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konnen, daB dié simultanen Konfidenzintervalle mehr
den Problemen der Forschung vorbehalten sind, Stu-
DENTs ¢ mehr der Qualitidtskontrolle, die die routine-
miBigen Sortenversuche ja darstellen, doch lassen sich
hier natiirlich keine festen Grenzen setzen. Es ist un-
bedingt nétig, sich stets die Frage nach der Behaup-
tungsverbindung vorzulegen.
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Untersuchungen zur Frage der Immunitit des Kartoffel-,U.S.D. A.
Seedling 41956“ gegen das X-Virus
Von ERICH KOHLER (Braunschweig)

Mit 1 Textabbildung

1. Einleitung

Der amerikanische,,Samling* U.S.D.A. 41956 (Klon)
ist dafiir bekannt, daB er sich unter natiirlichen In-
fektionsbedingungen keine Infektionen mit dem Kar-
toffel-X-Virus zuzieht (SCHULTZ u. a., 1934). Man be-
zeichnet ihn deshalb als X-immun. Die Frage, ob sich
das Virus nicht doch, wenn auch vielleicht nur kurz-
fristig und unter Beschrinkung auf den Infektionsherd
in ihm vermehren kann, ist umstritten. Wenn dies zu-
tréfe, so wiirde keine eigentliche Immunitit vorliegen,
sondern ein extremer Grad von Abwehrresistenz ; denn
als immun gegen ein bestimmtes Virus kénnen wir nur
solche Formen bezeichnen, in denen dieses Virus nicht
reproduktionsfahig ist. Zuletzt haben wohl HUTTON 1.
WARK (1952) aus ihren Infektionsversuchen an dem
gleichfalls X-immunen Kreuzungsabkémmling ,,11/84"
des genannten Sdmlings gefolgert, daB keine abso-
lute Immunitit vorliegen konne. Sie rieben Blitter
dieser Sorte mit X-Virus ein und verimpften den PreB-
saft aus solchen Blittern am 2., 5., 7., 9., 12. usw. bis
zum 28. Tage post infectionem auf Gomphrena globosa
als Indikator. Sie erhielten dabei am 2. und 5. Tag p. i.
durchschnittlich 3,8 bzw. 0,2 Einzelherde an den Blit-
tern der Testpflanze, keine mehr jedoch am 4. Tage
oder spiter. Dadurch soll die anfingliche Vermehrung
des Virus bewiesen sein. Wenn spiter kein Virus mehr
nachweisbar war, so sei dies auf eine inaktivierende
Gegenwirkung des Wirtes znriickzufiihren.

Daf sich das X-Virus durch den S&mling 41956 in
basaler Richtung hindurchleiten 14Bt, wenn man ihn
als Zwischenpfropfling zwischen anfilligen Sorten ver-
wendet, ist bekannt (CLINCH 1942). Daraus geht her-
vor daB die in den Leitbahnen des Zwischenpfropi-
lings anzunehmenden inaktivierenden Gegenkrifte —
falls solche wirksam sind — nicht ausreichen wiirden,
um das Virus im Laufe seiner passiven Verfrachtung
im Zwischenpfropfling seiner Aktivitit véllig zu be-
rauben. CLINCH kommt auf Grund ihrer Pfropfver-
suche zu der Folgerung, daB sich das Virus in 41956
nicht vermehrt.

In den Berichten der Scottish Plant breeding
Station (r952) wird mitgeteilt, daB an Blittern der
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Achselsprosse vonals Pfropfunterlage dienenden immu-
nen Sdmlingen, denen X-infizierte Reiser aufgepfropft
waren, kleine nekrotische Flecke auftraten. Zu etner
systemischen nekrotischen Erkrankung kam es je-
doch in keinem Fall, und auch die Knollen der Unter-
lage enthielten kein Virus. Das Erscheinen der nekro-
tischen Flecke 148t sich nach unserem Dafiirhalten
wohl am besten wie folgt deuten: Das X-Virus ist aus
dem Reis in die Blitter (vermutlich noch in die Blatt-
anlagen) der Achselsprosse der Unterlage vorgedrun-
gen und hat dort lokale Uberempfindlichkeitsreak-
tionen ausgelst. Damit wire aber nicht bewiesen, da8
sich das Virus an diesen oder anderen Stellen der Unter-
lage selbst vermehrt hat, denn schon geringe Mengen
des aus dem Reis herangefiihrten Virus kénnten unter
bestimmten Voraussetzungen zur Ausldsung einer

- Empfindlichkeitsreaktion mit Fleckenbildung geniigen.

41956 konnte also gegen X immun und auBerdem noch
tiberempfindlich sein.!

2. Eigene Untersuchungen

‘In einem Versuch (21. 6. 55) wurden 40 Blattfiedern
mehrerer 41956-Pflanzen unter Verwendung von Kar-
borundpuder mit dem X-Virus (Stamm Hrg) einge-
rieben und sofort unter der Wasserleitung abgespiilt.
Sodann wurden sie in fiinf Gruppen zu je 8 in feuchte
Petrischalen gelegt. Die Schalen von Gruppe 1 (Null-
zeit) kamen gleich anschlieBend in den Kiihlraum

- (2° C), um die Virusvermehrung zu unterbinden. Die

Schalen der {ibrigen Gruppen wurden zunichst in ei-
nem Raum mit Dauerlicht bei 22° aufgestellt, um dem
Virus giinstige Vermehrungsbedingungen zu bieten.
Auch diese Gruppen kamen spiter in den Kithlraum
und zwar Gruppe 2 nach 24 Std., Gruppe 3 nach zwei,
Gruppe 4 nach vier und Gruppe 5 nach acht Tagen.
Am 9. Tag p. i. wurden alle Proben !/, Min. in 1 %iger
Kalilauge umgeschwenkt und anschlieBend in Wasser
abgespiilt, um alles duBerlich anhaftende Virus zu ent-
fernen. Von den Fiedern jeder Gruppe wurden alsdann

I Da 41956 durchweg mit dem S-Virus behaftet zu sein
scheint, kdnnten die nekrotischen Flecke auch unter
dessen Einwirkung zustandegekommen sein.
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Sammelprefsifte hergestellt. Diese wurden 1 : 1 mit
Wasser verdiinnt und zum Testen auf je 8 Blitter von
Gomphrena globosa verimpit. o

Ergebnis: Nur bei den Verimpfungen der Gruppen 2
und 3 traten Einzelherde auf und zwar bei jeder Gruppe
nur einer, Danach waren spitestens 4 Tage p. i. noch
geringe Mengen Virus in den Bldttern nachzuweisen.
Im iibrigen sind aber die Unterschiede zwischen den
Tageswerten nicht signifikant.

Ericu Koéurer: Zur Frage der Immunitit des Kartoffel-,, U.S.D.A. Seedling 41 956"

Der Zichter

auch bei Inaktivierungsversuchen in vitro erhilt (u. a.
LAUFFER u. PRICE, 1940). Die Infektiositat der Sifte
nimmt also bei beiden Behandlungsarten stetig ab,
woraus zu schlieBen ist, daB das Virus im Blatt inakti-
viert wird. An der Gewichshauspflanze geht die In-
aktivierung schneller, sie erreicht ihr Ende schon nach
etwa 70 Std., wihrend das Virus in den Kithlraum-
blattern zur gleichen Zeit erst zu 60 9 inaktiviert ist
und seine vollstindige Inaktivierung etwa 21 Tage er-

w0 Tabelle 1. Anzahl Einzelherde nach Vevimpfung dey Saftproben auf
je 12 Blaitpaave von Gomphrena globosa. Vevimpfung an aufein-
\ T — » anderfolgenden Tagen.
50 — o Std. 24 Std. 48 Std. 22 Std.
x Blattpaare a- b- a- b- a- b- a- b-
; ; Nr. Blitter |“Blatter | Blitter | Blitter | Blatter | Blitter | Bldtter | Blatter
2° Gew.-H.| 2° Gew.-H.] 2° Gew.-H
f 1 85 | 117 69 4 59 0 38 o
2 27 33 | 70 3 75 I 37 o
= 3 83 | 109 | 40 2 43 I 38 o
S 4 82 | 140 62 4 53 2 63 I
® 5 42 63 52 4 28 o 30 o
L5 6 125 | 122 | 124 7 & o 12 o
é 7 120 | 127 57 1 69 2 16 o
S 8 117 | 126 87 4 35 o 64 o
S 9 125 52 | 144 | 10 42 3 41 o
= - 10 84 74 83 1 19 o 14 o
§ 11 86 85 5I 8 21 o 25 o
< 12 130 | XI57 | IIO. 6 76 1 61 o
g, ’
Summen;: | 1106 | 1205 | 949 54 | 520 | TO | 439 1
\ je Blatt [92,2 }100,4| 79,I | 4,5 | 57.8 0,83 | 36,6 | 0,084
05 Mittelwert |
1 Zshlung unsicher
fordert. Entscheidend fiir die Schnelligkeit der Inakti-
vierung ist offenbar die Temperatur. Von einer, wenn
o1 X auch voriibergehenden, Viruszunahme ist nicht das
2 7 —3 7 Abb. 1 geringste Anzeichen vorhanden.

Stunden

7Zu einem weiteren Versuch (11. 9. 56) wurde der
X-Stamm M 23 (grob gereinigter, unverdiinnter Saft
von Samsuntabak) auf die Blatter von 4 erwachsenen
Pflanzen 41956 unter Anwendung -von Karborund-
puder mit dem Glasspatel moglichst gleichmdBig ver-
impft. Von dem gesamten Blattmaterial von jeder
der 4 Pflanzen sollten spéter zwei vergleichbare Sifte
hergestellt werden, indem jeweils die rechten und die
linken Blatthélften (ohne die Rippen und Stiele) zu
Sammelsiften vereinigt wurden. Aus Pflanze 1 wurden
die Saftpaare unmittelbar nach der Impfung herge-
stellt und anschlieBend mit Karborund auf je 12 Blatt-
paare von Gomphrena globosa zum Testen verimpft.

Von dem geimpften Blattmaterial der iibrigen 3 Pflan--

zen wurden die Hilften verschieden behandelt: die
einen Hilften wurden an der Pflanze belassen, die an-
deren in Schalen bei 2° C im Kilteraum aufbewahrt.
Zu den Terminen (24, 48 und 72 Std. p. i.) wurden jedes-
mal die beiderlei Hilften getrennt zu Sammelsdften
verarbeitet und wie beim ersten Termin vergleichend
auf Gomphrena-Blattpaare (a-Blitter: 2°, b-Blatter:
Gewichshaus) verimpft.

Das Ergebnis der Testung ist aus Tab. 1 ersichtlich.
Bei Ubertragung in ein Koordinatensystem mit log-
arithmisch geteilter Ordinate erhilt man obenstehen-

des Diagramm (Abb. 1). Die beiderlei Werte grup-

pieren sich um zwei absteigende Gerade, wie man sie

In einem anderen Versuch (12. 3. 53) wurden Spitzen-
fiedern des Samlings 41956 und des Solanum demissum-
Bastards ,, 46 mit demselben X-Saft ohne Verwen-
dung von Karborund durch Einreiben geimpft. Es
solite der Verlauf der Infektiositit in einer immunen
und einer anfilligen Sorte verglichen werden. Ent-
sprechende Sammelsifte wurden nach o, 24, 48 und
72 Std. auf Blatter von Nicotiana rustica als Test-
pflanze mit folgendem Ergebnis verimpft (Tab. 2):

.~ Tabelle 2.
Anzahl Einzelhevde je Blatt (Mittelwerie).
Nach Stunden Sii‘;z;%on SéiftAe 6v on
o) \ 6,8 2,5
24 | o 0,83
48 o 3,0
72 o 9,0

Demnach zeigt die Infektiositit der beiderlei Sifte
ginen sehr unterschiedlichen Verlauf. Trotz einer rela-
tiv hohen Anfangsinfektiositit ist bei 41956 schon nach
24 Std. kein Virus mehr nachzuweisen. Auf,,46° da=
gegen ist noch nach 24 Std. etwas Virus nachweisbar;
darauf folgt ein Anstieg, wie er der Infektiositdtskurve
auf einem anfilligen Wirt entspricht, und der anzeigt,
daB die Viruszunahme spitestens 24 Std. p. i. begonnen
hat. Auf beiden Wirten kommt es also anfangs zu einer
TInaktivierung. Die im ganzen relativ niedrigen Werte
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sind darauf zuriickzufithren, daB3 die Blitter vor dem
Auspressen 5 Min. in Wasser gebadet wurden, was wie
sich inzwischen gezeigt hat (u. a. DALE u. THORNBERRY
1956), nicht empfehlenswert ist.

Im folgenden Versuch wurde zur Kontrolle noch die
Frage gepriift, ob der Blattsaft von 41956 infektions-
hemmend wirkt. Wenn dem so wire, so wiren die er-
haltenen Infektionswerte kein brauchbarer MaBstab
des relativen Gehalts der Séfte an aktivem Virus:

Gleiche Mengen eines X-Impfsaftes (von groben Bei-
mengungen befreiter Rohsaft aus Samsuntabak) wur-
den im einen Fall mit unterschiedlichen Mengen eines
Blattsaftes aus 41956, im anderen mit ebensolchen
‘Mengen eines Blattsaftes aus Samsuntabak (gesund)
gemischt. Die Mischungsverhiltnisse waren

1 Teil Impfsaft 1 Teil Blattsaft

1 Teil Impfsaft 5 Teilen Blattsaft

1 Teil Impfsaft : 1o Teilen Blattsaft.
Die einzelnen Gemische wurden durch Verimpfung aunf
'die beiden Blitter von 16 Blattpaaren von Gomphrena

nebeneinander vergleichbar getestet. Ergebnis auf
Tabelle 3.

Tabelle 3. Anzahl Einzelherde je Blatt (Mittelwerte).

Mischungverhiltnis
Blatisafie aus
Iir [ I35 1 I:I0
. 41956 36,9 23,5 15.4
Samsuntabak 36,9 21,8 15,2

Demnach hatten die beiden Blattsifte keine unter-
schiedliche Wirkung auf den Infektionserfolg; die ge-
ringen Abweichungen bei 1 : 5 und 1 : 10 sind nicht
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signifikant. Da der Saft des Samsuntabaks keine in-
fektionshemmende Wirkung hat (KOHLER, unverdff.),
ist dies auch von dem 41 956-Saft anzunehmen.

3. Zusammenfassung

Nach den mitgeteilten Untersuchungsergebnissen ist
es héchst unwahrscheinlich, daB sich das X-Virus in
den Blattern des immunen U.S.-Sdmlings 41956, wenn
auch nur zeitweise, vermehrt, Auf die Blitter ver-
impft verlor es seine Infektiositdt in der Gewichs-
hauspflanze sehr rasch (in etwa 72 Std.), im Kiihlraum
bei 2° C dagegen sehr langsam (in etwa 21 Tagen). In
anderen Versuchen war das Virus an der Gewéchshaus-
pflanze noch 4 bis 5 Tage p. i. in geringer Menge nach-
weisbar. Die Unterschiede im Inaktivierungstempo
sind vermutlich temperaturbedingt.

Der Blattsaft aus 41956 hat keine infektionshem-
mende Wirkung bei Verimpfung zu Gomphrena globosa.

Die Frage, ob der Infektiositdtsverlust in den Bldt-
tern von 41956 einer anderen GesetzmiBigkeit folgt als
in denen anderer Arten und Sorten, in denen das Virus
nicht vermehrungsfihig ist, bleibt noch zu priifen.
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Eine vereinfachte Methode zur Priffung von Steinklee-Individuen
: auf Cumarin |

Von ALEXANDER MICKE
Mit 2 Textabbildungen

Erfolgreiche Mutationsziichtung hingt sehr wesent-
lich von dem Vorhandensein geeigneter Methoden zur
Auslese der gesuchten Formen. ab. Dies gilt insbe-
sondere bei der Ziichtung auf qualitative Leistungs-
eigenschaften. Hierbei kommt es einerseits darauf
an, zunichst mit Hilfe einer einfachen Serienmethode
innerhalb kurzer Zeit ein umfangreiches Pflanzen-
material zu testen, zum anderen dann durch eine zu-
verldssige Nachuntersuchung ein einwandfreies Zah-
lenmaterial fiir die ausgelesenen Individuen zu ge-
winnen.

Bei der Ziichtung eines bitterstoffreien Steinklees
sind zur genauen quantitativen Analyse verschiedene
‘chemische und colorimetrische Methoden in Gebrauch
(2), (3), (6), (7), (8), (12). Da sie in vieler Hinsicht
-nicht befriedigen, sind Arbeiten zu ihrer Verbesserung
im Gange (1). Als Methode zur Massenauslese cumarin-
armer Formen hat sich die 1934 von UFER eingefiihrte
Aluoreszenzoptische Priiffung bewihrt (13). Sie wird
sowohl in Deutschland als auch in Kanada und in den
USA angewandt und beruht nach Urer (14) auf der
gelbgriinen Fluoreszenz der Orthocumarsiure, die
mach’ 2'/,stiindigem Kochen der Blattproben ,,in

konzentrierteren Alkalien’ aus Cumarin entstanden
sein soll. Durch Mischung mit der roten Fluoreszenz
des Chlorophylls ist in Grenzen auch eine quanti-
tative Abschitzung moglich. STATENSEK und Wasu-
BURN préizisierten die ziemlich subjektive Priifung
durch Verwendung eines Photofluorometers (11), (15).
Wiinschenswert blieb eine weitere Vereinfachung mit
dem Ziel der Arbeits- und Kostenersparnis.

Im Rahmen unserer Versuche, bei Melilofus albus
mit Hilfe von Ré&ntgenstrahlen und Chemikalien
Mutationen auszulsen (4), (5), (9), haben wir um-
fangreiches Steinkleematerial nach der Methode von
UFER (14) auf Cumaringehalt getestet. Wir verwende-
ten dazu eine Hochleistungs-Mikroskopierleuchte der
Fa. Zeiss mit dem Quecksilberhdchstdruckbrenner
Osram HBO 74 und einem blauen Erregerfilter
Schott BG 12, dessen Strahlendurchlissigkeit zwi-
schen etwa 3500 und 5000 A liegt (Abb. ). Dieses
Filter ist speziell fiir die Erregung von Fluoreszenz-
licht im gelben und roten Bereich vorgesehen. Es er-
laubt, die nach Urer durch 2/,stiindiges Kochen mit
NaOH vorbereiteten Blattproben rasch und relativ
sicher zu priifen. Die Beobachtung erfolgt normaler-
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