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sporalkdrpers innerhalb des Sporangiums ist ebenfalls ein konstantes Merkmal: Die
durch die spitzen Winkel des Rhomboeders gelegte Symmetricachse verliuft in
Richtung der Sporenliingsachse. Morphologic und Orientierung des Parasporalkir-
pers innerhalb der Zelle erméglichen eine klare Unterscheidung zwischen Bac. popil-
lice und Bac. fribonrgensis. Die beiden Erreger lassen sich schon an der Form ihrer
Sporangien crkennen. Auf der Héhe der Trennwand zwischen Spore und Parasporal-
korper lauft eine leichte Linkerbung um das Sporangium. Bei Bac. fribonrgensis
liegt diese LEinschniirung senkrecht zur Liingsachse (Abb. 13, A und B), hei Bac.
popilliae schriig zu dieser Achse (Abb. 13, C und D).

Ob dem Parasporalkérper withrend der Infektion eine Aufgabe zufillt, bleibt
unbekannt. Nach den obigen Versuchen ist der Parasporalkérper, ohne Sporen
verabreicht, fir die Maikiferlarven véllig harmlos. Dieses Ergebnis steht in
scharfem Gegensatz zum Proteinkristall von Bac. thuringiensis, der zu ecinem
sehr groffen Teil die Verantwortung fiir dic Pathogenitit trigt. Sollten sich die
Parasporalkérper von Bac. fribourgensis an der Pathogenesc beteiligen, so wissen
wir nicht, wie vieler Parasporalkorper es bedarf, um cine Infektion auszulésen. Be-
sonders bei der Entfernung der Parasporalkdrper durch Differentialzentrifugation
verbleibt noch etwa 1%, der Parasporalkérper mit den Sporen. Aber auch bei der
Auflésung der Parasporalkérper mit NaOH ist nicht bewiesen, daf3 die letzten
Reste der Parasporalkdrpersubstanz herausgelost wurden. Die positiven Resultate
der Infektionsversuche mit Sporen ohne Parasporalkérper sind daher mit gewisser
Vorsicht aufzunchmen.

Die vorliegenden Ergehnisse berechtigen zu folgender Aussage: Falls der Para-
sporalkérper von Bac. fribourgensis an der Pathogencse beteiligt ist, so geniigen zur
Auslésung einer Infektion kleinste Mengen; der Wirkungsmechanismus der Para-
sporalkérpersubstanz beruht in diesem IFall aufl anderen Prinzipien als derjenige der
Parasporalkérpersubstanz von Bac. thuringiensis.

Die Ergebnissc der chemischen Analysen der Parasporalkdrpersubstanz bilden
die Grundlagen fiir weitcre, insbesondere quantitative Unlersuchungen. Neben Pro-
tein ist sehr wahrscheinlich Ribonukleinsiure am Aufbau der Parasporalkorper be-
teiligt. Protein und Ribonukleinsiure scheinen miteinander eng verkniipft zu sein.
Die negativen Resultate enzymatischer Abbauversuche, die Unloslichkeit in organi-
schen Losungsmitteln und die Thermostabilitit (Zersetzungspunkt bel etwa 230 °C)
sind weitere Hinweisc auf besondere Bindungsverhiltnisse zwischen Protein und
Ribonukleinsiiure. Die organische Substanz des Parasporalkorpers von Bac. thie-
ringiensis besteht aus reinem Protein. Kiirzlich wurde als anorganischer Anteil Sili-
cium entdeckt, das als Geriistsubstanz dienen diirfte (FAUST and LstES, 1966).

6. Zusammenfassung

Es wurde mit Bacillus fribourgensis Wille, Stamm LBG B 4263 gearbeltet.
Dieser Bazillus ist Erreger ciner Milky Disease von elolontha melolontha.

Seine Ziichtung in vitro, die zentrale Aufgabe dieser Arbeit, wurde verwirklicht.
In einer ersten Phase der Ziichtungsversuche wurden die Bedingungen fiir Sporen-
keimung und vegetative Zellvermehrung ausgearbeitet. AnschlieBend gelang es,
durch Modifikation des Nihrmediums und der Ziichtungsbedingungen, die vege-
tativen Zellen zur Sporulation zu bringen. Die Sporulationsrate erreichte Durch-
schnittswerte von 10%,. In Einzelfillen sporulierten sogar bis zu 309, der vege-
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tativen Zellen. In vitro geziichtete Sporen waren hitzeresistent und keimlihig.
Intralymphal verabreicht, vermochten die Sporangien Milky Disease auszuldsen.

Neben der Zichtung in vitro wurden die Bezichungen zwischen Wirt und lir-
reger studiert. Kelmungsversuche mit Sporen von Dac. fribourgensis in Darmsaft
ergaben, dafl die Ketmung in Flissigkeit des vorderen wic des hinteren Darmab-
schnittes ausgeldst wird, dall aber die Entwicklung bis zur vegetatliven Zelle nur in
IMinterdarmsaft mdoglich ist. Der Durchtrittsort vom Darm in die ITimolymphe
konnte nicht ermittelt werden. Da DBac. fribourgensis peritrich begeilielt ist, mag
es zutreffen, daB sich der lirreger aktiv vom Darm oder von Gefdflen aus in die
Himolymphe arbeitet. In der Blutfliissigkeit diirfte er sich mit der Kapsel vor der
Phagozylose schiitzen. Die Kapsel, die auch die Sporangien umgibt, verhindert die
Keimung von frisch gewonnenem Sporcnmaterial in Darmsaft. Die Sporen waren
erst nach der Entfernung der schleimigen Kapselsubstanz keimfihig.

Die Morphologie des Parasporalkdrpers wurde cingehend untersucht. In den
meisten Fiillen ist der Parasporalkérper wiirfellsrmig. Die Lage des Parasporal-
korpers innerhalb der Zelle ist ein konstantes Merkmal. Zwischen Spore und Para-
sporalkdrper verliuft eine Trennwand, die der Sporangienwand cotspringt. Bei der
Keimung sind Spore und Parasporalkérper voneinander unabhiingig. Auflgsung der
Parasporalkirper konnte nur in Flissigkeit des vorderen Darmtraktes beobachtet
werden, withrend Hinterdarmsaft auf die Parasporalkérper keinen Einflull ausiibte.

Ob ein Zusammenhang zwischen Parasporalkérper und Pathogenitiit besteht,
ist fraglich. Parasporalkérper allein verabreicht, sind fiir die Maikiiferlarve villig
harmlos. Sollte die Spore den Parasporalkérper zur Auslosung der Infektion be-
notigen, so miiliten kleinste Mengen geniigen.

Der in NaOH lésliche Anteil der Parasporalkirpersubstanz weist ein Absorp-
tionsmaximum bel 270 nm und ein -minimum bei 248 nm auf. Protein ist sicher
und Ribonukleinsiiure wahrscheinlich am Aufbau der Parasporalkorpersubstanz be-
teiligt,

Bac. fribourgensis unlerscheidet sich gegeniiber Buae. popillice nchen unter-
schiedlichen Nihrstoffanspriichen auch durch Form und Lage des Parasporalkér-
pers.

Summary

Experiments have been carried out with Bacillus fribourgensis Wille, strain
LBG B 4263. The Bacillus causes milky disease in Melolontha melolontha.

The breeding in vitro, the main problem of these studies, was success{ully
achieved. In a first step the conditions of spore germination and vegetative growth
were worked out. Thereafter sporulation was induced by modification of the
nutritional medium and of other breeding conditions. The amount of sporulated
cells reached an average value of 10%,. Some samples even showed a sporulation
rate of 30%,. In vitro cultivated spores were resistant to heat and able to germinate.
Spores from in vitro cultures retained their pathogenity, when intralymphally
applied.

Besides the cultivation the relationship between host and pathogen was studied.
Tt has been demonstrated that spores germinate readily in gut juice of Ael. melo-
lontha but that the further development into vegetative cells oceurs only in juice
of the hind gut. It remained unknown where Bae. fribourgensis enters the hemo-
lymph. The pathogen may penetrate through the gut wall or vessels by means of
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the peritrichous flagellation. Once in the hemolymph, the germs are probably pro-
tected by the capsule against phagocytosis. The capsule remains attached to {reshly
harvested spores, and they regain their germination ability only after the removal
of the capsule substance.

Detailed studies on the parasporal body showed that it is mostly of a regular
and cubic shape. The location inside the cell is an inherent characteristic of the
parasporal body. No interaction has been observed between spore and parasporal
body during the germination process. Parasporal bodies disappeared only in the
juice of the mid gut whereas they remained unchanged in the liquid of the hind gut.

Participation of the parasporal bodies in the pathogenesis is doubtful. Para-
sporal bodies without spores injected into Melolontha melolontha are harmless. If the
spores need the parasporal bodies to induce the infection, smallest amounts should
be sufficient.

The NaOH-soluble fraction of the parasporal bodies shows a maximum absorp-
tion at 270 nm and a minimum at 248 nm. It is demonstrated that protein is one
component of the parasporal body. Nucleic acids may be another constituent.

Bac. fribourgensis differs from Bac. popilliae not only with respect Lo the nutri-
tion but also with respect to shape and site of the parasporal body.
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