas
(1963) entwickelt. Hierbei wird das infizierte halbfeste Substrat mit Trigerstoff
in einer Girkammer inkubiert und durch ein Diaphragma von einer unterhalb

1) Sie liogen =z Z. bhei 20---40 DM/kg fiir Spritzpulver wnd 3-8 DM/kg fiir 10 %eiges Stiube-
mitiel.
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Abb. 5. Produktion technischer Praparate vonr B. thuringiensis
(Submers-Verfahren)
(nach Briggs 1960 b, verindert)

der Giarkammer gelegenen Luftkammer aus belitftet. Lufttemperatur und Luft-
feuchtigkeit werden wahrend des Fermentationsprozesses durch Riickkoppelung
{feed back) konstant gehalten. Eine Vorkultur erfolgt zunéchst in 500 ml-Flaschen
und dann in einem 400 lt-Fermenter in Submerskultur. Das Medium hierzu
enthilt 97 % Wasser, 1,5 %o Rohrzucker, 0,5 %o Corn steep liguer, 0,5 % Hefe-
autolysat und 0.4 % K.HPO, (auf pH 7,2 mit NaOH eingestellt}. Zur Haupt-
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Fermentation wird folgendes halbfeste Medium (ca. 1000 kg) als Nahrkammer-
Fillung (das mit 400 1t Vorkultur beimpft wird) empfohlen: 37 ®/% expandierter
Perlit {inerter Trigerstoff}, 53 % Weizen-Kleie, 6 %0 Sojabohnen-Mehl, 8,52 %
Rohrzucker, 0,35 % Kalk, 0,088 %o NaCi, 0,023 % CaCl, und 160 1 Wasser.
Die Lufterneuerung betrigt anfianglich 0,40,6 l/min pro 11 Substrat und spéter
1,0-'1,2 Vmin. Die relative Luftfeuchte des Luftstromes ist auf 95100 % ein-
gestellt, die Temperatur auf 30--34° C. Das pH des Nihrsubstrates betrigt an-
fangs etwa 6,9 und steigt im Verlauf des Fermentationsprozesses auf etwa 7,5 an,
Durch Einblasen ven Trockeniuft von 50--55° C wird der Fermentationsprozef
(nach etwa 36 Std.) beendet und ansehliefend der Irhalt der Giarkammer zum
Endprodukt zermahlen. Diese Methode gestattet nicht die Herstellung verschie-
dener Fraktionen.

Burgerjon (1964) hat zur Charakterisierung technischer Priparate vor-
geschlagen, Qualitétstypen einzufilhren. Die wichtigsten sind: 1 = Endotoxin-
Sporen-Komplex, II = Endotoxin-Sporen-Komplex plus Exotoxin, V = Exotoxin.

Vor der Weiterverarbeitung werden die technischen Konzentrate standardisiert,
d. h. ihre mikrobiologischen und toxikologischen Daten ermittelt (s. Abschn. E.
Sie stellen die Unterlagen fiir den Formulierungs-Proze} dar.

by Formulierung

Der erste Schritt in der Verarbeitung des Fermentationsgutes zum fertigen
Mittel besteht darin, daB das hinsichtlich seiner biologischen Aktivitit getestete
technische Konzentrat durch Verdiinnen bzw. Strecken (mit inertem Material} auf
eine bestimmte Endaktivitit eingestellt wird,

Neben den biologischen Qualititen sind jedoch auch die physikalischen Eigen-
schaften eines Mittels wichtig fiir seine erfolgreiche Applikation. Das gilt vor
allem fiir die Homogenitit und Suspendierbarkeit (vgl. Herfs und Krieg
1963} sowie fir die Netzfihighkeit und Haftfihigkeit (vgl. Burgerjon 1964),
Soweit die Rohpréparate diese Eigenschaften noch nicht in ausreichendem MaBe
besitzen, kénnen sie durch mechanische Bearbeitung (Vorsicht vor zu starker Er-
wirmung!) und Zusitze von Chemikalien bei der Formulierung entscheidend ver-
bessert werden.

Methoden zur Priifung der physikalischen Eigenschaften von Insektiziden wur-
den durch das “Chemical Pesticides Analytical Committee“ (CPAC) ausgearbeitet
und in den “FAO Plant Protection Bulletin® veréffentlicht. Diese Techniken sind
auch anwendbar auf mikrobiologische Priparate wie B. thuringiensis, wobei die
Bestimmung der Sporenzahl und/oder des Toxingehalts {mittels Biotest) im Uber-
stand oder im Riickstand als Indikator dienen kann, falls volumetrische oder gravi-
metrische Messungen nicht zu brauchbaren Ergebnissen fihren.

B. thuringiensis-Priparate konnen als Flissigheit (z. B. stabilisierte O1-Wasser-
Emulsion} oder als Pulver formuliert werden. Ihre Anwendungsformen in der
Praxis sind Spritzbriihen (hergestellt am Einsatzort durch Suspension eines
Spritzpulvers (weitable powder) oder Verdiinnung eines fliissigen Spritzmitzels
{flowable) in Wasser) bzw. (anwendungsfertig gelieferter) Haftstaub (dust).

c) Stabilitidy

Es ist bekannt {Steinhaus 1960, Heitor 1961), daB Trocken-Priparate
von B. thuringiensis iiber 10 Jahre lang haltbar sind. Neuerdings hat Burger-
jon (1966) den Verlauf des Wirkungstiters beim Standard-Priparat E-61 ver-
folgt und dabei innerhalb von 5 Jahren keine signifikante Anderung feststellen



73

kénnen. Wichtig ist in jedem Falle eine kiihle und trockene Lagerung des Pripa-
rates und Schutz vor Inaktivierung durch Chemikalien oder Strahlung {s.S. 10}.
Uber die Stabilitit von fliissigen Priiparaten liegen allerdings noch keine so lang-
fristigen Beeobachtungen vor.

Zusammenfassung

Die Produktion von B. thuringiensis-Priparaten erfolgt heute meist im Tank-
Verfahren {Abb. 5), und zwar in einfachen kiinstlichen Nihrmedien bei reichlicher
Beliiftung. Die Wah! des Nahrsubstrates beeinflut die bielogische Qualitit (Toxi-
zitit) des Fermentationsgutes. — Durch den Formulierungsprozefl wird das Pri-
parat auf eine bestimmte hiologische Aktivitdt (Titer) eingestellt und seine phy-
sikalischen Eigenschaften (Homogenitit, Suspendierbarkeit, Netzfihigkeit, Haft-
fihigkeit usw.) verbessert. Geeignet aufbereitete und gelagerte Priparate sind
lange (10 Jahre) halthar.

2. Zulassung, Anerkennung und Kennzeichnung

Die Kommission fiir Insektenpathologie der O.1.L.B.Y) hat 1964 eine weltweite
Umfrage angestellt, um eine Ubersicht dariiber zu gewinnen, wie die Zulassung
von bakterienhaltigen Schidlingsbekdmpfungsmitteln in verschiedenen Staaten ge-
regelt ist.

In der Bundesrepublik Deutschland besteht z. Z. weder ein Zulassungs- noch
ein Anerkennungszwang fiir Pflanzenschutzmittel (s. aber D 1). Das in Vorberei-
tung befindliche neune Pflanzenschutzgesetz, das neben der Sicherstellung eines
umfassenden Pflanzenschutzes auch einen verbesserten Schutz der Gesundheit von
Mensch, Haustier und Biozinose gewihrleisten soll, wird jedoch klare Vorschrif-
ten iiber die Kennzeichnung von Pflanzenschutzmitteln sowie eine amtliche Prii-
fung und Zulassung enthalten (Leib 1965).

Gegenwiirtig wird eine Anerkennung fiir B. thuringiensis-Priparate von der
Biologischen Bundesanstalt dann ausgesprochen, wenn die biclogische Wirksam-
keitspriiffung (Ver- und Hauptpriifung) mit Erfolg durchgefiihrt, die Unschdd-
lichkeit des Prédparates durch eine amtliche Prifung erwiesen ist, und wenn der
Hersteller sich zu folgenden Auflagen verpflichtet:

1. das Priparat nur aus Reinkulturen von B. thuringiensis herzustellen, die frei
sind von siugerpathogenen Mikroorganismen,

2. das Priparat stets von gleicher Wirksamkeit und mit einem gleichbleibenden
Mindest- und Hbochstgehalt an Sporen je Gramm Priparat herzustellen,

3. das Priparat nur in der anerkannten Konzentration und Aufwandmenge und
gegen die in die Anerkennung einbezogenen Schidlinge zu empfehlen.

Die fiir ein Anerkennungsverfahren wichtigen Vorprafungen des Priparates
bestehen demnach im wesentlichen aus den unter E angefithrten Tests (vgl.
S. 59 ).

a) Feststellung der Sporen buw. Keimzahl

by Pritfung auf Identitiit bzw. Ausséhluli von Fremdkeimen

¢} Priifung auf Hauptwirkung gegeniiber Modell-Insekten

d) Feststellung der Unschiddlichkeit (gegeniiber Siugern und Bienen).

Die Hauptpriifung selbst wird, wie bei anderen Pflanzenschutzmitteln, unter
praxisnahen Bedingungen durchgefiihrt. In Ermangelung besserer Methoden wer-
den hierbei die B. thuringiensis-Priparate in threr Wirkung mit chemischen

1) Internationale Organisatien fiir Biologische Schidlingshekémpfung (= Organisation inter-
national de lutte biologique).



T4

Insektiziden (z. B. DDT) verglichen, d. h. also nicht unter Verwendung eines ho-
mologen, sondern eines heteroiogen Standards. Dabei sind allerdings noch spe-
zielle Malistibe anzulegen, die sich aus den giinstigen Eigenschaften des B. thu-
ringlensis ergeben: Nittzlings-Schonung (Blitenspritzung miglich), gesundheit-
liche Unbedenklichkeit {keine Karenzzeiten vor der Ernis}, keine Férderung poly-
valenter Insektizid-Resistenz, usw.

Es soll angestrebt werden, dafl die Hersteller von B. thuringiensis-Priparaten
alle wichtigen Daten hinsichtlich Wirksamkeit und Unbedenklichkeit in ein Zerti-
fikat aufnehmen, dag gleichzeitig zur Kennzeichnung des betreffenden Priparates
dienen kann. Burges (1966} hat ein Formular entworfen, das diese Bestre-
bungen beriicksichtigt:

Abb. 6. Formular zur Kennzeichnung von technischen Priiparaten ven B. thuringiensis
(Entwarf von Burges 1966, geindert)

Hersteller . . . . . ... ... ... ... ..
Handelsbezeichnung .. ......

Charge . .. ... ... ...

Datum . . . . ... .. .. ..
Wirksamer Bestandteil: Bacllus thuringiensis Serotyp . . .
. . . Einheiten Sporen-Endotoxin-Wirkung *) /g (Testinsekt . .
. . . Einheiten Exotoxin-Wirkung *) /g {Testinsekt . . .)

. . . . Sporen/g

#) Verglichen mii dem homologen Internationslen Standardpriparst gleich 100 Toxin.
Einheiten/g,

Das Priparat enthilt keine Fremdkeime. Es ist im Miusetest gepriift und
harmlos fiir Singetiere. Es ist ungefihriich fiir Bienen in den angegebenen

Aufwandmengen.
Empfohlene Aufwandmengen
... . kgha gegen . . . .. ... {10 “oiges Stiiubemittel)
.1 /ha gegen . ... ..., in 0,2 Y%iger Suspension
{Spritzmittel)

3. Grundlagen der Anwendung

aj Die Pridparate

Die Mehrzahl der Handels-Priparate von B. thuringiensis hat die var. fhu-
ringiensis zur Basis. Lediglich zwei in der UdSSR hergestellte Priiparate und
eines aus den USA gehen von anderen Varietiten aus. Die wichtigsten Priparate
sind in Tab. 8 aufgefiihrt.
b} Anwendung gegen Lepidopteren-Larven

Die Qualitétstypen I und 1T von B. thuringiensis-Priparaten enthalten den ge-
gen Lepidopteren wirkenden Speren-Endotoxin-Komplex. Da dieser gewissermaBen
als Fraflgift wirkt, kann er nur gegeniiber solchen Raupen verwendet werden, bei
denen die entsprechenden physiologischen Vorausetzungen fiir eine Bekimpfung
mittels Frafigiften gegeben sind. Es ist daher wenig sinnvoll, B. thuringiensis
gegen minigrende Haupen einzusetzen, da diese beim Einbohren im allgemeinen
nicht genifigend Bakterien aufnehmen oder gegen Raupen und Imagines. Die Liste
der empfindiichen Lepidopteren umfaBte 1960 etwa 100 Arten (vgl. Krieg
1961). Ihre Zahl hat sich bis heute auf stwa 150 erhohi. Wichtig diirfte auch
der Hinweis sein, dall viele Noctuiden gegeniiber dem Sporen-Endotoxin-Kom-
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plex villig unempfindlich sind wie z. B. Barathra brassicae, Agrotis ypsilon, Agro-
tis segetum, Peridroma soucia, Feltia subterranea, Pseudaletia unipuncta (M ar -
touret 1961, White and Briggs 1964).

Wichtig fiir die Beurteilung des Behandlungserfolges ist auch, dafl die meisten
der empfindlichen Raupen erst nach einer gewissen Zeit, meist 1--5 Tagen (oder
noch spiter), eingehen. Trotzdem tritt jedoch bereits wenige Stunden (meist 8-+24)
nach der Aufnahme der todlichen Dosis ein Frafistop ein, so dafl der Schaden
bei empfindlichen Arten trotz der etwas lingeren Absterbezeit letstlich gering
bleibt.

Tab. §. [bersicht iiber im technischen Maflstab erzeugte Priparate von
Bacillus thuringiensis

i ‘ Qualizits- Zubersi-
Bezeichnung | Hersteller i Typ Serotyp | 10%Sp/g :  tungl)
Agritol | Merck & Co. oo 1t e we
| Rahway, 1 :
¢ N.J.—TUBA
Bactospeine Lab. Roger-Belion 11l 1 25 WP
Neuilly s. Seine —
RF :
Bacthane L—69 Rohm & Hass ? 11 1 ©75 WP
. Philadelphia.
| Pa. — USA : ] D
Bathurin . Chemapol/Bickrma ~ I/11 1 t250 WP
| Prag — CSSR :
Biospor 2802 . Farbwerke Hoechst . 1/II 1 : 70 wp
- Frankfurt/M. — : ;
i BRD | : : 7 D
Biotrol BTB ¢ Nutrilite : 11 1 : 25 wp
i Products Ine, 2.5 D
 Buena Park,
| Calif. — USA : ‘ ‘
Dendrobazillin {Allruss. Inst £ : 1 48 b 3.5 WP
! Veterindrvirclogie) | ‘
i Moskau — UdSSR |
Entobakterin 3 {Allruss. Inst. ; I 5 70 WP
i f. Pilanzenschutz)
i Leningrad — UdSSR :
Parasporine : Grain Process. Corp. i 1 : 50 WP
i Museatine, ; 16 WP
i Iowa — USA : ‘ ;
Plartibac " Procida f i1 1 50 wp
. Paris — RF :
Thuricide . Bioferm Corp. R 7 1 1 30 wp
¢ Waseo, Calif. — USA 5 D
Thuricide 90 TS © Bioferm Corp. I 5 30 F

B . Waseo, Calif. — USA
1} WP = (wettable powder) Spritzmittel fest
¥ = (flowable} Spritzmiitel fissig
D = {dust} Stiubemittel
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Wie bereits erwihnt, ist (ihnlich wie bei chemischen Insektiziden) bei B. thu-
ringiensis die Toleranz der Raupen vom Entwicklungsstadium in der Weise ab-
hingig, dafi mit zunehmendem Alter bzw. Gewicht ihre Empfindlichkeit abnimmt.
Bei relativ unempfindlichen Wirten empfichlt es sich daher, das Substrat zu
behandeln, auf das die Eiablage erfolgt, so daf der Bazillus durch die besonders
anfilligen Eiraupen aufgenommen wird. Dieses Vorgehen bewiihrt sich speziell bei
bestimmten Vorratsschidlingen (Wachsmotten, Mehlmotien}, wie im folgenden
ausgefiihrt.

Eine besondere Bedeutung gewinnt B. thuringiensis fiir die Bekampfung von
Wachsmotten (Galleria mellonella, Achroia grisella), da der Sporen-Endotoxin-
Komplex spezifisch auf Lepidopteren wirkt und fiir Bienen ungefdhrlich ist. Erste
erfolgreiche Versuche wurden von Krieg uad Franz (1959) an der Grofen
Wachsmotte (Gallerin mellonella) durchgefithet. Weitere Ergebnisse liegen an
dem gleichen Wirt vor von Isakova (1964), Johansen (1962), Morri-
son und Perron (1963}, Martouret und Euverte (1964}, Herfs
(1964), Burges und Cammel {1865 a), Vankova (1966 a) und Kuli-
kov (1966). Uber die Empfindlichkeit auch der Kleinen Wachsmotte (Achroia gri-
sella) berichteten Heitor {1962) sowie v. d. Laan und Wassink (1964).
Als Applikations-Methoden kommen in Frage: Bestiiuben, Bespriithen, Imprig-
nieren und schlieBlich Einschmelzen in das Wachs der Waben. Nach Johansen
kann durch Impriignierung von Waben mit einer 0,2 %sigen Suspension eine Mor-
talitit von 100 % erzielt werden.

Uber die Bekiimpfung von Mehlmotten (Anagasta kiihniella, Plodia interpunc-
telle u. a) liegen eine ganze Reihe von Arbeiten vor, beginnnend mit den grund-
legenden Arbeiten von Berliner (1915) und Mattes {1927) bis zu den neun-
eren Arbeiten von Golebiowska (1964), Yamvrias (1962), Krieg
(1964b), v. d. Laanund Wassink (1964) sowie Burges (1964). Nach diesen
Untersuchungen geniigt eine 0,2--0,3%vige Zumischung von B. thuringiensis zum
Mehl, um eine 100 %oige Mortalitit der hochempfindlichen Eiraupen zu erreichen.

Uber die Erfolgsaussichten der Anwendung von B. thuringiensis in Form eines
Sporen-Endotoxin-Komplexes (Industriepriparate) in der Land- und Forstwirt-
schaft berichteten zusammenfassend Krieg (1961), Hall (1963), Vankova
(1964), Franz und Krieg (1967).

Wichtige Arbeiten in den USA verdffentlichten: Hall und Andres (19593,
Mc¢E wen und Mitarb. (1960), Hallund Stern (1962}, Creighton und
Mitarb. (1964), Begg (1964), Doane (1966), Jaques {1965), Oatman
(1965). Uber die in der UdSSR gemachten Frfahrungen berichteten u. 2. 3 v e -
cova (1959b), Leskova (1960), Talalaev (1963}, Gukasjan
(1963), Fedorinc¢ik (1964 a,b), Komj agin und Mitarb. (1965).

Speziellere Ergebnisse publizierten in Europa u.a. Martouret {1959},
Androic (1961), Krieg und Schmidt (1962), Vancovs (19623,
Fankhinel (1962), v.d. Laan und Wassink {1962}, Martouret
und Mitaire (1963), Herfs (19654), Kiithe (1965), Szmidtund §1i-
zinski (1965), Franz und Mitarh. (1967).

Nach Labor- und/oder Freilandversuchen erwiesen sich u. a. folgende in Europa
heimische land- und forstwirtschaftliche Schidlinge als empfindlich gegeniiber
dem Sporen-Endotoxin-Komplex von B. thuringiensis {vgl. auch Krieg 1961}:
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a) im Forst:

Eichenwickler (Tortriz viridana), Kleiner Frostspanner (Operophtera{syn. Chei-
matobia} brumata), GroBer Frostspanner (Hibernia [syn. Erannis] defoliaria).
Ringelspinner {Malacosoma neustria), Prozesssionsspinner ( Thawmetopoea proces-
sionea, Thaumetopoea pityocampa), Buchenrotschwanz (Dasychira pudibunda).

by im Obstbau:

Gespinstmotten (Hyponomeuta spp.), BaumweiBling (Aporia crataegi}, Frost-
spanner, Ringelspinner, Goldafter (Ewproctis chrysorrhoea [syn. Nygmia phaeor-
rhoea]), WeiBer Birenspinner (Hyphaniria cunea), Knospenwickler (Tmetocera
ocellana, Argyroploce variegana), Schwammspinner (Lymantria dispar).

¢) im Feldbau:

Rapsweifiling (Pieris rapae), KohlweiBling (Pieris brassicae), Kohlschabe (Plu-
tella maculipennis}).

Die Dosis fiir die Anwendung von Spritzmitteln (entsprechend 100--150 X 10
Sporen/g) in der Landwirtschaft betrégt z. B. 12 kgtha; bel einer 0,2 S/vigen
Suspension in Wasser bedeutet das eine Aufwandmenge von 5001000 }/ha.
Bei Flugzeug-Besprithungen im Forst ist die $konomische Aufwandmenge auf
30100 I/ha begrenzt. Deshalb empfiehlt sich eine Konzentration des Spritz-
mittels von 3--1%, um wieder auf eine Dosis von 12 kg/ha za kommen. Bei
Verwendung von 10 %eigen Stiubemitteln rechnet man mit 20 kg/ha. — Auf diese
Weise betriigt unter der Voraussetzung von 100--150 X 109 Sporen/g Priparat
die Belagsdichte 200300 X 102 Sporen/ha oder 200300 X 10* Sporen/cm?.
Das ist pro em? etwa die 100fache perorale Dsy fiir normal empfindliche Raupen.

Zur Erfolgskontrolle bei BekimpfungsmafBnahmen gegen Insekten in der Land-
und Forstwirtschaft stehen verschiedene Kriterien zur Verfigung: Mortalitit bzw,
Restbefall (Zahl der toten bzw. lebenden Raupen z. B. in 50 Blatthiischeln) oder
Erfassung der (von den zu Imagines weiterentwickelten Tieren abgelegten) Ei-
massen, Kotfall (Gewicht oder Anzahl der Kotkriimel pro Fiicheneinheit), Boni-
tierung der Restbelaubung {nach subjektiven Gitteklassen). Zur Bestimmung des
Wirkungsgrades auf der Versuchsfliche nach Mortalitit bzw. Restbefall, bezogen
auf die Verhiltnisse auf einer unbehandelten Null-Fliche, wird meist die sog.
Forme! nach Abbott oder eine entsprechende Modifikation benutzt, um die
wechselnde Anzahl von Schidlingen (z B. infolge natiirlicher Sterblichkeit) im
unbehandelten Kontrollgebiet wihrend der Versuchszeit zu beriicksichtigen. Uber
die Grenzen der A b b o t £- Korrektur im allgemeinen liegt eine Arbeit von Wie-
gand (1967) vor und hinsichtlich ihrer Anwendung auf Probleme der Erfolgs-
kontrolle von biologischen Bekimpfungsversuchen hat Franz (1967 b} berichtet.

Soweit gelegentliche MiBerfolge bei der Anwendung von B. thuringiensis-Pri-
paraten im Freiland auftraten, so sind diese meist zuriickzufihren auf {(a} un-
sachgemife Anwendung (Zeitpunkt!), (b) auf Verwendung gegen nicht frei fres-
sende bzw. unempfindliche Schidlinge oder (c) auf technische Mingel der Pri-
parate {s. u.}. — Auch die Temperatur spielt eine nicht zu unterschitzende Rolle.
Nach Fedorin&ik {1964 b sollte man bei Temperaturen unter 15° C in der
FraBperiode nicht mit B. thuringiensis arbeiten. Die beste Wirkung wird bei
20--30° C erzielt. Ein gewisser Ausgleich suboptimaler Temperaturen kann durch
Hiherdosierung erreicht werden. So empfiehlt Fedorin&ik fir noérdlichere
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Gegenden (der UdSSR) mittlere Konzentration bis 1%, dagegen fiir siidlichere
Regionen (der UdSSR} Konzentrationen bis herab zu 0,1 %e.

Zu MiBerfolgen durch Unterdosierungen kann es dadurch kommen, da8 Spritez-
mittel schnell sedimentieren: Das Préparat setzt sich im Tank des Spritzappa-
rates ab, und ausgebracht wird eine verdiinnte Suspension. H e r f s hat hieritber
kiirzlich (1966) anhand von Beispielen eingehender berichtet. Zur groben Beur-
teilung von B. thuringiensis-Priparaten als Spritzmittel kann man einen ein-
fachen Sedimentationsversuch (vgl. Herfs und Krieg 1963) anstellen. Ge-
navere Unterlagen liefern die unter Standardbedingungen ermittelten physika-
lischen Konstanten (s. $. 72). — Eine andere Ursache mangeinder Wirksamkeit
kann in der zu geringen Netz- oder Haftfihigkeit von Priparaten liegen. Im
ersten Falle wird der notwendige Kontaminationsgrad erst gar nicht erreicht. Im
zweiten Fall wird das aufgebrachte Material zu schnell wieder verdiinnt.

Schwebefihigheit, Netzfihigkeit und Haftfihigkeit sind physikalische Eigen-
schaften, die zwar schon dem Fermentationsgut zukommen, aber erst beim For-
mulierungsprozel auf ihren endgiiltigen Wert eingestellt werden (s. 8.72). Unter
Beriicksichtigung der Frafigift-Wirkung sollten die Priparate so formuliert wer-
den, daB vorschriftsmiflig aufgebrachte Beldge mindestens eine Woche lang wirk-
sam bleiben. Priifung auf Netz- und Haftfihigkeit kinnen mittels mikrobiologi-
scher Tests oder Biotests als Indikator durchgefithrt werden. Spezielle Unter-
suchungen zu diesem Problem im Zusammenhang mit Riickstands-Untersuchungen
liegen von Heoltmann (1960) und im Zusammenhang mit der praktischen
Anwendung von Burgerjon (1964) vor. Burgerjon verglich die Haft-
fahighkeit von Stéubemitteln mit der ven Spritzmitteln auf der Basis des Sporen-
Endotoxin-Komplexes. Bereits 22 mm Regen bewirkten eine starke Reduktion der
Wirksamkeit auf bestdubten Blittern, wilhrend selbst 54 mm Regen noch keinerlei
Einfluf auf gespritzte Blitter hatte.

Wiihrend im allgemeinen empfohlen wird, angeriihrte Spritzbrithen moglichst
umgehend zu verwenden, um einem Wirkungsabfall vorzubeugen, konnten jedoch
R a un und Mitarb. (1966) zeigen, daf} im Kiihlschrank iiher Monate aufbewahrte
Spritzbrithen eine zunehmende Toxizitit gegeniiber Spodoptera frugiperda-Raupen
zeigten. Die Toxizititszunahme bleibt an die festen Bestandteile gebunden und
war nicht im Uberstand nachweisbar.

Bei Anwendung von B. thuringiensis gegeniiber Schiidlingen in der Land- und
Forstwirtschaft bestehen zum Teil groBe Differenzen zwischen den Ergebnissen
von Labor- und Feldversuchen, Bei Franz und Mitarh. {1967) findet sich eine
Analyse der Faktoren, die solche Diskrepanzen verursachen konnen: Differente
Temperaturverhiltnisse, Behandlungsunterschiede (die sich in Dosisunterschieden
am Wirkungsort manifestieren) und , Verdiinnung® der Beldge auf dem wachsen-
den Substrat {Knospen, Blitter).

Auch an eine inaktivierende Wirkung durch Chemikalien ist beim Einsatz von
B. thuringlensis-Priparaten zu denken: Sie kann z. B. ven dem zur Herstellung
von Spritzbrithen verwendeten Wasser ausgehen. Bestimmte Ionen {Fe, Cu, Al)
kinner schidlich auf den Bazillus wirken. Unvergleichbar stirker ist jedoch der
Effekt von Oxydantien, z. B, Ozon oder freiem Chlor (bzw. Hypochlorit), wie sie
zur Leitungswasser-Desinfektion beniitzt werden: Diese Mittel greifen Sporen und
Endotoxin-Kristalle an. SchlieBlich kénnen sich noch pH-Werte > 7.5 nachteilig
auf die Persistenz der Endotoxinkristalle suswirken.
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Nach Untersuchungen von Cantwell und Franklin {1966) werden im
direkten Sonnenlicht nahezu 50 %o der Sporen von B. thuringiensis nach 30 min
Exposition inaktiviert und 80 % nach 60 min Exposition. Soweit lebende Bazillen
als Erreger (und nicht nur das Endotoxin) an der Wirkung beteiligt sind, ist es
durchans moglich, daB auch ein Teil der Erfolgs-Differenzen zwischen Labortests
und Freilandversuchen einer durch sclare UV-Strahlung bedingten Inaktivierung
von B. thuringiensis-Sporen zuzuschreiben ist. — Bereits Yamvrias (1962)
heschrieb eine reduzierte Wirkung von B. thuringiensis auf Anagasia kilhniella
nach UV-Bestrahlung. Neuerdings berichten Raun und Mitarb. (1966) nach
72stiindiger UV-Bestrahlung ven B. thuringiensis iber eine vollstindige Auf-
hebung der Pathogenitit gegeniiber Ostrinia nubilalis und Spodoptera frugiperda.
Nach dieser Bestrahlungszeit waren keine lebensfihigen Speren mehr nachweis-
bar. — Sonnenbestrahlung bringt jedoch auller UV auch einen Temperaturanstieg.
Beide wirken offenbar entgegengesetzt: Hohe Temperatur im Feld bedingt eine
hohe FraBintensitit und damit eine verringerte Exposition des Balkteriums gegen-
iiber dem schidlichen UV.

¢) Infektionen nicht-larvaler Stadien von
Lepidopteren; Vektoren; Epizootien

Neben den toxischen Wirkungen des B. thuringiensis wird seine infektiése Na-
tur gern iibersehen. Es sollte aber nicht vergessen werden, dali der Bazillus im-
mer wieder als Erreger von Epizootien aus Insekten isoliert wurde, erstmals aus
Raupen von Anagasta kihnielle und Bombyz mori. — Im Zusammenhang mit
B. thuringiensis-bedingten Epizootien spielt die Art der Ubertragung eine wich-
tige Rolle. Normalerweise wird B. thuringiensis von Individuum zu Individuam
horizontal fibertragen. Das Infektionsmaterial stammt dabei von Faeces infizierter
Raupen oder deren zersetzter Leichen und wird peroral aufgenommen. Trotzdem
ist gelegentlich die Frage gestellt worden, ob nicht auch eine vertikale Ubertragung
von Generation zu Generation existiere, derart, dal B. thuringiensis von den
Eltern auf die Nachkommen z. B. via ovo weitergegeben wird. Speziell Touma -
noff (1960) nahm auf Grund von Beobachtungen an infizierten Bombyx mori-
Populationen eine solche vertikale Ubertragung an.

Krieg {(1963) fand in infizierten Populationen von dnagaste kithniella stets
einen gewissen Prozentsatz von Eiern #uBerlich infiziert. Burges und Cam -
mell {1965 b) gelang es durch Waschen in Formalin oder Hypochlorit sclche
Eier wirksam zu desinfizieren. Sie konaten auf diese Weise eine Ubertragung von
B. thuringiensis durch innerlich infizierte Eier ausschlielen. '

Beobachtete {ibertragungen von Generation zu Generation, besonders in In-
sektarien, diirften daher fast ausschlieBlich durch #uflierliche Kontamination er-
folgen.

Norris {1961) fand eine inapparente Verseuchung bei Laborstimmen von
Galleria mellonella und isolierte wiederholt B. thuringiensis aus Faeces von
Raupen, die keinerlel Anzeichen einer Krankheit erkeanen lieflen. Neuerdings
berichteten B uch e r und Mitarh. (1966) iiber eine latente B. thuringiensis-In-
fektion in Zuchten der Wachsmotte Vitula edmandsge. Die geringe Keimdichte
verhindert hier die Anwendung von Routinemethoden zum kulturellen Nachweis
von B. thuringiensis in den Zuchten. Jedoch zeigt das gelegentliche plétzliche
Auftreten von Bazillus-Toten die Verseuchung der Zuchten an. Eg konnte gezeigt
werden, daB Imagines aus latent infizierten Zuchten dulierlich mit Sporen infiziert
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sind und somit als ,,carrier” zu betrachten sind. Der ,carrier”-Status von Tieren
mit inapparenter Infektion, bei denen sich ein Gleichgewichtszustand zwischen Wirt
und Erreger eingestellt hat, kann sowohl fiir die Ausbreitung der Infektion als
auch speziell fiir eine Ubertragung von Generation zu Generation bei nicht-syn-
chronisierter Entwicklung der Wirte von Bedeutung sein.

Auck zu der Frage, ob B. thuringiensis mechanisch durch Vektoren verbreitet
werden kann, liegen bereits einige Beobachtungen vor. Erste Erfolge in diesem
Zusammenhang erzielte Toumano£f (1959). lhm gelang der Nachweis, daf
die Braconide Apanteles glomeratus B. thuringiensis auf Pieris brassicae iiber-
trigt. — Auch Isakova (1965) stelite erfolgreiche Ubertragungsversuche mit
Parasiten an: Den Parasiten wurden mit B. . var. galleriae infizierte und gesunde
Raupen nacheinander angeboten. Als Parasiten verwendete sie Ageniaspis
fuscicollis, Angitia fenestralis, Anilastus ebeninus, Apanteles glomeratus, Me-
teorus wersicolor, Microplitis tuberculifera, Pimpla instigator, Pteromalus pu-
parum, Theronia atalantae, als Wirtstiere Pieris brassicae, Pieris rapae, Barathra
brassicae und Plutella maculipennis. Die Ubertragungsrate betrug in den Labor-
versuchen 5080 %u. B.{. var. gallerige erwies sich gegeniiber allen gepriiften
Parasiten als unschidlich. — Kurstak (1964) untersuchte eingehend die Uber-
tragung von B. thuringiensis auf Anagasta kithniella durch die Ichneumonide Ne-
merilis canescens. Er fand dabei einerseits, daB8 B. thuringiensis keinen Einfluf
auf die Lebensdauer von Imagines dieses Parasiten hat. Andererseits wirkte sich
aber die Vektor-Eigenschaft fiir den Parasiten gelegentlich ungiinstig aus; nim-
lick dann, wenn seine Eier und Larven sich in der Wirtslarve nicht mehr weiter-
entwickeln konnten, weil diese an B. thuringiensis starben. Dessen ungeachtet
kann nach Flanders und Hall (1965) durch das Zusammenwirken von
Schlupfwespe (N. canescens) und B. thuringiensis eine dichteabhiingige Epizootie
bei Anagasta Kkiihniella induziert werden, selbst dann, wenn B. thuringiensis
unter ungiinstigen Verhiltnissen (2. B. infolge zu geringer Empfindlichkeit der
Wirtspopulation) allein nicht wirtsregulativ wirken kann. Die Ubertragung von
B. thuringiensis durch N. canescens wird dadurch gefordert, dafl der Ovipositor
hei der Suche nach Wirten offen getragen wird und so mit Sporen im Substrat
in Berilhrung kommen kann (Kurstak 1964).

B. thuringiensis wirkt vor allem pathogen gegen Larvenstadien. Es sind jedoch
auch Infelstionen und Schadigungen postlarvaler Stadien bekannt, inshbesondere,
wenn die Larven mit einer subletalen Dosis infiziert worden sind. Als Folge einer
inapparenten Verseuchung (Kriepg unpubl.) oder einer subletalen Infektion
(Yamvrias 1962, Matter 1966) mit B. thuringiensis, beobachtet man
speziell bei Anagastn kiihniella eine Verlingerung der Entwicklungszeit, Abster-
hen im Puppen- oder Imaginalstadium, MiBbildung von Puppen oder Imagines,
Reduktion der Fertilitit, Reduktion der Schliipfprozente und physiologische
Schwichung der Folgegeneration. Bei Selektionsexperimenten mit B. thuringiensis
an Plutelle maculipennis wurde ebenfalls von Sieker und Krieg (unpubl.)
Reduktion von KérpergroBle und Fertilitit in den Folgegenerationen festgestellt.
Ahnliche Beobachtungen liegen bei anderen Arten vor. So berichteten O a t m a rt
und Legner (1964) tber eine verszigerte Entwicklung, eine hohe Mortalitit
wihrend der Uberwinterungsphase und eine Schwiichung der Folgegeneration bei
Spilonota ocellana nach einer B. thuringiensis-Behandiung im Freiland. Tala -
laev (1958) und Tjumenzev (1963) fanden, daB als Altraupen infizierte
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Dendrolimus sibiricus als Puppen starben. — SchlieBlich beschrieb Angus {1965)
dhnliche Verhiltnisse bel Malacosoma dissiria, Sarrothripus cinereana und Nym-
phalis antiopa, Klein und Lewis (1966) bei Chorisioneura fumiferana und
Bucher und Mitarb. (1966) bei Vitula edmandsae. Solche im postlarvalen Sta-
dium gestorbenen Lepidopteren erwiesen sich als hochgradig mit B. thuringiensis
infiziert, so dafB sie in der Natur als Bazillen-Reservoir wirken konnen.

Nach Talalaev (1958, 1959, 1961, 1963) soll es durchaus méglich sein,
durch Applikation von B. thuringiensis im Freiland auch Epizootien kiinstlich
zu erzeugen, speziell bel Dendrolimus sibiricus. Die riumliche Aushreitung und
der zeitliche Forthestand der Seuche soll dabei auf dreierlei Weise zustande kom-
men: (1) dadurch, daB tote Altlarven oder Puppen in den Gespinsten hiingen-
bleiben und so als Bazillen-Reservoire wirken, (2} daB infizierte Raupen iiber-
wintern und fiir die Folgegeneration zur Infektionsquelle werden, (3) daB konta-
minierte Falter den Bazillug iiber grifere Stredken verbreiten heifen. — Aus-
gehend von dieser Uberzeugung empfahl Talalaev, die Arvenbestinde in Sibi-
rien und im I'ernen Osten der UdSSR (die zwischen 1853 und 1956 in einer
Ausdehnung von iiber 5 Mio. ha von einer D. sibiricus-Kalamitit betroffen wor-
den waren), in Zukunft wie folgt zu bekdmpfen: Am Ende des Sommers von
Zwischenflugjahren werden die gefihrdeten Bestinde mit einem geeigneten B. thu-
ringiensis-Priparat (Dendrobazillineder Entobakterin) nur strei-
fenweige (mit Intervallen von 100--300 m) behandels. Frwartet wird, daB der Ba-
zillus eine kiinstliche Epizootie hervorrufi und sich auf diese Weise die Behand-
Tungsliicken von sellst schlieBen (vgl. auch Kulagin i Lebedeva 1965).
Indessen konnten Vorondéichina und Poltev (1964) keine induzierten
Epizootien nach Behandlung mit B.%. var. dendrolimus und B. £. var. galleriae bei
D. sibiricus nachweisen. Um die Brauchbarkeit der Streifenmethode nach Tala -
laev zu erproben, wurde bereits 1961 von der Hauptverwaltung fiir Forstwirt-
schaft und Forstschutz der RSFSR im Juni 1961 eine Staatliche Priifungskom-
mission unter Prof. A. A. Cimek eingesetzt. Auf Grund ausgedehnter Unter-
suchungen (Komjagin etal. 1965) kam die Kommission zu der SchlufB3-
folgerung, dafl das Setzen von Infektionsherden nicht empfohlen werden kann,
da die Erzeugung einer kiinstlichen Epizootie experimentell nicht verifizierbar
war. Bisher stehen sich somit die Ansichten der verschiedenen Bearbeiter nodh
diametral gegeniiber. Iis wird sich zeigen, ob auch im Falle der Bekiimpfung von
D. sibiricus mit B. thuringiensis in den Flug- und Frafl-Jahren eine totale Be-
handlung durchzufithren sein wird, wie sie bei anderen Lepidopteren iiblich ist.

Fiir das Uberleben von B. thuringiensis ist die Frage der Persistenz in einem
Wirt nicht so entscheidend wie bei monovalenten bzw. obligaten Pathogenen, da
der Bazillus nicht nur ein relativ weites Wirtsspektrum besitzt, sondern auch
eine saprophytische Phase und schlieBlidh in den Sporen noch eine Dauerform.

Bemerkenswert ist, dall B. thuringiensis nicht nur in Lepidopteren vorkommt,
sondern auch aus Homopteren (Cicade plebein), aus Hymenopteren (Pristiphora
erichsonii), aus Coleopteren (Melolontha melolontha) und sogar aus Nichi-Insek-
ten isoliert werden konnte. Da sich diese Tiere gegeniiher B. thuringiensis weit-
gehend refrektir verhalten, kinnen sie als Vektoren oder Reservoire dienen.

B. t.var. thuringiensis ist fast iiber die ganze Erde verbreitet. Andere Varietiien
scheiren auf ganz bestimmte Regionen beschrinkt zu sein, so z. B. var. alesti und
var. gallerige auf Zentraleuropa und Westasien. Die var. soffo / dendrolimus-

3
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Gruppe scheint nur in Zentral- vnd Ostasien vorzukommen und die var. kenyae
nur in Sidafrika. Stimme der var. enfomocidus ohne Befdhigung zur Acetyl-
methylearbinol-Produktion sind bisher nur aus Nordamerika bekannt; in Europa
hingegen wurden bisher nur Acetylmethylcarbinel-positive Stiimme dieser Va-
rietit isoliert (Norris and Burges 1965). Die var, aizawal kommt aicht nur
in Ostasien {Japan) vor, sondern auch in Europa (K rieg, unpubl). Uber die
Verbreitung der Varietiten morrisons (erstmals isoliert in Schottland), folworthi
{erstinals isoliert in England) und caucasicus (erstmals isoliert in Armenien) ist
noch nichts Niheres bekanni. Weitere ingektenpathogene Kristallbildner, die
B. thuringiensis zugerechnet werden miissen, wurden kiirzlich in der UdSSR iso-
liert: Bacillus tuviensis und Bacillus insectus. In Australien konnte trotz eifrigen
Suchens B. thuringiensis noch nicht gefunden werden. — Diese Zonierung der
natiirlichen Verbreitung ist aber heute durch die weltweite Anwendung bestimmter
Varietiten, speziell der var. thuringiensis, zu Zwecken der mikrobiologischen Be-
kdmpfung bereits durchbrochen.

d) Anwendung gegen Nicht-Lepidopteren?)

Es ist bekannt, daB manche technischen Zubereitungen von B. fhuringiensis
(sog. Qualitiitstyp 11) Exotoxin enthalten und deshalb eine iiber den Wirkungs-
kreis der Lepidopteren hinausgehende Wirkung hesitzen. Trotzdem verwendste
man bisher Exotoxin-haltige Priparate noch nicht in gréferem Malistabe, auch
nicht gegen jene Lepidoepteren, die gich gegen den Sporen-Endotoxin-Komplex
unempfindlich verhalten. Die Hauptschwierigkeit fiir die Verwendung von Exo-
toxin-Lisungen im Pflanzenschutz ist die Tatsache, daB der Wirkstoff wasser-
15stich ist und daher von den Blitiern sehr leicht abgewaschen wird. Untersuchun-
gen iiber die Haftfihigkeit von Exotoxin-Beligen liegen von Burgerjon
(1964) vor. Hiernach geniigen bereits 0,66 mm Regen, um etwa 2/3 des Wirk-
stoffes abzuwaschen, — Bessere Resultate diirften von Zumischungen von Exo-
toxin-haltigen Priiparaten zu einem Substrat zu erwarten sein, z. B. im Vorrats-
schusz oder bei der Bekiunpfung von gewissen human- oder veterindr-medizinisch
wichtigen Insekten.

Vergleichende Laborversuche zur moglichen Anwendung von B. thuringiensis-
Industriepriparaten (Bacthane, Thuricide WP und Biotrol) gegen
Dipteren-Larven Hegen u.a. von Gingrich (1963) vor; Haemalobia irritans
reagierte am empfindlichsten, Stomozys calcitrans am schwiichsten. Anf Musca do-
mestica wirkten die Priparate mitfelstark ein. Die angewandten Desen lagen
zwischen 1-+100mg Priaparat/100 g Rinder-Faeces. — Gingrichund Eschle
{1966) untersuchten die Wirkung eines technischen B. fhuringiensis-Original-Pri-
parates (Bacthane) und die eines wilirigen Extraktes davon auf Haematobia
irrilans-Larven. Die Anwendungsdosen lagen zwischen 0.5 und 4,0 mg Priparat/
100 g Rinder-Faeces, Die Wirkung von Originalpriparat und Extrakt gegeniiber
den Eilarven war nicht signifikant verschieden; die LDgy betrug etwa 1,5 mg
Priparat/100 g Rinder-Faeces. Hiernach handelt es sich hei dem als ,{ly factor®
wirksamen Stoff um Exotoxin, das quantitativ mit Wasser extrahierbar war.

Schon frither wurden pilot-experiments zar ,systemischen” Bekdmpfung von
Musca domestica, in Fikalien mittels B. thuringiensis-Priparaten angestellt.
Dunn {1960) sowie Harveyund Breth our (1960) verfiitterten B. thurin-
giensis-Priparate an Rinder und stellten einen starken Riicdkgang in der Besied-

1y Hinsichtlich der Ungefihrlichkeit vor B. thuringionsis gegenitber Niitzlingen s. 5. 57.
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lung der Fikalien durch Fliegen fest. Als wirksame perorale Dosis nennt Dunn
500 g Priparat’)/Rind/Tag. Abnliche Versuche mit Hiihnern wurden von
Briggs (1960a), Harveyund Brethour (1960), Burns und Mitarb.
(1861} sowie Williams und Pickering (1962) durchgefiihrt. Briggs
gibt als wirlsame perorale Dosis an 3 g Priiparat?)/Huhn/Tag. Borgatti und
Guyer (1963) arbeiteten mit japanischen Wachteln. Bei Zumischung ven 0,77
bis 3,1 % Industriepriparat zom Futter {Thuricide, Biotrol, Agritol,
Bacthane) wurde die Entwicklung von Musca domestica zu 6496 %o unter-
dritickt. Die benutzten Industriepriparate enthielten zwar alle Spoven und Endo-
toxin-Kristalle, doch diirfte ihre Dipteren-Wirksamkeit auf den wedhselnden Ge-
halt an Exotoxin zuriickzufithren sein (Briggs 1960 a). Bei weiteren Versuchen
applizierten Gingrich und Eschle (1966) Rindern 10 g eines Industrie-
praparates (Bacth ane) bzaw. 10 g eines wilirigen Exiraktes peroral und testeten
die Faeces iiber eine Zeitspanne ven 60 Std. auf ihre Wirksamkeit gegeniiber
Eilarven von Haematobin irritans. Dabei zeigte nur das applizierte Gesamtpri-
parat eine bemerkenswerte Toxizitdt (100 % Mortalitit nach 25 Std.}, jedoch
nicht der Extrakt {40 %o Mortalitit nach 25 Std.). Ob das Exotoxin im Darm-
trakt absorbiert oder partiell inaktiviert wurde, ist noch nicht gellart.

Nach LeshovawarEntobakterin-3 im Gegensatz zu den Priparaten
Thuricide und Biotrol gegeniber Musca domestica unwirksam; es ent-
hédlt also keine nennenswerten Mengen Exotoxin.

Bel neueren Untersuchungen verfiitterte Galichet (1866) 24fach konzen-
trierte exotoxinhaltige Kulturfliissigkeit (Qualititstyp V nach Burgerjon) an
Rinder. Dieses Exotoxinpriparat (der Firma Soc. Laborat. R. Bellon, FR) unter-
driickte in einer tiglichen Dosis von 5085 ml (entsprechend 1.2--2,0 1 Kultur-
flassigkeit) pro Tier (100--400 kg Kérpergewicht) eine Entwidklung von Musce
domestice in den Faeces. Die Toxizitdt in den Faeces verschwand 24--48 Std. nach
Absetzen des Exotoxins. Fiir Schweine (Sus serofn domesticus) waren grioflere
Exotoxinmengen notwendig, um in den Faeces die Entwicklung von Musca do-
mestica zu unterdriicken: 110 ml Exotoxinkonzentrat (entsprechend 2,6 1 Kultur-
fliissigheit) tdgilich pro Tier (30 kg Kérpergewicht). Auffallend war die zuneh-
mende Inappetenz und das abnehmende Kdrpergewicht der behandelten Schweine
auf die Exotoxin-Behandlung hin. Es ist nodh nicht sicher, ob die hohe Exstoxin-
Konzentration selbst oder ein anderer Bestandteil der Kulturfliiissighkeit fiir diese
ernfhrungsphysiologische Stérung verantwortlich zu machen ist.

Die Wirksamkeit von B. thuringiensis-Priparaten auf Nicht-Lepidopteren hat
jedoch nidht immer eine Exotoxinwirkung als Ursache. Nach Shaikh und
Morrison (1966) reagierten die Dipteren {Larven) Aedes aegypti und Aedes
stimulans sowle die Coleopteren (Imagines) Oryzaephilus surinamensis und Sifo-
philus granarius mit einer relativ hohen Mortalitét gegeniiber Bacth an e. Nach
der vonr den Autoren gegebenen Darstellung, war diese Wirkung auf das ,inerte”
Streckmittel Kieselgur zurlickzufithren und nicht etwa aof eine Wirkung des
Bazillus selbst oder seiner Toxine.

Zusammenfassung

Entsprechend ihrem Gehalt an wirksamen Bestandteilen unterscheidet man bei
den im Handel befindlichen Praparaten (vgl. Tab. 8) zweckmiBigerweise zwischen

1) Biotrol
2} Thuricide WP,

6*
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2 Qualitdtstypen, I: Sporen-Endotoxin-Komplex, II: Sporen-Endotoxin-Komplex
plus Exotoxin. Priparate des Qualitftstyps I wirken spezifisch auf Larven von
Lepidopteren mit Ausnahme einiger Noctuiden. Priparate des Qualititstyps II
wirken zusétzlich auf Noctuiden und auch auf Insekien anderer Ordnungen, = B,
Dipteren. — Eg wird speziell auf Anwendungsmoglichkeiten von B. fhuringiensis-
Priparaten im Vorratsschutz, im Forst, im Obsthau, im Feldbau und im Bereich
der Human- und Veterindrhygiene eingegangen. — Neben Dosierung, Erfolgs-
kontrelle und Kldrung von MiBerfolgen werden auch Probleme der Persistens,
méglicher Ubertragung und Ausbreitung sowie von Spitwirkungen des B. thu-
ringiensis diskutiert.
4. Kembination und Wechselwirkungen

a) Siressoren und Inhibitoren

Die Wirksamkeit von B. thuringiensis gegeniiber einer Population ist weit-
gehend abhingig von ihrem physiologischen Allgemeinzustand. Wechseln die ihn
bedingenden Voraussetzungen, so kann sich die Teleranz bzw. Disposition in den
vom Wirtsgenotyp gesetzten Grenzen #ndern {s.S. 48). Besonders auffillig ist
die Anderung der Disposition unter Stress. Hierunter werden aufBergewdhnliche
Belastungen verstanden, wie sie durch schidliche Reize bedingt werden. Als Stres-
soren sind bekannt; Extreme Klimafaktoren, suboptimale Erndhrung, Strahlen-
wirkung, Giftwirkung und u. 1. auch Uberbevilkerung {crowding).

Von diesen Stresscren ld6t sich fiir praktische Zwedke lediglich die Zumischung
von Giften zu B. thuringiensis ausniitzen. Es hat daher auch nicht an Versuchen
gefehlt, B. thuringiensis mit subletalen Dosen von Insektiziden {z. B. DDT} zu
komhinieren. Die erzielten Ergebnisse sind widerspriichlich (s.a. Herfs
1965 h): Wihrend Petruchina (1959} und Leskova (1961) beispiels-
weise itber Erfolge in disser Richtung berichteten, fanden Kudler und Ly -
senko (1963), sowie Fedoriné&ik (1964 b} keine Steigerung der Wirk-
samkeit, — Interessant sind Ergebnisse von Doane und Wallis {1964) iiber
die Stressor-Eigenschaft von Borsiiure. Wihrend 1 “sige Borsfure allsin appli-
ziert keinerlei Effekt gegeniiber Raupen von Lymaniria dispar besitzt, bewirkte
sie als Additiv bei einer B.Zhuringiensis-Applikation eine signifikante Erhéhung
der Wirksamkeit. Organische Siuren (wie Essigsiure, Ascorbinsiure, Zitronen-
siure, Pektinsdure und y-Aminobenzoesiiure) erwiesen sich demgegentiber als
wirkungslese Zusatze.

Uber die Verirdglichkeit von B. thuringiensis-Priparaten mit Chemikalien,
speziell Additiven (Netzmittel, Haftmittel u. a.) und Pflanzenschutzmitteln (Fun-
gizide, Insektizide, Akarizide) hat kilrzlich Her fs (1965 b) referiert.

Inwieweit Bakterizide, die auch in der natiirlichen Nahrung vorkommen kon-
nen, die Wirkung von B, thuringiensis beeintrichtigen, ist davon abhéngig, welche
Bedeutung dem lebenden Erreger im pathogenetischen Geschehen zukommt. Spe-
ziell Gukasjan (1958b), Kushner und Harvey {1962) sowie Smir-
noffund Hutchison (1965) fanden gegen B. fhuringiensis gerichtete bak-
terizide Wirkstoffe Dbei verschiedenen Phanerogamen, speziell Coniferen. Ihr
hemmender Effekt auf B. thuringiensis ist nach Kushnerund Harvey im
Inhalt des Raupendarmes noch nachweishar.

Der Versuch, Antibiotika (Aureomycin, Streptomyecin, Terramyecin) therapeu-
tisch gegen B. thuringiensis in infizierten Zuchten von Bombyx mori einzusetzen,
blieb bisher auf einen Teilerfolg beschrinkt (Afrikian 1960).
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b) Wechselwirkungen mit Mikroorganismen
b 1) Mischinfektionen mit anderen Bakterien

Die Bedeutung von Doppelinfektionen fiir die B. thuringiensis-Wirkung kann
nicht eindeutig beaniwortet werden. Einerseits zeigten frithere Versuche von
Steinhaus (1959h) an Galleria mellonells und Bombyx mori keine Steige-
rung der effektiven Wirkung von B. thuringiensis durch Kombination mit insek-
tenpathogenen Entobacteriaceen {Serratia marcescens). — Andererseits lassen
Untersuchungen von Isakova (1984) diesen Komplex in einem neuen Licht
erscheinen. Speziell scheinen hingichtlich der B. thuringiensis-Pathogenese wesent-
liche Unterschiede zwischen Insekten mit geringer und solechen mit reichlicher
Darmflora zu existieren. Die genannte Autorin beobachtete niimlich, dafl nur bei
Raupen mit minimaler Darmflora wie Galleria mellonello nach Applikation von
B. t. var. galleriage auf die klagsische Darmtoxikose eine B. thuringiensis-Septi-
kimie folgt. Bel Pieris brassicae mit reicher Darmflora dagegen becbachtete sie
in Abhiingigkeit von der Dosis einen anderen Krankheitsverlauf: Bei niederen
his mittleren Dosen (Ltzp = 1 d) trat anstelle einer typischen Darmtoxikose eine
Septikiimie auf, die durch autodithone Darmbakterien (Entobacteriaceen) hervor-
gerufen wurde. Nur bei hohen Dosen von B. thuringiensis (Itso << 1 d} traf eine
Darmtoxikese auf. — Neuerdings konnten auch Martouret und Mitarb.
(1965) bei Pieris brassicae eine starke Vermehrung der (vornehmlich aus Aero-
bacter aerogenes bestehenden) autochthonen Darmflora nach B. thuringiensis-
Kontamination feststellen. — Die Untersuchungen von Steinh aus an Galleria
mellonella, bei denen gleichzeitig B.t. var. thuringiensis und Serratia marcescens
appliziert wurden, gewinnen in diesem Zusammenhang eine nene Aktualitdt: Auch
in diesem Fall einer artifiziellen Mischinfektion trat B. fhuringiensis als Septi-
kiimie-Erreger ganz hinter Serratie marcescens zuriick. Wihrend die vegetative
Vermehrung des ersteren oifenbar gehemmt wurde, hatte umgekehrt B. fhurin-
giensis aufl die Wirksamkeit von Serratia marcescens einen steigernden Effelkt.

In diesem Zusammenhang ist zu erwithnen, daB es Van kov 4 (1957, 1965)
gelang, einen gegen grampositive Bakterien geridhteten Antagonismus bhei be-
stimmten Stimmen ven B. fhuringiensis nachzuweisen. Krassilnikov und
Gukasjan (1964) fanden auflerdem eine Hemmung zwischen bestimmten Va-
rietiten von B. thuringiensis selbst (s. 8. I7). Demnachk kann nicht vur die kom-
binierte Anwendung von B. thuringiensis mit anderen grampositiven Bakterien
problematisch sein, sondern auch die Vereinigung von verschiedenen Biotypen
von B. thuringiensis in einem Priparat.
b2) Mischinfektion mit Bakteriophagen

Virulente B. thuringiensis-Phagen wurden aus Dirmen verschiedener Inselten
isoliert (Afrikian 1960, Svecova 1964, Raun et al. 1966). Der Ver-
such einer Phagentherapie von B. {huringiensis-Infektionen blieb jedoch bisher
ohne fiberzengenden Erfolg. Das gilt sowohl fiir die Untersuchungen von Afri-
kian an Bombyxr mori als anch fiir die von Raun und Mitarh. (1966) an
Ostrinia nubilalis, Der Phagen-Einflul beschrénkte sich lediglich auf eine Ver-
zogerung der B. thuringiensis-Wirkung; die Hohe der Endmortalitdt dagegen blieb
unheeinfluBt. Sowoh]l Afrikian wie auch R aun und Mitarb. filhren die Mif-
erfolge threr Phagentherapie auf die Entwicklung von resistenten B. thuringien-
sis-Klonen innerhalb von 2448 Std. zuriick?).

" 1) AuBerdem haben die Phagen ja keinerlei Finflull auf die applizierten Toxine.
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13} Mischinfektionen mit insektenpathogenen Viren

Wihrend alse von Viren, die beim pathogenetischen Prozel anf den Erreger ein-
wirken, bisher nur wenig bekannt ist, liegen einige interessante Beohachtungen
iiber jene Viren vor, die zugleich mit B. thuringiensis den Wirt angreifen:

Semel (1961) versuchte erstmals, B. thuringiensis mit einem Kernpolyeder-
Virus kombiniert einzusetzen, und zwar gegen Trichoplusia ni, eine gegen den
B. thuringiensis-Speren-Endotoxin-Komplex weniger empfindliche Art. Eine Wir-
Lkungssteigerung gegeniiber ciner Behandlung der Raupen mit dem Virus allein
konnte er nicht feststellen. Neuerdings berichtete Stelzer (1965) lber einen
fihnlichen Versuch bei Mealacosoma fragile. Wihrend er in einigen Versuchen
keinerlel Wirkungssteigerung fand, registrierte er in anderen jedoch einen Syn-
tagismus bis zu 39 %e.

Uher die Wirkung von B. thuringiensis auf latent mit Virus infizierte Raupen
liegen bereits mehrere Beobachtungen vor. Eine provozierende Wirkung von
B. thuringiensis zeigte sich bei der Kernpolyedrose von Hyphaniria cunea (V a -
siljevié 1957), beil der Kernpolyedrose ven Aporia crataegi und der Plasma-
polyedrose von Dasychira pudibunda, bei der Granulose von Pieris brassicae
(Krieg 1962) und bei der Granulose von Hyphantria cunea Krieg und
Schmidt 1962). Aber auch antagonistische Effekte sind bekannt: So berich-
teten Sicker und Mitarb. (1965), dafl viraskranke (kernpolyedrise) Raupen
von Malacosoma neusiria schneller abstarben, wenn sie unbehandelt blieben, im
Vergleich zu viruskranken Raupen, die mit B. thuringiensis behandelt worden
waren.

Bei all diesen Versuchen handelt es sich um die Kombination von B. thurin-
giensis mit einem spezifischen Virus gegen ein und dieselbe Wirtsart. Es besteht
aber auch die — meines Wissens noch nicht genutzte — Moglichkeit, B. thurin-
giensis mit Viren gegen B. thuringiensis-refraktire Schiddlinge zu kombinieren,
um dadurch mit einer einzigen Behandlung B. #huringiensis-empfindliche und
-unempfindliche Arten zu treffen. So ist es 2. B. denkbar auf Kohifeldern, B. thu-
ringiensis Sporen-Endotoxin (wirksam gegen Pieris brassicae, Pieris rapae und
Plutelle maculipennis) zusammen mit einem spezifischen Virus gegen Borathra
brassicae {eine gegeniiber dem B. thuringiensis-Sporen-Endotoxin-Komplex re-
fraktidre Art) einzusetzen und auf diese Weise die mikrobiologische Bekimpfung
von Kohlschiidlingen zu vercinfachen (vgl. auch Franz 1966 b). Nach eigenen
Vorversuchen im Labor verhélt sich B. thuringiensis in vive villig indifferent
gegeniiber der Kernpolyedrose von Barathra brassicae, so dali der vorgeschlagene
Weg durchaus gangbar erscheint,

Zusammenfassung

B. thuringiensis kann mit vielen Pflanzenschutzmitteln kombiniert angewendet
werden. Soweit diese spezifisch wirken {Fungizide, Akarizide, Insektenpathogene)
ist gegen eine kombinierte Anwendung nichts einzuwenden. Dagegen miissen Ver-
suche, B. thuringlensis mit solchen Breitbandinsektiziden (in reduzierten Dosen)
zu kombinieren, die sein Wirkungsspekirum iiberschneiden, zuriidkhaltender be-
urteilt werden, Vor allem ist es nicht ratsam, B. thuringiensis mit anderen Mit-
teln einschliefilich Pathogenen ohne wohlhegritndete Indikation zu kombinieren.
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G. Ausblick

Neben der Sicherstellung eines wirksamen Pflanzenschutzes steht die Forderung
nach einem weitgehenden Schutz der Gesundheit von Mensch, Haustieren und der
Biozonose. Diese an sich widerstrebenden Tendenzen von Pflanzenschutz, Gesund-
heitsschutz und Naturschutz sinnvoll zu koordinieren, wird einerseits von dem
ErlaBl neuer Verordnungen fiir den Gebrauch der bisher iiblichen relativ unspe-
zifischen Bekimpfungsmittel erhofft {Leib 1965). Andererseits diirite die Ent-
wicklung neuer spezifisch wirkender Methoden von vornherein eine Gefahren-
minderung einschlieBen. Im Bacillus thuringiensis steht uns bereits heute ein
solches weitgehend spezifisch wirkendes Pridparat zur Verfiigung (vgl. auch
Franz1966Dh).

Es besteht auch durchaus die Maglichkeit, die Toxine von B.thuringiensis iso-
liert als spezifisch biogene Insektizide zu verwenden. Dies ist beim Exotoxin
relativ leicht priparativ méglich, etwas schwerer beim Endotoxin.

Ganz andere Aspekte ergeben sich aber aus der Moglichkeit, durch Mutation
und Auslese eine Produktion von Endotoxin- und Exotoxin-Derivaten mit neuen
Eigenschaften zu erzielen. Eine Abwandlung des Wirtsspektroms kann in diesem
Zusammenhange ebenso ersirebenswert sein wie eine Toxizitdts-Erhéhung.

Endlich kann das Auffinden der toxiséh wirkenden Konfiguration in den Mole-
kiilen der B. thuringiensis-Toxine Arbeiten zur chemischen Synthese neuer Grup-
pen von spezifisch wirkenden Insektiziden {auf Polypeptid- bzw. Nucleotid-Basis)
ginleiten.

Nach dem vorliegenden Datenmaterial ist B. thuringiensis den whicht-persisten-
ten® Pathogenen zuzurechnen, d. k. er mul, dhnlich wie chemische Insektizide,
dem zu bekimpfenden Schiidling stindig nachgefithrt werden. Dies bedeutet einen
laufenden Bedarf und demzufolge auch eine laufende Produktion. Alle Eigen-
schaften, die an ein ,nicht-persistenties” Pathogen zu stellen sind, erfiillt B, thu-
ringiensis: Hohe Virulenz gegeniiber einer beschrinkten Anzahl von Schiidlings-
arten, die Moglichkeit einer wenig aufwendigen Produktion, die Fihigkeit, ohne
Aktivitdtsverlust iiber lingere Zeit lagerungsfithig zu sein; schliefilich lassen sich
diese Priparate mit den im Pflanzenschuiz @iblicken Sprih- und Stiubegeriten
ausbringen. Mit einer stirkeren Verwendung von Priiparaten auf der Basis des
B. thuringiensis wird in Zukunft zu rechnen sein.
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