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STAPP:

Der Ziichter

(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem.)

Bedeutung und Wert der serologischen Virusdiagnose
fir die Kartoffelziichtung.

Von C.

Die Sicherstellung unserer Ernihrung ist eine
der dringendsten Forderungen besonders wih-
rend des Krieges. Von allen landwirtschaftlichen
Erzeugnissen dirfte der Kartoffel als dem Volks-
nahrungsmittel schlechthin daher auch die
grofte Wichtigkeit zuzusprechen sein. Die
Ernteertrdge je Flicheneinheit nicht absinken
zu lassen, zumindest auf ihrer jetzigen Héhe zu
halten, nach Méglichkeit noch zu steigern, mull
daher unser vornehmstes Bestreben sein. Dal
der Kartoffelbau durch die sog. Abbaukrankher-
ten ernstlich gefdhrdet ist, wird in Fachkreisen
nicht bestritten. Diese Abbaukrankheiten sind
— das steht heute einwandfrei fest — auf den
Befall der Kartoffeln durch Viren zuriickzu-
fithren. Wenn solche Viren in den Kartoffel-
bestinden in gréBerem Umfange auftreten,
kénnen die Ertragsminderungen recht betricht-
liche AusmaBe annehmen. Nach neueren Ver-
offentlichungen von KLAPP (2) zeigte sich in
einem Bonner Nachbauversuch bereits nach
einem Jahr im Mittel mehrerer Sorten ein Er-
tragsriickgang von rund 629%, im 4. Nachbau
sogar von rund 859%, d.h. also, daB im 4. Nach-
baujahr nur noch 15%, der urspriinglichen Ernte-
menge anfiel! Solche Ernteverluste lassen sich
aber verhindern durch Anbau gesunden Kar-
toffelpflanzgutes. Nun 14Bt sich zwar bei vielen
Kartoffelsorten der Befall bzw. die spontane In-
fektion durch ein Virus am Symplombild des
Kartotfellaubes feststellen, es besteht aber ketner-
les Moglichkeit, bei den Knollen auf Grund rein
duBerlicher Merkmale oder am Knollenfleisch
irgendwie zu erkennen, ob dieselben virusver-
seucht sind oder nicht. Andererseits gibt es Kar-
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toffelsorten, die als , latente Virustriger ange-
sprochen werden miissen. Diese Virustriger,
denen das von ihneun jeweils beherbergte Virus
anscheinend nichts anhaben kann bzw. deren
Knollenertrige nicht mehr wesentlich absinken,
zeigen teilweise auch am Kraut keine charakte-
ristischen Krankheitssymptome. Bei gewissen
Sorten jedoch, die seit Jahren zu 1009, ver-
seucht sind, wiirde voraussichtlich — das muf}
einmal hier hervorgehoben werden — das Habi-
tusbild der Kartoffelpilanze ein ganz anderes
sein, als es zur Zeit bekannt ist, wenn diese
Sorten befreit von ihrem jeweiligen Virus ge-
zogen werden konnten.

Diese,,latenten‘ Virustrd gersind nicht nureine
Gefahr fiir benachbarte gesunde Kartoffelbe-
stinde, sondern sie selbst sind auch jeweils stark
gefdhrdet, weil bei Hinzutritt eines zweiten
Virus mit erheblichen Ernteminderungen bei
diesen Sorten sicher zu rechnen ist.

In allen den erwihnten Féllen ist es notwen-
dig, Untersuchungsverfahren zu besitzen, die
eine schnelle und sichere Diagnose der Kartoffeln
auf Virusfreiheit bzw. Virusbefall gestatten,
Diese miissen auch méglichst einfach in der
Durchfilhrung sein, damit in zeitlich engen
Grenzen eine recht groBe Zahl von Kartoffel-
Sdmlingen oder anderem Kartoffelzuchtmaterial
auf ihren Gesundheitszustand gepriift werden
kann. Alle bisherigen Schnellverfahren chemi-
scher, physikalisch-chemischer oder kolorime-
trischer Art sind aber unspezifisch. Sie zeigen
jeweils hochstens an, dafl in den untersuchten
Pflanzen oder Pflanzenteilen irgendwelche Ab-
weichungen vom normalen vitalen Stoffwechsel
vorliegen, nicht aber, ob und mit welchen Viren
das pflanzliche Untersuchungsmaterial ver-
seucht ist.

Das einzige, wirklich brauchbare biologische
Verfahren, die Keimaugenmethode in Verbin-
dung mit dem sog. Pflanzentest, das von KOHLER

Abb. 1 u. 2. Handsaftpresse mit,,Tropfenfianger‘ zur Gewinnung der serologisch zu prifenden kleinen Mengen von Pflanzensaft.
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(3) in Deutschland eingefiihrt wurde, eignet sich
jedoch nicht fiir Massenuntersuchungen.

Hier stellt nun das serologische Verfahren, die
sog. Sero-Mikro-Reaktion, einen bedeutsamen
Fortschritt dar (6, 7, 1). Frisch vom Felde ent-
nommenes Kartoffellaub kann unmittelbar zu

Abb, 3. Holzblock zur Aufnahme von 20 kleinen Glasréhrchen der klar

zentrifugierten PreBsifte.

diesen Untersuchungen herangezogen werden.
Die Kartoffelknollen, die als solche einen hohen
Hundertsatz unspezifischer Reaktionen ergeben,
werden zunédchst im Halbdunkel angekeimt, bis
die Keime eine Linge von 3—4 cm haben®.
Aus einer Probe des Kartoffellaubes -— es ge-
niigen im allgemeinen je nach Grofe 2—4 Fieder-
blitter — oder aus 1—2 Keimen der Kartoffel-
knolle wird der Saft ausgeprefit. Vorliutig be-
dienen wir uns hierzu einer Handsaftpresse, wie
sie z. B. die Firma Carl ZeiB, Jena, bei Bezug
eines Refraktometers mitliefert (siehe Abb. 1
u.2). Spdter wird man zweckmiBig eine
selbstdndig arbeitende Apparatur verwenden,
die es gestattet, jeweils gleichzeitig etwa 10—20
Proben " (im Grofbetrieb gegebenenfalls noch
mehr) auszupressen. Es werden je Probe einige
wenige Tropfen PreBsaft gewonnen, die in ein
Zentrifugengldschen gegeben und dann mit der
gleichen Menge einer 0,5%igen wilrigen Natri-
umsulfatlsung gemischt und 5—10 Minuten
bei 3000—3500 Umdrehungen je Minute zentri-
fugiert werden. Sofort nach dem Zentrifugieren
wird der geklirte Saft vom Bodensatz in kleine
Glasréhrchen abgegossen, die in eigens hierzu
hergestellte und fiir jedes Gldschen mit Num-
mern versehene Holzklétzchen (siehe Abb. 3)
gestellt werden® Von diesem verdiinnten véllig
klaren Prefsaft wird jeweils ein kleiner Tropfen
mit einer diinnen sterilen Pipette auf einen Ob-
jekttriger gebracht und mit einem Tropfchen
des entsprechenden ,,vorbehandelten klaren
Antiserums gemischt. Die Objekttriger mit dem

1 Ganzlich im Dunkeln zum Keimen gebrachte
Knollen werden mitihren Dunkelkeimen vorder Un-
tersuchung 24—48 Stunden in diffusesLicht gestellt.

? Neuerdings wird von uns der PreBsaft direkt

in den kleinen Glasréhrchen zentrifugiert, wozu-

besondere Reduziereinsdtze Verwendung finden,
die es gestatten, 72 Proben auf einmal auszu-
zentrifugieren.
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klaren Prefisaft-Antiserumgemisch werden so-
fort in einen Brutschrank von 23 C° gebracht
und z0—30 Minuten darin belassen. Es hat sich
herausgestellt, dafl diese Temperatur fiir die
Reaktion am giinstigsten ist, wihrend hdhere
und auch niedere, z. B. Raumtemperaturen, die
Reaktion ungiinstig beeinflussen.

Tritt in der klaren Saft-Anti-
serummischung eine zunichst viel-
fach wolkige, dann etwas mehr
kristalline Ausscheidung ein, ein
sog. Prizipitat, so ist das betref-
fende Untersuchungsmaterial vi-
ruskrank. Aus der Stirke des je-
weilig auftretenden Prizipitates
kann unmiftelbar auf die Stirke
der Virusverseuchung geschlossen werden. Es
ist somit nicht nur der qualitative, sondern sogar
einquantitativer Nachweis der jeweilig vorliegen-
den Viren mit diesem serologischen Verfahren
moglich.

Abb, 4—7.
Mikrophotographische Aufnahmen.

Sero-Mikro-Reaktion auf Kartoffelviren.
Vergr. etwa sofach.

Abb. 4, Starke positive Reaktion

Abb, 5. Ziemlich starke positive
auf X-Virus.

Reaktion auf Y-Virus,

Abb, 6. Schwichere aber deutliche Abb. 7. Negative Reaktion. Kontrolle

Reaktion auf A-Virus. mit Pre8saft gesunder Pflanzen.

Die Feststellung einer positiven oder negativen
Reaktion erfolgt bei schwacher, etwa 5ofacher
VergroBerung unier dem Mikroskop im einfachen
Dunkelfeld (Abb. 4—7) bei hellem Tageslicht
oder unter Verwendung einer gewdhnlichen Mi-
kroskopierlampe.

Das ,einfache Dunkelfeld* wird in der Weise
hergestellt, dal unter Verwendung eines schwa-

14



186

chen Objektives — wir verwenden als Objektiv
ein apochromatisches (f = 16 mm) und als Oku-
lar ein Zei Kompensations-Okular 4 (alte Be-
zeichnung) — die oberste Linse des Abbéschen
Kondensors von Zeify abgeschraubt und in den
Diaphragmentriger eine Sternblende mit einer
Zentralscheibe von 18 mm Durchmesser einge-
legt wird (Abb. 8). Der Kondensor wird dann

Abb, 8. Mikroskop mit Einzelteilen vor der Herrichtung zur einfachen
Dunkelfeldbeobachtung.

a = Abbé'scher Kondensor.

b = abgeschraubte Frontlinse des Kondensators.

¢ = Sternblende.

so weit nach unten gedreht bis das giinstigste
Dunkelfeld erreicht ist.

. Bis jetzt sind von uns hergestellt: Antiseren
gegen die X-Viren, gegen Y-Viren und gegen A-
Virus der ‘Kartoffel'. Obwohl es mehrere sero-
logisch unterscheidbare X-Viren gibt, gelingt es,
mit etnem X-Antiserum alle in Deutschland bis-
her bekannten X-Viren serologisch nachzuwei-
sen. Unter den Y-Viren haben wir vor kurzem
ebenfallsserologisch getrennt zu erfassende Viren
festgestellt, worliber an anderer Stelle noch ni-
here Mitteilung erfolgt. Anscheinend existieren
auch unter den A-Viren serologisch unterschied-
liche; hieriiber sind Untersuchungen noch im
Gange.

Wihrend wir also den Befall durch X-Viren
mittels der Sero-Mikro-Reaktion sicker mnach-
weisen kénnen, beschrinkt sich der Nachweis

1 Vor lingerer Zeit ist auch einmal versuchsweise
ein durchaus brauchbares Antiserum gegen das
Kartoffel-Aucuba-Mosaik von uns hergestellt wor-
den, doch steht ein solches zur Zeit nicht zur Ver-
figung. ‘
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von Y- und A-Viren nur auf diejenigen, gegen
die ein entsprechendes Antiserum bisher von uns
gewonnen wurde. Wie viele verschiedene Y-und
A-Viren in Deutschland vorkommen und ob
diese durch jeweils nur ein monovalentes bzw.
polyvalentes Antiserum zum Nachweis zu brin-
gen sind, dariiber kénnen zur Zeit genauere An-
gaben noch nicht gemacht werden. Zur Klidrung
dieser Fragen sind Untersuchungen jedoch eben-
falls eingeleitet.

Selbstverstindlich lassen sich auch Infektio-
nen mit mehreren Viren, sog. Mischinfektionen,
mit den entsprechenden Antiseren nachweisen,
d.h. es ist mdglich, in der gleichen Pflanze eine
Durchseuchung mit X- und Y-Virus bzw. X-, Y-
und A-Virus oder einer anderen Kombination
dieser- Viren serologisch festzustellen (s, 8).

Da manche Pflanzensifte auch unspezifische
Reaktionen mit Antiseren geben, ist stets zur
Kontrolle erstens das Verhalten der virushaltigen
Pflanzensidfte gegen Normalserum und zweitens
der Saft gesunder Pflanzen mit den entsprechen-
den Antisefen zu priifen. Nur wenn in beiden
Fillen der Kontrolle die Serumreaktionen nega-
tiv ausfallen, sind die Gesamtergebnisse ver-
wertbar.

Die zur Ausfithrung der Sero-Mikro-Reaktion
notwendigen Antiseren werden von uns selbst
hergestellt. Die dazu notigen Antigene werden
in der Weise .gewonnen, dal entweder aus den
Prefisiften viruskranken Kartoffelkrautes oder
aus denen mit bestimmten Kartoffelviren kiinst-
lich infizierten Tabakpflanzen bestimmter Sor-
ten das Virus auf chemischem Wege nach PFAN-
KUCH u. KAUSCHE (4) angereichert wird und die
meist 10fach angereicherte Viruslosung als Anti-
gen Versuchstieren in steigenden Dosen intra-
vends, - intraperitoneal oder subcutan injiziert
wird.. ‘Als Versuchstiere kommen bei uns in
Frage Kaninchen und Hammel, neuerdings auch
Ziegen.

Da die hierbei gewonnenen Seren jedoch
gleichzeitig noch auf gesundes PilanzeneiweiB
von Kartoffel oder Tabak ansprechen, sind diese
Seren jeweils vor Gebrauch mit gesundem Saft
dieser Pflanzen zu behandeln, wobei die gegen
das gesunde Protein ansprechenden Antikérper
abgebunden werden. Es geniigt, wenn hierbei
gleiche Mengen von reinem Antiserum und z. B.
Prefsaft gesunder Tabakpflanzen im Reagenz-
glas gemischt und etwa 3 Stunden bei 23° im
Brutschrank gehalten werden. Nach Klirung
durch Zentrifugieren sind die derart ,,vorbehan-
delten® Antiseren dann gebrauchsfertig.

Empfehlenswert ist nur jeweils soviel Anti-
serum ,,vorzubehandeln, als fiir die nichsten
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Tage unbedingt benétigt wird. Uber Nacht und
bei nicht unmittelbarer Verwendung sind die
gebrauchsfertlgen Antiseren stetskiihl zu halten,
da sie sich sonst zersetzen. Uberhaupt ist ein
mdglichst aseptisches Arbeiten mit den Seren
dringend anzuraten.

Bei Vorhandensein geniigender Pressen und
der geeigneten. Zentrifugen usw. lassen sich
tiglich mehrere Hundert Proben serologisch
untersuchen.

. Im vergangenen Friihjahr konnten in der hie-
sigen Dienststelle der Biologischen Reichsanstalt
bereits viele Tausend Kartoffelknollen verschie-
dener heimischer Kartoffelzuchtbetriebe erst-
malig auf Virusbefall durchgepriift werden und
es war damit die Gelegenheit gegeben, als virus-
verseucht diagnostiziertes Material sofort von
der weiteren Zucht auszuschlieBen.

Dem serologischen Verfahren kommt wegen

seiner hohen Spezifitit und seiner einfachen und
schnellen Durchfithrungsart gegeniiber allen an-
‘deren bisher bekannten Methoden des Nach-
weises abbaukranken Kartoffelmaterials schon
jetzt erhihte Bedeutung zu.

Ein methodisches Einarbeiten ist innerhalb
weniger Wochen auch fiir nicht wissenschaftlich
vorgebildete Hilfskrifte moglich. Versuchsweise
sind die ersten Abgaben kleiner Mengen von An-
tiseren an einzelne Ziichter bereits erfolgt.

Unser eigentliches Ziel lduft jedoch darauf
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hinaus, das Verfahren so auszubauen und zu
vervollkommnen, daB nicht nur die Ziichter
ihr Kartoffelzuchtmaterial stdndig serologisch
durchzupriifen in der Lage sind, sondern daf
mit seiner Hilfe im Reichsgebiet schlieBlich das
gesamte Kartoffelpflanzgut auf Virusfreiheit
bzw. -befall kontrolliert werden kann.
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Die Virusanfilligkeit von Solanum demissum-Herkiinften.
Von G. Stelzner und H. Schwalb.

Bei der Priifung des gesamten uns zur Ver-
fiigung stehenden Kartoffelsortimentes auf Ver-
halten gegen die wichtigsten Kartoffelviren fiel
die Wildform Solanum demissum mit ihren Her-
kiinften durch starke Anfilligkeit auf. Diese
Tatsache wurde von uns bereits verschiedentlich
erwihnt (2 u. 3). Von besonderem Interesse bei
dieser Beobachtung war die Wirkung des A-
Virus, das bei einigen Herkiinften des Solanum
demissum mnach Inokulation Nekrosen verur-
sachte. Mdoglicherweise lieBen sich die Formen
fiir das Abtesten von Kartoffelzuchtmaterial auf
den Befall mit A-Virus verwenden. Unter diesen
Gesichtspunkten wurde eine Reihe von Ver-
suchen angestellt, iiber die hier berichtet werden
soll.

Die Priifung des Kartoffelsortimentes auf Vi-
rusanfilligkeit war in drei voneinander unab-
hingigen Versuchen unter Benutzung von ver-
schiedenen Inokulationsmethoden, der Abrei-

bung, Liuseiibertragung und Pfropfung durch-
gefithrt worden. In die Untersuchung hatten
wir das X-, das Y- und das A-Virus ein-
bezogen. Das erstere wurde aus der latent infi-
zierten Sorte Erstling, das Y-Virus aus der
Zeeuwschen Blauwen und Thorbecke, das A-
Virus aus der Sorte Juli entnommen. Bei den
spiteren Priifungen der Solanum demissum-Her-
kiinfte auf ihre Brauchbarkeit als Testpilanze
wurden lediglich Einreibungen vorgenommen,
wobei an Stelle der Sorte Erstling Jubel und nur
noch Zeeuwsche Blauwe und Juli als Infektions-
material dienten.

Das Abreiben der Pflanzen geschah in der iib-
lichen Weise unter Hinzunahme von Carborund-
pulver. Bei der Pfropfung wurde das virushal-
tige Reis mit Keilschnitt in den gespalteten
Haupttrieb der Demissum-Unterlage eingesetzt.
Zur Ubertragung des Y-Virus diente ferner die
Blattlaus Mycus persicae, die in Glaskifigen auf
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