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Ausarbeitung roll Infektionsmethoden. Vorl/iufige Mitteilung. 

VoI1 W ,  Rudorf .  

Die Gattung Sclerotinia enth/ilt eine Reihe yon 
Arten, die als Sch~idlinge unserer Kulturpflanzen 
eine groBe Beachtung verdienen. Es handelt 
sich um fakultative Parasiten, die auBerdem 
meist polyvor sind, d. h. auf mehreren Arten yon 
Wirtspflanzen, die nicht einmal miteinander 
verwandt zu sein brauchen, parasitieren kSnnen. 
Eine Bek~impfung dieser Parasiten auI dem Wege 
der Resistenzztichtung verspricht daher zungchst 
wenig Aussichten. Es liegen aber Beobachtungen 
vor, dab Resistenz gegen Sclerotinia-Parasiten 
in der Natur  vorkommt.  So sind allgemein die 
StiBkirschensorten gegen Sclerotinia cinema 
SCHROET., die Moniliakrankheit der Kirsche, 
bedeutend widerstandsf~ihiger als die Sauer- 
kirschen, und unter den Siigkirschen zeigen 
einige Sorten eirm hShere Resistenz als andere. 
Beim Kleekrebs, Sclerotinia ciboroides (HoFFM.) 
ERIKS. ( =  Sclerotinia tri/oliorum EmKs.) sind 
in Sval6f durch N. SYLVk~r und G. NILSSON- 
LEISSNEI~ umfangreiche Untersuchungen durch- 
geftihrt worden, wobei, wie NILSSON-EI~LE 1934 
auf der Tagung der Deutschen Naturforseher 
und ~'&rzte in Hannover  berichtet hat, resistente 
Kleest~imme ausgelesen werden konnten. Die 
beiden schwedischen Forscher haben in der Re- 
sistenzziichtung eine Feldinfektion verwendet, 
indem sie die Priifung von Kleest~immen auf 
Parzellen vornahmen, die mit  Sklerotien stark 
verseucht wurden. Eine Methode k/instlicher 
Infektion fiir Gew~ichsh~iuser haben sie nicht 
ausgearbeitet. Auch im Gew~ichshaus ver- 
wandten sie f/Jr die Infektion Sklerotien, welche 
Apothezien bildeten und mit  den herausge- 
schleuderten Ascosporen die Wirtspflanzen von 
Rotklee, Alsikeklee und Weil3klee infizierten. 
Infektionsversuche mit  Sporen im grol3en Mal3- 
s tabe mil31angen. 

Bei der grogen Bedeutung dieses Sch/idlings 
fi~r den deutschen Klee- und Lnzerneanbau 
entschloB ich mich 193 4 in Leipzig, die Resistenz- 
ztichtung gegen Sclerotinia tri[oliorum zu bears 
beiten. Die ersten Untersuchungen wurden von 
Dr. NOLL und Studienassessor FbRSTEI~ durch- 
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geffihrt. Die Arbeiten wurden dann in Miinche- 
berg fortgesetzt 1. 

K t i n s t l i c h e  I n f e k t i o n s m e t h o d e n .  

Der Pilz, Sclerotinia tri/oliorum, 1/iBt sich auf 
den verschiedensten Substraten kultivieren, so 
auf gekochten oder ged~impften Teltower Rtib- 
chen, Wruken, MShren, roten Beeten, Zwiebeln, 
auf rohen Tomaten, weniger gut auf Birnen, 
J~pfeln, Pflaumen und Bananen. Von kiinst- 
lichen N/ihrbSden hat  sich besonders Trauben- 
zucker-Pepton-Agar nach HENNEBERG bew/ihrtZ 

Die Entwicklung des Parasiten verl~uft auf 
den genannten N~ihrb6den sehr verschieden. 
Auf Henneberg-Agar in Petrischalen erh/ilt man, 

Abb x. Henneberg-Agar-Kultur v. Scl tri]., Herkunft Weihenstephan. 
Mycel aus nattiflichen Sklerotien. Geimpft: 27. Januar 1937. Auf- 

nahme: 24. Februar i937. 

wenn man die Impfung mit  kleinen Mycel- 
br6ckchen aus dem Innern von nattirlichen, 
kranken Pflanzen entstammenden Sklerotien 

1 Ich danke noch ihnen beiden sowie Herrn 
Dr. ~ K E R B E R G ,  Weibullsholm, der als wissensehaft- 
lieher Gast des Instituts sich im Jahre 1936 an 
diesen Arbeiten beteiligt hat, und FrAulein WALL- 
RAB~, die diese Untersuchungen dauernd betreut. 

2 Zusammensetzung : 
Pepton ,,Witte" . . . . . . . .  i,o g 
Saures phosphorsaures Ammonium %2 g 
Salpetersaures Kalium . . . . .  o,2 g 
Schweielsaures Magnesium . . o,o 5 g 
Chlorcalcium . . . . . . . . . .  o,oi g 
Traubenzueker . . . . . . . .  lO,O g 
Aqua dest . . . . . . . . . .  ioo,o g 
Agar . . . . . . . . . . . .  2--3 ,5g 
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vornimmt,  zun~chst Mycel, das in konzentrischer 
Anordnung nach etwa IO Tagen Sklerotien 
bildet. Diese Sklerotien k6nnen unter bestimm- 
ten Bedingungen zur Bildung yon Apothecien 

Sklerotien lassen sich Morphotypen beobachten, 
wie Abb. 1 - -  7 zeigen. 

Werden Tomaten mit kleinen Stiicken aus dem 
Inneren yon Sklerotien infiziert, so wird das 

Abb. 2. Henneberg-Agar-Kultur v. Scl. tri/., I lerkunft  Rostock. 
Mycel aus nattirlichen Slderotien. Geimpft :  27. Januar  1937. Auf- 

nahme:  o- 4. Februar 1937. 

gebracht werden, welche normale Asci enthalten 
und lebensf~hige Ascosporen ausschleudern. Von 
Einsporkulturen ausgehend, erh/ilt man auf 

Abb. 5. Einsporkuttur, Herkunft  Leipzig auf Henneberg-Agar. 
Geimpft:  3. Februar  1937. Aufltame: 24. Februar  1937. 

ganze Innere vom Mycel des Parasiten durch- 
wuchert. I m  Inneren der Tomaten t r i t t  keine 
Sklerotienbildung ein, wohl aber an allen Stellen, 

Abb. 3. Henneberg-Agar-Kultur vo~l Sd.  tri[., Herkunft  Weibulls- 
hohn. Mycel aus natiirlichen Sklerotien. Geimpft:  27. Januar  1937. 

Aufnahme: 24. Februar  1937. 

demselben Substrat  Mycel, das in derselben 
Weise wie das Mycel aus natiirlichen Sklerotien 
von kranken Pflanzen wieder Sklerotien bildet. 

Abb. 6, Einsporkultur, Herkullft Weihenstephan, auf Fienneberg- 
Agar. Geimpft: .  x5. Februar  1937. Aufnahme:  3. M/irz 1937. 

wo das Mycel mit  der Luft  in Bertihrung kommt.  
Das Mycei kann aus der Tomatenptilpe leicht 
gewonnen werden und l~gt sich zur Infektion 

Abh. 4- Einsporkultur Herkunft  Landsberg, aus Henneberg~Agar. 
Geimpft:  3. Februar  1937. Aufnahlne 24. Februar  1937. 

Bei den Sklerotien aus ~ Einsporkulturen konnte 
bislang nur die Bildung yon Stielchen der Apo- 
thezien, nicht aber die Bildung yon Asci beob- 
achtet werden; dagegen bilden solche Sklerotien 
Konidien. Bei Einsporkulturen sowohl wie bei 
Kultur  mit  Mycelsttickchen aus natiirlichen 

Abb. 7. Einsporkuitur,  Herkunft  Weihenstephan, auf ttellneberg-Agar. 
Geimpft:  27. Januar  1937. Aufnahme:  24. Februar  1937. 

yon Kleepflanzen sehr gut verwenden. 
Weitere Versuche zeigten, dab der Pilz sich 

sehr gut auf mit  P[laumensa[t getriinkten BrSt- 
chen kultivieren l~[Bt (Abb. 8). Die BrStchen mit  
etwa 50 ccm Pflaumensaft  werden in besonderen 
Glasgef~13en mit  Deckel, welche mit  einer kreis- 
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runden Impf6ffnung von etwa 1,2 cm Durchmes- 
ser versehen sind und mit einem Wattebausch 
verschlossen werden k6nnen, sterilisiert, und die 
Impfung wird mit Mycel yon kfinstlichen Kultu- 
ren oder aus natfirlichen Sklerotien durch- 
geffihrt. ZunS~chst bildet sich Mycel, wel- 
ches dasBr6tchen durchwuchert und an der 
Oberfl~iche einen dichten Rasen bildet. 
Nach  etwa 14 bis 2o Tagen :bilden sich die 
ersten Sklerotien, und nach 5--6 Wochen 
ist das ganze Br6tchen mit Sklerotien 
durchsetzt. Neben den Sklerotien ent- 
wickelt sich in dem Pflaumensaft vim 
Mycet, das eine dichte, gummiartige feste 
Masse bildet. Wenn die meisten Sklero- 
tien hart geworden sind, werden die Ge- 
f~iBe entleert und die Sklerotien sowie das 
Mycel bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Auch diese Sklerotien bilden unter ge- 
eigneten Bedingungen Apothezien und 
Ascosporen. Der Pilz durchl~iuft also a u c h  
bei dieser Kultur alle Entwicklungspha- 
sen. An Stelle yon Pflaumensaft 1/igt 
sich ein Dekokt aus Kleebl~ttern und 
Wasser im VerMltnis I : 5 verwenden, 
der zwei Stunden auf 5o~ erhitzt wird. 
Nach 5--6stfindigem Stehen wird filtriert 
und eine Viertelstunde be i  I arm. sterili- 
siert.- Die Sterilisierung und Impfung der mit 
Kleedekokt getr~nkten Br6tchen geschieht in 
der schon angegebenen Weise. 

Bei der E~twicklung eider I~/ektionsmethode 
ffir Sclerotinic~ tri/oliorum war die Uloerlegung 
maBgebend, dab der Infektionsstoff des Pilzes 
sich jederzeit im Laboratorium in grogen Massen 
erzeugen liei3 und dab mit diesem Impfstoff eine 
sichere Infektion erreicht wurde. Wir konnten 
Kleepflanzen mit A scosporen infizieren, die durch 
ein Deckgl~ischen fiber den Apothezien aufge- 
fangen wurden. Die Ascosporen wurden in einer 
Aufschwemmung yon mit Wasser verdfinntem 
Kleedekokt auf die Pflanzen zerst~iubt. Die Ge- 
winnung yon Ascosporen in grogen Mengen be- 
reitet aber Schwierigkeiten, so dab sie als Infek- 
tionsstoff normalerweise ausscheiden. Hinzu 
kommt, dab es bislang noch nicht restlos ge- 
lungen ist, die Keimung der Sklerotien v611ig 
willkfirlich zu regeln. Wechsel yon Feuchtigkeit 
und Trockenheit und Temperaturen voia 12 bis 
I6 ~ C f6rdern die Bildung der Apothezien. Auch 
Wechseltemperaturen (nachts 5 ~ C, tags 20 ~ C) 
erwiesen sich als giinstig. Trotzdem bleibt die 
Keimung launisch. Die Ausbildung der Scheiben 
mit dell Asci und Sporen erfolgt nur bei Licht, 
nicht in Dunkelheit. Auff~llig ist der Phototro- 
pismus der Apothezien (NOLL). 

An infizierten Kleepflanzen bildet sich bei 
hoher Luftfeuchtigkeit Lu/tmycel, an dem in 
reichem MaBe Konidien abgesondert werden 
(Abb. 9). Auch mit diesen Konidien sind Klee- 

Abb. 8. Pflaumensaft-Br0tehen, mit Herkunft Leipzig an~ i. Februar 1937 
geimpft. Durchmesser der Glassehale I2,5 era, H6he 7,0 cm. 

pflanzen infizlert worden. Mit den Konidien 
wurde in Wasser, dem 2 % Traubenzucker und 
nur o , I% Agar zugesetzt wurden, eine Auf- 

Abb. 9- Konidienbildung auf KleeblS.ttern. Aufnahrne: 3- Mai #937- 

schwemmung hergestellt, welche siqh ibequem 
auf die Kleepflanzen zerst~uben/l~!Bt. Diese 
Konidien lassen sich in groBen Mengen:erzeugen, 
wenn man infizierte BlOtter in mit feuchtem 

. . . .  FlieBpapier ausgelegtenPetrischalen aufbewahrt. 
19" 
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Immerhin ist die Gewinnung yon Konidien auf 
diese Weise umst~indlich und h~ingt yon dem 
Vorhandensein infizierter Bl~itter ab. 

Konidienbildung tr i t t  auch auf Kulturen auf 
Henneberg-Agar ein, wenn sie tiberst~indig und 

Abb. io. Fr/inkischer Rotklee, mit  Konidienaufschwemmuilg Herkunf t  Weibullsholm 
am 6. April I937 infiziert (linker Topf nicht infiziert). Aufnahme 3. Mai 1937. 

trocken werden oder die Plat ten zu dtinn ge- 
gossen sind. In diesen F/illen kommt  es nicht 
mehr zu Sklerotienbildung, sondern aus N~ihr- 
stoff- oder Feuchtigkeitsmangel zur Konidien- 
bildung. Auch mit  diesen Konidien konnte die 

Der Tomatensaft  mit  dem Mycel l~il3t sich meh- 
rere Wochen in einem dicht abgeschlossenen 
Glasgef~B bei o - - I  9 C aufbewahren, wird aber 
am besten sofort nach der Gewinnung ftir die 
Infektion verwendet. Man setzt der lVIycelmasse 

etwas Wasser mit  Agar zu und 
spritzt ihn auf die Kleepflanzen. 
Die Verwendung yon Tomaten,  
welehe mehrere Wochen im Ktihl- 
schrank aufbewahrt worden waren, 
bereitete unerwarteterweise Schwie- 
rigkeiten, die noch nicht aufgekl/irt 
sind. 

Die bequemste Infektionsmethode 
ist die folgende, die zur Zeit allein 
fiir Masseninfektionen angewendet 
wird: 

Von den verschiedenen Herkfinf- 
ten von Scleroti~ia tri/oliorum wer- 
den in der angegebenen Weise auf 
mit  P/laumensa/t oder Kleedekokt 
getr~nkter~ BrStchen Sklerotien in 

groBer Zahl erzeugt und lufttrocken gemaeht. 
Sie werden dann zerkleinert und auf einer ge- 
eigneten Mtihle zu feinem grauen Mehl zer- 
mahlen. Dieses Mehl kann nach bisherigen 
Beobaehtungen trocken tiber ein Jahr  lang 

aufbewahrt  werden und beh~lt 
dabei seine Lebensf~ihigkeit. Der 
Infektionsstoff wird als Suspension 
mit  Ioo g Wasser, 0,5 g Sklerotien- 
mehl, 2 g Traubenzucker und 
0,25 g Agar hergestelIt. Naehdem 
der Agar in der Traubenzncker- 
t6sung durch Erhitzen irn Dampf-  
topf oder Autoklaven zur LSsung 
gebraeht wurde, wird nach Ab- 
ktihlen das Sklerotienmehl zuge- 
setzt. Diese Suspension wird dann 
wieder mit  Hilfe eines Zerst~ubers 
auf die Kleepflanzen gespritzt. 
Wir rechnen auf j e 50 Kleepflanzen 
ungef~hr 50 ccm Infektionsauf- 
schwemmung. 

Abb. I I .  Gew~ichshausabteil mi t  infizierten Kleepflanzen unter 

Infektion yon Kleepflanzen erfolgreich durch- 
geftihrt werden (Abb. IO). 

Wenn frische Tomaten zur Verftigung stehen, 
lfiBt sich Mycel des Pilzes, wie schon gesagt, in 
groBen Mengen im Inneren der Tomaten er- 
zeugen. Die vollst~indig durchwucherten Toma- 
ten werden durch einen Fleischwolf gedreht und 
die gewonnene Masse durch ein feines Sieb ge- 
r/ihrt, um Schatenteile und Samen zu entfernen. 

I n f e k t i o n s b e d i n g u n g e n .  
Glask~sten. 

Das Alter der P/lamen. Klee- 
pflanzen im Keimstadium werden nach bisherigen 
Ergebnissen restlos vernichtet. Um resistente 
Pflanzen finden zu k6nnen, wird die Infektion 
durchgeftihrt, wenn sie etwa 15--2o cm hoch sind 
und wenigstens 5--6  BlOtter entwiekelt haben. 

Temperatur. Der Erfolg der Infektion ist am 
gr6Bten, wenn die Temperatur  etwa I 3 - - I 6 ~  C 
betr~igt. Bei niedrigeren und h6heren Tempera-  
turen verl~uft die Infektion sehr langsam. 
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Lu/t/e~chtigkeit. Die relative Luftfeuchtigkeit 
soll m6glichst IOO %betragen. Taubildungf6rdert  
den Befall sehr stark. Auch rein zerst~ubtes 
Wasser, das nach erfolgter Infektion beim Auf- 
treten der ersten braunen Fleckchen auf den 
Bliittern den Pflanzen zugefiihrt wird, wirkt sich 
sehr giinstig aui die Ausbreitung des Pilzes aus2 

Licht. Direkte Sonnenbestrahlung hemmt den 
Befall; ob mit telbar  fiber die Temperaturerh6- 
hung oder unmittelbar ist noch IIicht bekannt. 
Am giinstigsten ist diffuses Licht, bei dem die 
Kleepflanzen auch unter Glask~isten m6glichst 
nicht vergeilen. 

Zur IIIfektioii werden die zu priifenden Kiee- 
herkiinfte oder St~mme in Saatschalen ausges~it 
und d a n n  in Triebk~isten auf 
5 X 5 cm pikiert. Wenn die Klee- 
pflanzen das beschriebene Entwick- 
luiigsstadium erreicht haben, werden 
die Triebk/isten in ein Gew/ichshaus- 
abteil gebracht, das die notwendigen 
Temperatur-  und Lichtbedinguiigen 
erfiillt. Nach erfolgter Infektion 
werden die Triebk~isten in feuchteii 
Torfmull gestellt und Glaskiisteii 
dariibergestiilpt (Abb.II) .  DerKlee  
bleibt unter diesen K~sten, bis die 
anf~illigen Pflanzeii vernichtet sind. 
Je nach den Temperatur-  und Feuch- 
tigkeitsbedingungen dauert das 3 - -6  
Wochen. Die Infektion ist bereits 
meist am drit ten Tag an punktf6r- 
migen, graubraunen Flecken auf 
den B1/ittern zu erkennen, die 
schnell an Gr6Be zunehmen, his die 
ganze Blattfliiche vernichtet ist 
(Abb. 12). Das Mycel durchwuchert 
auch die Stengel bis zum Wurzel- 
hals und bei gentigeiid hoher Luftfeuchtigkeit 
wird reichlich Luftmycel mit  grogen Mengen 
Konidien gebildet. Die Infektioii kann IIach den 
bisherigen Erfahrungen auch durch Beriihren 
kranker Pflanzeiiteile mit  gesunden stattfinden. 
I s t  nactl 3 Tagen ein Befallsbeginn noch nicht 
festzustellen, so wird die Infektion wiederholt. 

Kleepflanzen, welche bei gut geluiigeiier In- 
fektion nicht absterben und gut regenerieren, 
k6nnen in einzelnen 1Rotkleeherk/inften und 
Sorten beobachtet  werdeii. An diesen Pflanzeii, 
die die erfolgte Infek t ion  klar erkeniien liel3en, 
konnten kleine Sklerotien im Wurzelhals eben 
fiber der Erde gefuiiden werdeii. Auch an dem 
Stengel der vom Kleekrebs vollst~indig ver- 
nichteten Pflaiizen ist Sklerotienbildung fest- 
zustellen. Bevor wir Kleepflaiizen als resistent 
betrachten, wird die Infektion mit  derselben 

Herkunft  des Pilzes dreimal durchgefiihrt. Bis- 
her konnten resistente Nleepflanzen in folgenden 
Sorten und Herkiinften gefunden werden: 
Lembkes, Fr/inkischer, Schlesischer, Dregers 
B6hmischer zweischtiriger, Merkur, Ultuna und 
Tystofte Nr. 4 o, die eine dreimalige Infektion 
mit  der Herkunft  Landsberg a .W.  des Pilzes 
durchhielten. Wenn auch fast alle Bl~itter und 
Steiigel vernichtet wurden, triebeii die Pflanzen 
immer wieder kriiftig aus, w/ihrend bei den an- 
f~illigen auch Herzbl~itter und Wurzelhals abstar- 
ben. Die meisten Rotkleeherktinfte und Sorten 
werden jedoch yon dem Pilz restlos vernichtet. 

Das Vorkommen voii Biotypen konnte bei 
Sclerotinia tri/oliorum noch nicht nachgewiesen 

t 

Abb, 12. Kleebl~tter in steigenden Befallstadien. Infektion: 28. August 1937. Auf- 
nahme 9. September 1937. 

werden, wohl aber das Vorkommen y o n  Morpho- 
typen bei Einsporkulturen und Pilzherkfinften 
aus Henneberg-Agar. 
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