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Studien an intracellularen Symbionten.
Ill. Die Symbiose der Anobiinen mit Hefepilzen.

Von
Prof. Paul Buchner, Miinchen.

(Hierzu Tafel 14 und 4 Textfiguren.)

Bereits seit 20 Jahren wissen wir, da Anobium paniceum, ein
in den verschiedensten Speisevorriten, vor allem aber in Kleie sich
findender kleiner Kéfer, regelméBig in einem begrenzten Teile seines
Darmepithels fremde Mikroorganismen beherbergt. Karawaiew be-
schrieb 1899 eigentiimliche Blindsicke, die sich am Anfang des
Mitteldarmes ausbuchten und deren Zellen zum groBen Teil mit
Gebilden vollgepfropft sind, die er fiir Flagellaten hielt. Da er nie
einen Kéfer fand, der frei von diesen Eindringlingen gewesen wére,
drangte sich bereits ihm der Gedanke auf, daB es sich vielleicht hier
doch nicht um Parasiten handle, sondern ein geregeltes Zusammen-
leben vorliege, das durch einen unbekannten Vorteil zu erkliren sei,
den die Wirtstiere bei ihrer Verdauung von den Symbionten héitten.
Diese Vermutung nahm schon 1900 Escmerice auf, der mit Ent-
schiedenheit erklirte, daB von Parasiten nicht die Rede sein konne
und daB zweifellos ein merkwiirdiger Fall von Symbiose vorliege,
eine Erscheinung, die damals, als man die betréchtliche Verbreitung
derartiger Vorkommnisse noch nicht ahnte, noch ganz vereinzelt da-
stand. Escrmerice’s Untersuchung stellt vor allem darin einen Fort-
schritt dar, daB er die Symbionten als Hefepilze erkannte und daB
es ihm gelang, diese auch auf kiinstlichen Ndhrboden zu ziichten.
Aufler diesen beiden Autoren hat sich niemand mit der Frage be-
schiftigt. BieperMANN wiirdigt in seiner Physiologie des Stoffwechsels
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ihre Beobachtungen eingehend und hilt die Annahme EscHERiCH's
fir recht wahrscheinlich; in Carnwer’s Kiferbuch (6. Auflage, von
C. Scmauruss verfaBt) findet man, ohne nihere Begriindung, die Be-
merkung, daf es zweifelhaft sei, ob man hier von Symbiose reden kann.

Schon seit einer Reihe von Jahren habe ich Beobachtungen iiber
die Anobiensymbiose gesammelt und gelegentlich einiges dariiber
mitgeteilt (1912, 1913, 1920). Es galt eine Reihe von Liicken aus-
zufiillen, die Karawaiew und EscmrricE noch gelassen hatten; vor
allem fehlte noch die Kenntnis der Ubertragungsweise der Pilze
von einer Generation auf die andere, fermer bot sich hier, wo das
Darmepithel selbst bewohnt wird, eine Schwierigkeit, die in den
bisher bekannten Fillen einer intracellularen Symbiose bei Insekten
wegfiel, indem bei der Metamorphose die behafteten Zellen zugrunde
gehen und der Darm der Imago aus zunichst pilzfreien Zellen neu
aufgebaut wird. Auch hatte man bisher nur das Anobium (besser
Sitodrepa) panicewm untersucht und besaB keinerlei Aufschliisse iber
den Umfang des Vorkommnisses. Und schlieBlich wird noch nicht
einmal der Versuch gemacht, iiber die Art des Nutzens eine genauere
Vorstellung zu gewinnen. Da ich nun in der Lage bin, wenigstens
ein gut Teil dieser Fragen zu beantworten, seien im folgenden
meine Erfahrungen im Zusammenhang dargestelit.

1. Die Mitteldarmdivertikel und ihre Bewohner in der Larve,
Puppe und Imago.

Die Anobienlarve besitzt einen schon von KarRawalEw ge-
nauer geschilderten infolge seiner relativen L#nge zu Windungen
gezwungenen Darmkanal, der in der gewohnten Weise in Vorder-,
Mittel- und Enddarm zerfallt. Der Vorderdarm schwillt nach hinten
zu allméhlich flaschenartig an und springt, wie das auch sonst bei
Insekten zn beobachten ist, mit einer Falte in das Lumen des
Mitteldarmes vor. Sein Bau hiéngt mit der Erndhrungsweise der
betreffenden Form innig zusammen. Die meisten Anobien leben in
trockenen Holzern, in Stdmmen, Balken, Zapfen und #hnlichem und
ndhren sich wahrscheinlich in erster Linie von dem in diesen auf-
gespeicherten Stirkemehl; eine Ausnahme hiervon macht lediglich
Sitodrepa panicea L., die Holzer meidet und dafiir alles erdenkliche
andere aussucht. Bei den Holzfressern beteiligt sich nun auch der
Vorderdarm als Kaumagen noch an der so nitigen Zerkleinerung
der Nahrung, denn er ist von scharfen nach riickwirts gerichteten
Zihnen dicht ausgekleidet und hinter seinem Epithel ist eine machtige
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Ringmuskulatur entwickelt. Dies ist z. B. bei Ernobius abietis der
Fall, dessen Larve in der Spindel und der Schuppenbasis von Fichten-
zapfen miniert. Bei Sifodrepa panicea L., deren Nahrung ohne so
grofe Schwierigkeiten zuginglich ist, fehlt eine solche Funktion des
Anfangsdarmes; er ist hier dinnwandig, nur mit einer feinen Chitin-
membran begrenzt, ohne daf es zu einer Zahnbildung kime, und die
Muskulatur ist entsprechend ungleich schwicher entwickelt; nur nach
dem Mitteldarm zu nimmt sie an Stirke um weniges zu; sie hat
hier nur fiir Schluckbewegungen, nicht fiir das Zerkleinern zu
sorgen, das von den Mandibeln allein in hinldnglicher Weise durch-
gefiihrt werden kann.

In beiden Fillen gelangt ein wohl vorbereiteter Speisebrei in
den Mitteldarm, der nun gleich bei seinem Beginn eine ganz merk-
wiirdige Entfaltung zeigt. Er stiilpt hier allseitig gedrungene Blind-
sicke aus, die selbst wieder durch Einschniirungen in Unterabtei-
lungen zerfallen, so daf dieser Abschnitt einen traubigen Charakter
bekommt. Die Medianebene wird von diesen Ausbuchtungen nicht
berithrt, schon Karawatew hat beobachtet, dal ein Schnitt durch
diese Region nichts von ihnen zeigt; die Faltungsstellen sind viel-
mehr ziemlich regelmiBig seitlich angeordnet. Nach hinten zu geht
dieser Abschnitt unvermittelt in den iibrigen Teil des Mitteldarms
iiber, von dem nichts Besonderes zu sagen ist. Diese Darmbuckel
stellen den Sitz der Symbionten dar. Im Totalpriparat wie auf
Schnitten fallen sofort zwei ganz verschiedene Zellsorten auf, typische
Epithelzellen, wie sie der iibrige Mitteldarm besitzt, und dazwischen
eingesprengte groBe, angeschwollene Zellen, die in sich in Menge
die Hefepilze beherbergen.

Wihrend die Kerne der pilzfreien Zellen denen der iibrigen
Mitteldarmzellen gleicher und rundliche oder ovale Gestalt besitzen,
sind die Kerne der verpilzten Zellen unregelmifig vieleckig ge-
worden, indem sich an der ganzen Oberfliche zum Teil recht tiefe
Nischen in sie einsenken. Auf Totalpridparaten kommt dies aller-
dings viel schoner zum Ausdruck, als auf Schnitten. Die Nischen
werden von den Hefepilzen eingenommen und sie entstehen mog-
licherweise unmittelbar unter dem mechanischen EinfluB der sich
allseitig driingenden Symbionten (Taf. 14, Fig. 4). Solche Kernformen
sind auch bei den Mycetocyten vieler anderer Tiere zu finden, sie
sind z. B. typisch fiir manche Schildliuse, Cicaden und Cicadelliden.
Ein weiterer merkwiirdiger Unterschied zwischen den beiden Zell-
sorten bezieht sich auf die dem Lumen zugewandte Oberfidche, die
pilzfreien Zellen schliefen hier mit einem hohen, sehr deutlichen
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Biirstenbesatz ab, wie auch im iibrigen Mitteldarm, die pilzbewohnten
lassen ihn durchweg vermissen. Es ist auffallend, da dies von den
bisherigen Untersuchern nicht auch schon bemerkt wurde, verstindlich
wird es aber, wenn man sieht, wie oft ein solcher Saum auch bei
den Mycetocyten durch Schnitte vorgetiuscht wird, die nicht genau
durch die Mitte gehen und bei denen nach dem Lumen zu noch
der Rand der hier eng die Mycetocyte umfassenden pilzfreien
Nachbarzellen mitgetroffen wird. Auf solche Weise konnen auch
Bilder entstehen, die glauben lassen, daB die pilzhaltigen Zellen oft
gar nicht bis an die Oberfliche aufsteigen, aber auch dies ist tat-
siichlich nie der Fall. Ein dritter Unterschied bezieht sich, wie
schon kurz erwihnt, auf die Form der Zellen. Diese ist aber im
Epithel der Larve und der Imago bei Sitodrepa recht verschieden.
In der Larve von Sitodrepa ist das Epithel der Blindsdcke iiberall
anndhernd gleich hoch, die Pilzzellen sind im Verhiltnis zu den
pilzfreien weniger zahlreich, aber viel volumindser. Sie bauchen sich
seitlich weit aus, werden so oft fast rundlich und deformieren die
benachbarten Zellen, die typische Cylinderepithelzellen darstellen,
zum Teil aber zwischen Mycetocyten eingekeilt aus Platzmangel nur
einen schlanken FufBteil entwickeln und sich erst oben etwas aus-
dehnen kénnen. In flichenhafter Ansicht erscheinen sie in Regionen,
wo Mycetocyten reichlich vorhanden sind, netzartig angeordnet und
man gewinnt dann den Eindruck, wie wenn ihre Funktion nur noch
daran bestidnde, pfeilerartig die, wie wir gleich sehen werden, proto-
plasmaarmen und fliissigkeitsreichen Nachbarn zu stiitzen. Tatséch-
lich aber iiben alle einigermaBen wohl entwickelten Epithelzellen
der Blindsicke, soweit sie pilzfrei sind, sichtlich auch noch die Funk-
tionen des normalen Mitteldarmepithels aus. Ich muB das daraus
schliefen, daf sie ihnen strukturell véllig gleichen, daff sie insbe-
sondere auch in &lteren Larven die gleichen charakteristischen Ein-
schliisse in Menge enthalten wie diese. Es handelt sich um Haufen
kleiner, intensiv z. B. mit DEvaFrienp’schem Himatoxylin firbbarer
Granula, die allindhlich heranwachsend zu kleinen Hohlkugeln werden,
und spiater um eine innere Hohlkugel noch eine zweite viel grofere,
blassere herumlegen. Auch der in gleicher Weise ausgebildete
michtige Biirstenbesatz legt eine gleichartige Funktion nahe.

Die Entfaltung der Mycetocyten ist keineswegs bei allen Arten
die gleiche. Vergleicht man Sitodrepa mit Ernobius abietis, so ist
der Unterschied nicht sehr betrdchtlich, Textf. 1 gibt von dieser Form
einen Ausschnitt wieder, auf dem auffillt, wie hier die Kerngrofe
der pilzfreien Zellen die der pilzhaltigen bei weitem iibertrifft. Ich
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habe jedoch noch eine andere Anobiine untersucht, die leider nicht
ndher bestimmt wurde, und in einem alten Stuhl ihre Génge trieb.
Bei ihr erreichte der Pilzreichtum einen ganz ungeheuerlichen Um-
fang. Die méichtigen Sécke hinter dem mit starker Muskulatur ver-
sorgten Vorderdarm waren fast ausschlieflich von Pilzzellen ge-
bildet, die die der anderen Arten bei weitem an GroBe iibertrafen.
Die pilzfreien Zellen blieben fast durchweg nur als schlanke Pfeiler
- stehen und waren meist erst bei genauerem Zusehen zu erkennen.
Wo aber einmal besser entfaltete Epithelzellen sich erhielten, be-
safen sie auch hier die Einschliisse der iibrigen Mitteldarmzellen.
Die Biirstenbesitze fehlten auch hier den Mycetocyten vollkommen.
Die Deformation des Kernes erreicht den Hohepunkt. Die Textf. 2
gibt von alledem kein entsprechendes Bild, hier ist eine Stelle mit
relativ kleinen Mycetocyten wiedergegeben, um den siulenféormigen
Charakter der dazwischenstehenden Zellen zu zeigen.
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Textfig. 1. Textfig. 2.
Textfig. 1. Ausschnitt aus den Darmblindsicken der Larve von Ernobius abietis.

Textfig. 2. Ausschnitt aus den Darmblindsicken der Larve einer Anobine aus
einem Stuhl.

Die Imagines besitzen wohl die gleichen Aussackungen an der
entsprechenden Stelle, aber das Epithel ist unter Umstinden etwas
anders geartet. Bei Sifodrepa sind seine Zellen nun nicht mehr gleich
hoch, sondern es wechseln Gruppen hoherer und niederer Zellen ab;
sie sind jetzt fast alle schlank und keulenformig geworden, auch die
Mycetocyten, wihrend sie in der Larve breiter wie hoch waren;
Striuben gleich ragen jetzt ihre Gruppen in das Lumen der Blind-
sicke, die eingesprengten pilzfreien Zellen sind mehr in den Hinter-

grund geriickt, als bei der Larve, auch sie sind entsprechend anders
Arehiv fiir Protistenknnde. Bd. XLIL 21
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gestaltet (Taf. 14, Fig. 6). Die Kerne der Mycetocyten sind nicht
mehr so polymorph, zeigen nur hie und da eine kleine Nische, oft
riicken sie in den verbreiterten distalen Teil hinauf, Biirstenbesitze
besitzen jetzt weder sie noch die pilzfreien Zellen, die entsprechend
auch im #ibrigen Mitteldarm nun nackt bleiben. Bei der unbestimmt
gebliebenen Form aus einem Mobelstiick und bei einer weiteren,
die ich in den getrockneten Pflanzen eines Herbariums fand, fehlen
dagegen solche weitgehenden Unterschiede zwischen Larve und Imago.

Man kann also zusammentassend sagen, daB der Reichtum an
Hefepilzen und die Einzelheiten im Aufbau des von ihnen bewohnten
Darmabschnittes bei den verschiedenen Arten und Gattungen ver-
schieden sein konnen, daB auch zwischen dem Bau der Blindsicke
in Larve und Imago ein und derselben Spezies Unterschiede bestehen
konnen, daf aber offenbar bei allen Vertretern der ganzen Gruppe
die gleiche Symbiose vorkommt. EsceericE meint, daB entsprechend
der Intensitdt der Nahrungsaufnahme bei Sitodrepa in der Larve sich
mehr Pilze finden, als in der Imago; ich kann aber wesentliche
Differenzen kaum finden, zudem ist es nicht ganz leicht, die Masse
vergleichend abzuschitzen. Jedenfalls aber gilt die Regel, daB pilz-
reiche Arten in der Larve und im fertigen Insekt viele Pilze fiihren,
pilzirmere in beiden entsprechend weniger.

Die Mycetocyte ist allemal gleichméBig von den Hefen durch-
setzt und zwar so reichlich, daf ihr Protoplasma nur auf spérliche
Maschen beschrinkt ist, in denen die Fremdlinge liegen, und auf
Schnitten viel heller und Afliissigkeitsreicher erscheint als das der
pilzfreien Zellen. Das mag der Grund sein, warum KARAWAIEW zu
der Auffassung kommt, daf in ihnen auf Schnitten bei starker
Vergroferung kein Protoplasma zu finden ist, sondern nur ,eine
homogene, durchsichtige, schleimige Masse“.

Die Pilze selbst sind typische Hefepilze. Zerzupft man die Zellen
im Leben, so kann man sie am schonsten zur Darstellung bringen.
Man erkennt dann, daB sie bei Sitodrepa vornehmlich tropfenformig
sind, manchmal mehr birnformig oder oval, und daf ein wesentliches
Charakteristikum eine einzige, méchtige Vakuole ist, die manchmal
den groften Teil des Pilzkorpers erfiillt. Stidndig trifft man einen
Teil derselben in Knospung. Die Knospe sitzt aber nicht terminal,
sondern ist etwas nach der Seite geriickt; sie kann am spitzeren
oder stumpferen Ende entstehen. Wie sich bei niherem Zusehen
ergibt, daf die Hefen einer jeden Schildlausart sich von denen einer
anderen unterscheiden lassen, so auch hier; ich bilde noch die in
Ernobius abietis lebenden ab, die breiter sind, oft ganz eiformig,
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manchmal auch zitronenférmig und deren Knospen genau terminal
abgeschniirt werden. So auffallende Vakuolen fehlen hier, wenn
auch hier und da eine zu Gesicht kommt, dafiir sind ziemlich groBe,
lichtbrechende Einschliisse vorhanden, allemal ein einziger in jeder
Zelle. Die Hefen aus der einen unbestimmten Form (Stuhl) sind
wieder ganz anders gestaltet, lang und schmal wie Zigarren, die
aus dem Herbarium ganz besonders klein. Auf die Fragestellungen,
die sich aus solchen Unterschieden hinsichtlich einer moglichen Um-
wandlung der Symbionten im Wirt oder einer vielfach vorgekommenen
Parallelinfektion ergeben, soll an einem anderen Ort an der Hand
eines reicheren Materials eingegangen werden.

Wie ich schon eingangs betonte, ergibt sich nun bei den Anobien
eine Schwierigkeit, die bei keinem der vielen iibrigen mit Symbionten
versorgten Insekten besteht. Die Amnobien sind die einzigen unter
ihnen, bei denen die pflanzlichen Organismen das Darmepithel selbst
bewohnen. Wo es sonst noch auf den ersten Blick den Anschein
hat (Camponotus, Haematopinus), stellt sich bei genauerer Prifung
beraus, daf nur dicht hinter dem Darmepithel liegende, wenn auch
zwischen die Epithelzellen sich vordringende Zellen von wohl stets
mesodermaler Herkunft pilzbewohnt sind. Zwischen dem Mitteldarm-
epithel der Larve und der Imago aber besteht nun bei den Insekten
bekanntlich keine Kontinuitét. Bei der Metamorphose geht das erstere
vollig zugrunde und wird von den imaginalen Kryptenzellen neu
aufgebaut. Bei unseren Kifern geht die Metamorphose recht un-
aufrillig vor sich. Die Kryptenzellen vermehren sich und bilden
schlieflich eine ununterbrochene Schicht hinter dem alten Epithel.
Dieses zieht sich nach den Beobachtungen Karawaiew’s, nachdem
schon vorher der ganze Darminhalt entleert wurde, zu einem diinnen
Rohr zusammen, das sich vom neuen Epithel 1ost. Spiter zerfillt es
in die einzelnen Elemente, die frei in der Darmfliissigkeit schwimmen
und allm#hlich vélliger Degeneration verfallen. Wie die entsprechen-
den Vorgiinge sich an den Blindsécken abspielen und wie insbesondere
die Kontinuitit der Mycetocyten gewahrt wird, konnte Karawarew
nicht beobachten.

Die entscheidenden Prozesse gehen bereits in alten Larven vor
sich; ich fand eine solche, bei der die Bildung des imaginalen
Mitteldarmes eben einsetzte, der Prozel beginnt an den Aussackungen
und lauft erst allmihlich nach hinten zu weiter, so daB vorne bereits
eine an das alte Epithel dicht anschlieBende zusammenhidngende
Zellschicht entstanden ist, wihrend im iibrigen Teil die Krytenzellen
sich erst zu vermehren beginnen. Zu dieser Zeit tritt ein im Ver-

21%
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hiltnis zur ganzen Masse geringer Teil der Hefen in die jugendlichen
Zellen, die sich durch ein viel dichteres, stirker firbbares Plasma
auszeichnen, iiber. Auf dem in Fig. 5 (Taf. 14) gezeichneten Stadium
erkennt man finf solche neu infizierte Zellen; das larvale Epithel
ist stark zusammengeschrumpft und nur noch arm an Mycetocyten.
Gleichzeitig schwimmen im Darmlumen zahlreiche degenerierende
Plasmafetzen mit ihren Kernen. Wir werden nicht fehl gehen, wenn
wir annehmen, daf dies aus dem epithelialen Verbande der Blind-
sicke gestoBene Elemente sind, die sich ihrer Einmieter entledigt
haben. Schon in jiingeren Larven kann man ndmlich die Zellen
verlassende und zwischen dem Speisebrei schwimmende Pilze finden
(vgl. Textf. 2) und wir werden sogleich noch zu zeigen haben, wie
der Ubergang der Symbionten in das Freie auch zu anderen Zeiten
unter Umsténden in Massen vor sich geht. Wenn das alte Epithel
in der jungen Puppe abgestofen worden ist, bilden die imaginalen
Zellen wieder regelrechte Sicke aus, die zundchst nur als solide
Buckel hinter dem zusammengezogenen Larvendarm angelegt waren;
sie formieren ein Epithel, &hnlich dem in jiingeren Larven, mit
Mycetocyten, die allmahlich zahlreicher werden, aber die pilzfreien
Zellen nicht mehr so sehr an GroBe iibertreffen, wie in der Larve.
Ob die Vermehrung der Mycetocyten nur durch Teilung der schon
vorhandenen geschieht, oder ob zu dieser Zeit auch Infektionen von
noch pilzfreien Nachbarzellen vorkommen, kann ich nicht sicher
sagen. Der Umstand, daB ich immer nur gleichmifig gefiillte Zellen
angetroffen habe, spricht gegen diese letztere Moglichkeit. Alle
Elemente des Puppenepithels sind gleich hoch, der oben geschilderte
Zustand des Epithels in den Blindséicken der Imago kommt erst in
dieser zum Vorschein.

2. Die Ubertragungsweise der Anobien-Symbionten.

Die Frage, wie die Hefepilze der Anobien von einer Generation
auf die andere iibertragen werden, wird in den Arbeiten KARAWAIEW'S
und EscHERICH'S nicht beantwortet. Letzterer meint, daf wahrschein-
lich die Eier bereits infiziert werden und BiepeErManN schlieft sich
dieser Vermutung an. Nachdem man inzwischen von so vielen Insekten
die Infektion der Eier durch die Symbionten kennen gelernt hat,
muBte dies erst recht fiir das naheliegendste gehalten werden. Bereits
1912 konnte ich jedoch durch Untersuchung ausgewachsener Eier
feststellen, daB die Erwartung nicht zutrifft. Die Anobien sind tat-
sachlich die einzigen bisher bekannten Insekten, bei denen die Pilze
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nicht wie bei allen symbiontisch lebenden Hemipteren, Blattiden,
Hymenopteren, Pediculiden in die Eier iibertreten. Es blieb damit
nur die Moglichkeit einer jeweiligen Neuinfektion durch den Mund
der Larve. Weitere Studien haben dies nun bestdtigt und gezeigt,
daB diese an sich natiirlich bei weitem nicht so sichere Ubertragungs-
weise durch eine Reihe von Einrichtungen und Instinkten doch zu
einer duferst genau arbeitenden gemacht wird.

Untersucht man die abgelegten Eier (ich benutzte hier ausschlieBlich
Sitodrepa pawicea) in einem Tropfen Wasser, so findet man zwischen
den kugelformigen,die ganze Oberflache bedeckenden
Hockern iiberall zerstreut Hefezellen haften, die zweifel-
los mit den im Muttertier lebenden -identisch sind (Taf. 14, Fig. 1).
Sie haben die typische Trinengestalt und die groBe Vakuole, sind
aber nur sehr selten in Knospung begriffen.
Uber die Art, wie sie dahin gelangen und
warum man keine nicht mit Pilzen besudelten
Eier antrifft, gibt der Bau des Geschlechts-
apparates AufschluB. Bereits der alte, klassische
Untersucher der weiblichen Geschlechts-
apparate der Kéfer, Sterv, gibt eine sorg-
faltige, allerdings auf Anobium pertinazx sich
beziehende Abbildung derselben (1847) (Text-
figur 3). “Das Hinterende des Abdomens, das
an seiner Spitze iibereinander gelagert die
Miindung des Enddarmes und der Vagina trigt,
ist, wie bei allen Kafern, tief in das Innere
zuriickgezogen, was dadurch ermdglicht wird,
daf8 die Verbindungshaut zwischen den zuriick-
gezogenen und den scheinbar letzten Segmenten,
bzw. Segmentteilen auflerordentlich entwickelt e
ist und nach riickwirts einschlagend ein rohren- Textfig. 3.
tormiges Futteral bildet; in diesem liegt erst ¢ Geschlechtsapparat

; g von Anobium pertmaac
das eigentliche Ende des Abdomens verborgen (8o P
und kann gewdhnlich nur durch Druck hervor-
. geschoben werden. In diesem Abschnitt, den SteiNn das Scheiden-
mastdarmrohr nennt, treten die beiderlei Ausfithrwege ein und an
ihrem Ende miindet unter einer das letzte Segment darstellenden
Analplatte der Enddarm und darunter von zwei weniggliedrigen
Palpen seitlich begrenzt, die Scheide.

Diese entsteht durch Vereinigung der beiden Ellelter und nimmt
hierauf noch die unpaare Begattungstasche auf, in die neben einer
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Anhangsdriise das Receptaculum seminis einmiindet. Dazu kommen
nach SteIN noch zwei akzessorische Driisen, paarige, ,gefifartige“,
die nach seiner Abbildung in der Gegend der Umschlagsstelle ein-
miinden und eine grofere unpaare, lang eiférmige, die er in der
Néhe der Hinterleibsspitze enden l:Bt.

Letztere kann ich bei Sitodrepa panicea nicht auffinden, wohl
aber die paarigen ,akzessorischen Driisen“ Stemv's. Tatséichlich
stellen sie allerdings keine Anhangsdriisen der Vagina dar, sondern
es handelt sich um lange, wurmformige Schlduche, die in
der Imago mit den Symbionten prall gefiillt sind. Ihre
Wandung besteht keineswegs aus Driisenzellen, sondern wird von
einem diinnen abgeplatteten Epithel geliefert, das ein feines Chitin-
hautchen absondert (Fig. 7, Taf. 14). Auch miinden sie iiberhaupt
nicht in die Vagina, sondern offnen sich in den Winkel, in dem das
eingezogene Hinterleibsende in die nach vorne ziehende Verbindungs-
haut iibergeht, also tatsichlich auf die Oberfliche des Kérpers. Zweifel-
los stellen sie Reservoire dar, von denen die Hefen geliefert werden,
die bei der Eiablage auf die Eischale gelangen und reprisentieren
somit eine ganz eigentiimliche im Zusammenhang mit der Symbiose
stehende Neubildung am Insektenkérper. StrIN gibt selbst an, daf
er #hnliche Driisen bei verwandten Formen nicht konstatieren konnte
(er untersuchte Ptinus fur und Dorcatoma flavicornis).

Auf welchem Wege gelangen nun die Pilze von den entlegenen
Darm-Blindsiicken in diese Einstiilpungen hinein? Eine Wanderung
durch das Fettgewebe und eine riickwirtige Durchbohrung ist ziem-
lich ausgeschlossen, es bleibt nur ein Ubertreten in das Darmlumen und
ein Austreten durch den Darm auf die Oberfliche des Tieres und von
hier in die Schliuche hinein. Tatsdchlich findet man nicht nur, wie
schon erwihnt, im Darmlumen der Larven freie Hefen, sondern auch
in dem von #lteren Puppen, die wieder reichlich Mycetocyten gebildet
haben. Diese miissen das Material hierzu darstellen, denn in den
Puppen wird ja bereits die Entwicklung des Geschlechtsapparates
vollendet und werden auch schon die Schlduche gefiillt. Die Einzel-
heiten dieser Vorginge habe ich jedoch nicht ndher untersuchen
konnen. Zum Teil wird auch die tatséichlich zu beobachtende Ver-
mehrungstitigkeit der Pilze an Ort und Stelle zur Fiillung beitragen.
Wiinschenswert wiren noch nihere biologische Beobachtungen iiber
den Vorgang der Eiablage, um zu sehen, wie der Inhalt an die
Eier gebracht wird. Man wird sich vorstellen miissen, daf vor allem bei
dem Vortreten des rohrenformigen Hinterleibsendes seine mit feinen
Haaren besetzte Oberfliche mit Hefepilzen verunreinigt wird und
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diese auf das abgelegte Ei iibertragen werden. Tatséchlich konnte
ich auf Schnitten schon in eingestiilptem Zustand diese Teile mit
Pilzen behaftet sehen. - Unterstiitzt mag die Besudelung noch dadurch
werden, daf auch in den geschlechtsreifen Tieren stindig Hefen
das Darmepithel verlassen und zum Teil sicher anch auf die Ober-
fliche der Genitalregion gelangen. Besondere Einrichtungen, die
pumpenartig auf den Inhalt der Schliuche wirken konnten, habe
ich nicht gefunden. Es ist aber ohne weiteres anzunehmen, daf
die mit der Eiablage im Zusammenhang stehenden Kontraktionen
des Abdomens und der Druck der durch diese enge Stelle gleitenden
Eier eine den teilweisen Austritt der Pilze beférdernde Wirkung
haben wird. '

Die Einrichtungen zur Versorgung der Kischale mit Hefen, wie
wir sie bei Sitodrepa entwickelt sehen, werden jedoch bei anderen
Anobiinen noch an Zweckméfigkeit fibertroffen. StEIN hat bei
Anobium pertinar noch eine weitere unpaare akzessorische Driise
gesehen, die nach ihrer Miindungsstelle zu schliefen, im Darmscheiden-
rohr selbst liegen muB; hei Sitodrepa ist wie gesagt nichts derartiges
vorhanden, aber bei der nicht weiter bestimmten Form, die ich in
einem alten Stuhl fand und die ungleich mehr Symbionten im Darm-
epithel birgt, liegen auch in diesem Teil des Abdomens zwei weitere,
fast den ganzen eingezogenen Abschnitt durchziehende Schlduche
von ganz #hnlicher Beschaffenheit, die ebenfalls prall mit Symbionten
gefiillt sind. Thr Epithel ist noch flacher, die Chitinauskleidung aber
stirker. Sie miinden dicht bei der weiblichen Geschlechtséffnung
an der Innenseite der Basis der diese flankierenden Genitalpalpen.
Hier handelt es sich um einen wesentlich vollkommeneren Uber-
tragungsmodus, denn diese Schlduche miissen notwendig beim Durch-
tritt des Kies zum Teil ausgestreift werden und ihr Inhalt muB
sich unmittelbar anf die Oberfliche des Eies ergiefien. Auf Schnitten
durch die Miindungsstelle ist zu erkennen, daf hier die Hefen durch
eine kittartige Masse verbacken sind, die am Iebendigen Objekt
sicher dazu dient, die Pilze auf der Eischale gut haften zu lassen

Der unpaare Schlauch, den Stein bei Anobium pertinax beschreibt,
hat ganz die gleiche Gestalt und Lage und stellt wahrscheinlich eine
ahnliche Einrichtung dar. Es verspricht noch manche interessante
Einzelheit, wenn man es unternehmen wiirde, diese Beschmiervor-
richtungen vergleichend zu untersuchen und durch biologische Be-
obachtungen zu erginzen.

Es bleibt nun noch festzustellen, wie die Hefen von der Eiober-
fliche in den larvalen Mitteldarm, beziehungsweise dessen Epithel
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gelangen. HEs fillt nicht schwer, die Larven von Sitodrepa beim
Ausschliipfen zu beobachten. Man sieht dann, wie sie zunéchst mit
einem Stiick ihres Kopfes zum Vorschein kommen und die Rénder
der Offnung allmihlich immer weiter abfressen, bis etwa die halbe
fischale verzehrt ist (Textfig. 4). Dann verlassen sie den Rest und
beginnen andere Nahrung aufzusuchen. Dal sie sich damit aber
bereits infiziert haben, beweisen Schnitte durch solche noch in der
KEischale sitzende oder eben sie verlassende Liarvchen. Man kann bei
sorgfaltigem Suchen in ihrem Darmkanal nicht nur die zermalmten
Schalenreste finden, sondern dazwischen auch hier und da einmal
eine Hefezelle. Der
Anfangsteil des Mittel-
darmes zeigt zu dieser-
Zeit noch keinerlei Be-
sonderheit. Die Aus-
buchtungen werden
nicht etwa bereits vor-
ausschauend angelegt,
sondern das jetzt noch
recht niedere Epithel
Al zeigt hinter der Ein-
L% miindung des Osopha-
. gus ganz den gleichen
Charakter wie im
iibrigen Mitteldarm.
Die Larven, bei denen
ich mit Sicherheit
: Hefezellen bereits in-
O ] tracellular feststellem:
B 424 konnte, waren etwa

Textfig. 4. einen Tag alt. Von
Ausschliipfende Larven von Sitodrepa panicea beim jiingeren boten sich
Fressen der Eischale.

mir nur Bilder, deren
Deutung nicht ganz einwandfrei war. Fig. 2 und 3 (Taf. 14) zeigen
solche Infektionen. Von Interesse ist es dabei, zu sehen, wie stets nur
diejenigen Zellen infiziert werden, die an der Stelle der kiinftigen
Ausstiilpungen liegen, nie etwas welter riickwiirtige. 'Wir haben die
gleiche GesetzmiBigkeit vor uns, wie sie auch bei der Ubertragung
der Eier der Hemipteren zu beobachten ist, wo stets nur ein ganz
beschrankter sich durch nichts unterscheidender Teil des Follikels
als Kinfallspforte in das Ei selbst benutzt wird. Zunichst besitzen
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diese jungen Darmzellen, auch soweit sie infiziert sind, noch ihren
Biirstenbesatz; die vereinzelten Hefezellen liegen in gesonderten
Vakuolen und die eingangs geschilderten Zustinde, die scharfe
Sonderung von Mycetocyten und pilzfreien Zellen und die Aus-
sackungen des infizierten Epithels entwickeln sich erst allmahlich.
Diese allein dadurch erkliren zu wollen, daB die Mycetocyten so sehr
heranwachsen und insbesondere auch ihre Basalfliche vergrofern
(Karawaiew), geht wohl nicht an, zu diesem untergeordneten Moment
muB vor allem eine besonders rege Vermehrung der Zellen in diesér
Zone hinzukommen.

Zweifellos finden sich in den von den Anobien durchwiihlten
Speisen auch zahlreiche freigewordene Hefezellen vor und werden
solche gelegentlich mit der Nahrung wieder aufgenommen. Wir
diirfen vermuten, daf solche Pilze dann auch noch in der Lage sind,
in die Epithelzellen einzudringen und bei einer zufillig einmal
mangelhaft funktionierenden Beschmierung der Eier noch eine In-
fektion der Larven herbeizufiihren. _

Der Zyklus der Anobiensymbiose ist damit geschlossen. Zu
keiner Zeit ist an der Hefe Sporenbildung zu beobachten, so wenig,
wie bei den Hefen, die in Schildliusen und Cicaden leben, und an
anderen symbiontisch lebenden Microorganismen. Es handelt sich
stets um asporogene Rassen, wie diese auch sonst unter gewissen
Bedingungen- erzielt werden konnen, oder doch wenigstens bei solchen
Formen, die wie die vorliegende so zahlreich in die AuBenwelt zuriick-
kehren um asporogene Perioden, denn im letzten Fall muB man an-
nehmen, daB unter geeigneten Lebensbedingungen auch im Freien
rege Vermehrung eintritt und Sporenbildung einsetzt.

Die Anobiensymbiose steht, mit den iibrigen intracellularen In-
sektensymbiosen verglichen, ganz einzig da. Wenn auch jede der
sonst Symbionten beherbergenden Gruppen ihre Besonderheiten hat,
50 besitzen sie doch auch Vergleichspunkte, zum mindesten in der Art
der Infektion der Eier und in dem Sitz der Symbionten im Bereich des
mittleren Keimblattes; bei dem vorliegenden Objekt aber wohnen die
Pilze im Entoderm und geschieht die Ubertragung in Gestalt einer
Neuinfektion durch den Mund, unterstiitzt durch ganz eigentiimliche
Hilfseinrichtungen am Abdomen. Beide Sonderheiten stehen zweifellos
in Abhédngigkeit voneinander, denn fiir Darmepithelbewohner liegen
offenbar organisatorische Schwierigkeiten vor, in die heranwachsen-
den Eier zu gelangen. Es scheint mir von besonderem Interesse,
zu sehen, wie hier die um ihre Mittel nie verlegene Natur trotzdem,
von der gegebenen Strafle des Darmkanals ausgehend, eine Einrichtung
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zu schaffen vermag, die an Sicherheit der Ubertragung nichts zu
.wiinschen iibrig 146t. Es wire hochstens noch an die Moglichkeit zu
denken, daf die Pilze aus dem Darm in die Scheide iibertreten, hier
bis zu den Ovarien hinaufwandern und ein Infektionsorgan bilden,
dhnlich etwa den eigentiimlichen Ovarialampullen der Liuse, deren
Bedeutung ich vor kurzem aufkliren konnte. Vielleicht findet man
eines Tages noch Insekten mit darmbewohnenden Symbionten, bei
denen dies verwirklicht ist.

Man muB sich eigentlich wundern, daf das Darmepithel bei den
so sehr zur Aufnahme intracellularer Symbionten neigenden Insekten
— gibt es ja sogar Formen unter ihnen, die zwei ganz verschiedene
Pilze beherbergen — sonst nirgends Sitz der Symbionten wird, ob-
wohl von hier aus eine giinstige Beeinflussung der Verdauung am
ehesten gegeben erschiene und wiederholt der Drang, die Pilze dicht
an dem Darm und weit. unter ihm ausgedehnt zu lokalisieren, zu
Tage tritt (Pediculus, Haematopinus, Camponotus). Ich glaube, dab
hier die eben betonte Schwierigkeit der Eiinfektion eine Rolle spielt,
die vor allem auch iiberall dort einem Ubertragungsmodus wie bei
.den Anobien vorzuziehen sein wird, wo die Eier bzw. Embryonen
starken Frosten und insbesondere auch der Trockenheit ausgesetzt
sind, was z. B. bei den Phytophthiren vielfach der Fall ist. Wissen
wir doch von den freien Hefen, die iiberall, vor allem auf faulenden
Friichten und an anderen Pflanzensiften vorkommen, daf sie im
Winter allerorts in den oberflichlichen Schichten (etwa bis in 30 cm
Tiefe) der Erde zu treffen sind, im Sommer aber infolge der Trocken-
heit nur in groferen Tiefen sich zu halten vermogen. Bei den
Anobien fallen solche Bedenken nicht ins Gewicht. Meines Wissens
iiberwintern bei keiner Form die Kier, sondern stets die im Holz,
in Zapfen oder Trieben minierenden Larven, die bereits nach einer
kurzen Pause dem Ei entschliipfen.

Wihrend wir, wie gesagt, unter den iibrigen intracellularen
Symbiosen bei Insekten bis heute nirgends Vergleichbares finden,
sind wir durch eine vorziigliche Studie PeTrr’s iiber die Symbiose
der Olivenfliege (Dacus) mit im Darmlumen frei lebenden
Bakterien unterrichtet, die auffillig viel Ahnliches bietet. Hier
leben die Symbionten der Larve in Ausstillpungen des Anfangsteiles
des Mitteldarmes, also an ganz identischer Stelle. Die Gefahren
der Metamorphose aber werden dadurch umgangen, daf ein kleiner
Teil sich in eine unpaare Schlundtasche im Kopfe der Imago rettet.
Die Ubertragung wird ebenfalls durch ,Beschmierdriisen“ bewerk-
stelligt, die in grioBerer Anzahl seitlich und dorsal in den Enddarm
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manden, kurz bevor er sich mit der Vagina vereinigt. Bei der Ei-
ablage wird hier lediglich die Micropylengegend behaftet, deren
seltsam lakunenartig erweiterte Hohlriume sich allméhlich véllig
mit Bakterien fiillen. Schon bevor jedoch die Larve die Eischale
verliaBt, aber erst nach Bildung des Darmrohres, ist diese bei Dacus
infiziert; hier unterscheiden sich also beide Formen wesentlich. Ob
bei der Olivenfliege die Bakterien aktiv die Dotterhaut, die die
langste Zeit intakt bleibt, durchbohren, oder vom Insekt verursachte
Risse benutzt, bleibt ebenso unsicher, wie die Bedeutung des ganzen
Zusammenlebens.

Jedenfalls geht aus dem Vergleich der beiden Formen, Anobien
und Dacus, hervor, da gerade das, was bei ersteren als primitive
KEinrichtungen auffillt, enge Beziehungen mit der urspriinglicheren
Dacus-Symbiose aufweist, und daf man sich auch bei den Anobien
leicht einen #hnlichen Zustand vorausgegangen denken kann.

Wenn unter den innigen Insektensymbiosen eine Neuninfektion
durch den Mund auBer bei Anobien nirgends vorkommt, so kennen
wir doeh bei niederen Tieren #hnliche Ubertragungsweisen. Die
an griine Flagellaten eng angepaBte Convoluta roscoffensis legt
symbiontenfreie Eier in eine Kapsel vereint ab, diese aber ist
suferlich und innerlich von den Flagellaten, zu Chlamydomonas
zu stellenden Formen, verunreinigt und beim Ausschliipfen gelangt
der eine oder andere Symbiont alshald in die jungen Wiirmer
hinein, die daraufhin jede weitere Nahrungsaufnahme -einstellen
und nur noch auf Kosten ihrer Inwohner leben. Bei ihnen handelt
es sich allerdings um Organismen, die auch sonst an den betreffen-
den Lokalititen auBerordentlich hiufig sind, so daf eine Infektion
auch bei kiinstlich flagellatenfrei den Kapseln entnommenen Tieren
mit grofier Sicherheit zu erwarten ist. Immerhin kann man die
Anbahnung &hnlicher Zustinde, wie bei den Anobien, in dieser
Einrichtung der Convoluten sehen. Vollig auf jedesmalige Neu-
infektion durch den Mund sind ja auch die meisten mit Zooxan-
thellen lebenden Colenteraten angewiesen — bei verschwindend
wenigen nur werden die Eier infiziert —, hier besteht nirgends eine
Kontinuitit zwischen den gelben Zellen des Muttertieres und denen
der Nachkommen, sondern die Flagellatenstadien derselben sind im
Meere so auBerordentlich verbreitet, daB es nicht lange dauert, bis
in deren Mund der eine oder andere Symbiont gelangt, der sich, in
das Wirtsgewebe aufgenommen, lebbaft vermehrt und zu dem sich
immer neue hinzugesellen. Es sind eben alle erdenklichen Zustinde
des gegenseitigen Abhingigkeitsverhéltnisses und der gegenseitigen
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Sicherung entwickelt, unter denen die hier fiir die Anobien klar-
gelegten zu den interessantesten gehoren.

‘3. Die Bedeutung der Anobiensymbiose.

" DaB es sich bei dem Zusammenleben der Anobien mit Hefen um
wirkliche Symbiose handelt, daran wird wohl niemand zweifeln, der
die voranstehenden Einzelheiten der gegenseitigen Anpassung kennen
gelernt hat, auch ohne daf zunichst ein wirklicher Beweis fiir die
Bedeutung der Pilze im Haushalt der Kéfer erbracht ist. Tatséchlich
ist aber vielleicht gerade bei diesem Objekt ein solcher in besonders
hitbscher Weise zu bringen. Denn hier liegt noch am ehesten die
Moglichkeit vor, den Wirt auf experimentellem Wege pilzfrei zu
machen, ohne zu gefihrlichen und schwierigen Exstirpationen schreiten
zu miissen. Ich denke an die Aussichten, die abgelegten Eier durch
Waschungen mit geeigneten Mitteln keimfrei zu machen und die
Lebensfahigkeit der in pilzfreier Nahrung ausschliipfenden Larven
mit der in ebensolcher befindlicher aber infizierter Larven zu ver-
gleichen. Ich habe die ersten' Vorversuche in dieser Richtung be-
reits angestellt und hoffe, daB sich dies auf dhnliche Weise erreichen
1laBt, wie man etwa pilzfreie Samen durch Spiilung mit Kalium-
permanganat oder Wasserstoffsuperoxyd gewinnt. Ich zweifle nicht
daran, daf man hierbei dhnliche Resultate bekommen wird, wie bei
jenen Convoluten,” die man, bevor sie sich infizieren konnten, aus
ihrem Kokon befreite und die in symbiontenfreiem Seewasser dahin-
sichten, durch rechtzeitige Algenfiitterung aber am Rande des Todes
noch gerettet werden konnten.

Auch hinsichtlich der Frage nach der spezifischen physiologi-
schen Leistung ergeben sich einige Anhaltspunkte. Daf es sich um
eine fir den Wirt giinstige Beeinflussung des Speisebreies handelt,
geht schon aus den topographischen Verhiltnissen hervor. Bevor
die Nahrung in den eigentlichen verdauenden Teil des Mitteldarms
gelangt, passiert sie die Region der Blindsicke und fiillt auch diese
selbst aus. In dem unmittelbar vorangehenden Kaumagen wird die
Nahrung erst noch griindlich durchgeknetet und schon hier sicher
mit Stoffen, die in den Blindséicken ausgeschieden werden, reichlich
durchmengt. Die Nahrung selbst besteht bei allen Anobiinen mit
Ausnahme von Sitodrepa in Holzsubstanz; die Hedobien- und Xesto-
bium-Larven leben in abgestorbenem Laubholz, in Buchen, Haseln.
Apfel-, Lindenbédumen und so fort, Ernobius-Larven vor allem im
Mark von Coniferenzapfen, Ernobius mollis schidigt Balken und
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Hausgerite, die Anobien hausen mit Vorliebe in ganz altem Holz
von Mobeln und Balken, die bekannte Totenuhr ist ja eine Anobium-
Art (Anobium pertinaz). Nur Sitodrepa hat sich von der urspriing-
lichen Lebensweise abgewandt und ist in die menschlichen Vorrats-
kammern eingedrungen, wo sie vor allem Kleie bevorzugt, aber auch
an alles erdenkliche andere geht. In Carwers Kiferbuch kann man
lesen, daB sie sich an Biskuits, Pfefferkuchen, Schokolade, Nudeln,
Olkuchen, Kopra, Rizinuskerne macht, aber auch Farbwurzeln, Al-
kanna und Krapp, scharfe Gewiirze, wie Ingwer, Drogen aller Art,
Papiermaché und anderes verzehrt.

Als hauptsichliche Nahrung, die sich den Holzfressern bietet.
wird die Stirke zu nennen sein, die die Biume im Herbst in ihrem
Holz aufspeichern. Nun besitzen die Insekten bekanntlich keine
Zellulose losenden Stoffe, nur der Inhalt derjeniger Zellen ist ihnen
zuginglich, die von den Mandibeln oder den Zihnen des Kaumagens
teilweise zerstort worden sind. Man konnte daran denken, daB die
symbiontische Hefe ein Holzsubstanz losendes Ferment liefert. Eine
andere Moglichkeit legt die grofie Stickstoffarmut der zur Verfiigung
stehenden Nahrung nahe, es ist jedenfalls auch der Frage niher zu
treten, ob nicht die Hefen den Stickstoff der Luft, den ihnen die
die Ausstiilpungen des Darmes versorgenden Tracheen zur Verfiigung
stellen konnten, zu assimilieren vermoégen. Wir wissen zur Zeit
weder etwas von Zellulose vergirenden Hefen noch ist Sicherheit
dariiber vorhanden, ob es Luftstickstoff assimilierende gibt. Nach
Krfahrungen von Zikes u. Kossowicz (1912) sollen tatséchlich solche
vorkommen. Wenn sich mit Saccharomyceten vertraute Garungs-
physiologen der Anobium-Hefen annehmen und ihre Eigenschaften
in Kulturen aufBerhalb des Wirtes studieren wiirden, deren Her-
stellung bereits EsceericE gelungen ist, so miiBte sich diese Frage
16sen lassen.
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- Tafelerklirung.
Tafel 14.

Alle Figuren sind mit Olimmers. Zerss 2 mm und Comp. Oc. 8 auf Objekt-
tischhohe gezeichnet.

Fig. 1—8 von Sitodrepa panicea.

Fig. 1. Oberfliche eines abgelegten Eies, die Hefen liegen zwischen den
Héckern, nach dem Leben. :

Fig. 2 u. 3. Erste Infekfionsstadien des Mitteldarmepithels in ganz jungen
Larven, die die Eischale vor kurzem verlassen haben.

Fig. 4. Mycetocyten ans den Blindsicken einer #lteren Larve.

Fig. 5. Bildung des imaginalen Epithels an den Blindsidcken einer alten
Larve. Neuinfektion desselben.

Fig. 6. Mycetocyten aus den Blindsicken einer Imago.

Fig. 7. Stiick eines pilzerfiillten Sackes am Abdomen der Q Imago, der zum
Beschmieren der Eier dient.

Fig. 8. Die Hefezellen aus der Larve, nach dem Leben.

Fig. 9. Die Hefezellen aus der Larve von Ernobius abietis, nach dem Leben.
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