von der Sinkgeschwindigkeit abhéingig, nicht aber
von der horizontalen Windgeschwindigkeit, die nur
EinfluB auf die Flugweite hat. Als praktisches Bei-
spiel wird die Verbreitungsmoéglichkeit der Konidien
von Phytophthora infestans behandelt,
wobei gewisse Beobachtungen anderer Autoren ihre
Erkldarung finden. Auf die Moglichkeit einer prak-
tischen Anwendung der Theorie des Massenaus-
tausches in Fragen der Bekdmpfung von Pflanzen-
krankheiten durch Stdubemittel wird hingewiesen.
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Walt-

ilber das Nuoreszenzoplisshe Verhallen vitaler und letaler Larven des Karlolfel-
nemaloden [Heterodera rostochiensis Wollenw.) nath Akridinorange-Fluorothromierung

Von H. H. BUDZIER
Institut fiir Phytopathologie und Pflanzenschutz der Universitdt Rostock

Direktor: Prof. Dr. E. REINMUTH

I. Einleitung

Die von STRUGGER (1941 b) entwickelte
fluoreszenzmikroskopische Methode zur Unterschei-
dung zwischen lebenden und toten Metaphytenzellen
gab den Ansto dazu, daB in den verschiedensten
biologischen Disziplinen die noch immer nicht befrie-
digend geloste Frage der einwandfreien Unterschei-
dungsmoglichkeit ,lebend“ und ,tot“, sei es beim
Protoplasma, bei pflanzlichen oder tierischen Zellen
oder bei ganzen Organismen, erneut aufgegriffen
wurde.

Eine Reihe von Autoren (GOSSNER 1950; HO-
MEYER 1953 a, 1953 b; KOLBEL 1947; SCHUMMEL-
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FEDER 1948; STAUDENMEYER 1950; STRUGGER
1940, 1941a, 1942b; STRUGGER und HILBRICH
1942) erzielte an den verschiedensten Objekten nach
einer AKkridinorange-Fluorochromierung analoge
Fluoreszenzergebnisse, also eine Griinfluoreszenz des
vitalen und eine Rotfluoreszenz des letalen Plasmas.
Die zunéchst bestehende Hoffnung, eine in der Biolo-
gie allgemein anwendbare Methode der Vitalitats-
analyse gefunden zu haben, wurde jedoch bald durch
nicht iibereinstimmende Ergebnisse zunichte gemacht
(BOGEN 1953; BUCHERER 1944; MAY 1947,
SCHUMMELFEDER 1948, 1950; STOCKINGER 1948;
STRUGGER 1942 a).



Neben einer vielfach auftretenden spezifischen
Reaktion von Zellen bzw. Geweben gegeniiber der
Akridinorange-Fluoreszenzmethode stellte es sich
auch heraus, dafl der von STRUGGER (1941 b) be-
schriebene Effekt derKonzentration des Fluorochroms
Akridinorange am toten Plasma nur unter ganz be-
stimmten Voraussetzungen aufzutreten vermag, wo-
bei unter anderem auch die Todesursache fiir die
Fluoreszenzerscheinung von Bedeutung ist.

Durch das volkswirtschaftlich bedrohliche Anwach-
sen der Verseuchung vieler Boden mit dem Kartoffel-
nematoden hat ein intensives Suchen nach brauch-
baren Nematoziden eingesetzt. Da aber sowohl die
alteren als auch die neueren Testverfahren zur Nema-
tozidpriifung (GOFFART 1937; KAMPFE 1954) mit
den sehr zeitraubenden und fiir Serienuntersuchun-
gen mehr oder weniger umstédndlichen Vegetations-
versuchen arbeiten miissen, um zu sicheren Ergeb-
nissen zu gelangen, erschien eine Priifung der An-
wendungsmoglichkeit der Akridinorange-Fluoreszenz-
methode als Vitalitdtsschnelltestverfahren dringend
notwendig. Positive Ergebnisse hinsichtlich einer
Vitalanalyse erzielte HOMEYER (1953 a, 1953 b) mit
dem genannten Verfahren an nicht zystenbildenden
Alchen, wihrend derselbe Autor (HOMEYER 1953 c)t)
keine Ergebnisse seiner Arbeiten mit zystenbildenden
Nematoden veroffentlichte. Dieses lie3 ein anderes
Verhalten der letztgenannten Nematoden vermuten
und bekréaftigte um so mehr die Notwendigkeit einer
umfassenderen Untersuchung am Kartoffeldlchen
hinsichtlich seines fluoreszenzoptischen Verhaltens
nach Akriginorange—Fluorochromierung.

II. Zur Methodik

Zur Erzeugung des Erregerlichtes diente die grofle
Lumineszenzeinrichtung von ZEISS (Zeiss). Bei der
Verwendung von Blaulicht wurde eine 5prozentige
CuSO,-Losung als Kiivettenfiullung benutzt. Zur
Fluorochromierung wurde eine AKridinorange-Phos-
phatpuffer-Losung (1 : 5000) angewendet, pH 6,4—6.9,
die in Anlehnung an die Angaben von STRUGGER
(1937) hergestellt worden war. Als Waschpuffer

dienten:
Puffer 4 pH 4,2 — 4,6
Puffer 6 pH 59— 6,3
Puffer 7 pH 64— 6,9
Puffer 9 pH 9,1 — 9,4
Puffer 10 pH 9,8 — 10,3

Positiv verlaufende Infektionsversuche an Kartef-
felkeimlingen auf Nahrbodenkulturen (MEYL 1951)
bewiesen die relative Unschédlichkeit eines 48 Stun-
den wahrenden Farbstoff — bzw. Puffer 7 -bades.
Auch zeigten vitale Alchen nach tliber 100stiindiger
Einwirkung der obengenannten Losungen noch z. T.
Eigenbewegung.

Als Ausgangsmaterial dienten Zysten, deren Inhalt
nach dem Zerreiflen der Zystenhaut an vitalen Lar-
ven mindestens einen Anteil von 15 Prozent aufwies.
Es wurde bei allen Versuchen die Gesamtheit des
natlirlichen Zysteninhaltes verwendet, so daB also
stets eine Mischpopulation von vitalen und letalen
Alchen vorlag. Die Gewinnung der Larven bzw. die
Trennung derselben von den einwirkenden Reagen-
zien erfolgte auf dem Wege des Abfiltrierens der

) Herrn Dr. B. HOMEYER sei auch an dieser Stelle fur
seine Mitteilung besonders gedankt.

filiissigen Medien. Sollten gewisse Substanzen lédnger
einwirken, so wurde der Trichterabflul einfach ver-
schlossen. Das Waschen behandelter Alchen, das nach
jeder Vorbehandlung mit den entsprechenden Phos-

‘phatpuffern vorgenommen wurde, erfolgte derart,

dafB unter laufender Abspililung der Filterwandung im
langsam flieBenden Strom die Waschlosung zugegeben
wurde. Die Gewinnung der Alehen vom Filter geschah
durch vorsichtiges Abspiilen derselben mit dem ent-
sprechenden Medium. Die Behandlung der Larven
mit den Reagenzien wie auch die zuletzt im Arbeits-
gang erfolgende Anfidrbung mit der Akridinorange-
Phosphatpuffer-Losung wurde in kleinen Blockschal-
chen durchgefiihrt. Die Farbbaddauer — es wurde
stets Farbstoffliberschuf3 angeboten — wahrte in der
Regel 30 Minuten. Die fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung erfolgte in allen Féallen in der Farb-
stofflésung als EinschluBmittel.

Um einen schddigenden Strahlungseinflufl wahrend
des Mikroskopierens zu vermeiden, wurde derObjekt-
tréager kontinuierlich derart verschoben, daB der ge-
samte Deckglasbereich durchgemustert werden
konnte.

Unvorbehandelte, angefarbte und auf o. a Weise
lumineszenzmikroskopisch untersuchte Larven wur-
den ebenfalls auf ihre Infektionsfiahigkeit an Kartof-
felkulturen auf MEYLschem N&hrboden gepriift.
Durch die an den Kartoffelwurzeln erfolgenden
Zystenbildungen war bewiesen, daBl die obige Be-
handlungsweise die Vitalitdt der Heterodera-Larven
weitgehendst schonte.

ITX. Untersuchungsergebnisse

1. Bei unvorbehandelten, vitalen Larven fluo-
reszierte der Osophagus und der peridsophagale
Raum gar nicht oder kaum wahrnehmbar bis
sehr schwach. Der Darm, dessen Inhalt sich durch
mehr oder weniger dunkle Granulation abhob,
zeigte eine mittelstarke bis z. T. starke Fluores-
zenz gelblichgriiner Farbe. Beim Stockédlchen
(Ditylenchus dipsac1 Kiihn) beobachtete
HO-MEYER (1953 a) dagegen elne monochroma-
tisch griine Fluoreszenz des gesamten Alchen-
inhaltes, wobei jedoch Unterschiede hinsichtlich
der Intensitdat auftraten. Keine Fluoreszenz zeigte
dagegen die Kutikula, was auch obengenannter
Autor fiir das Stockilchen feststellte. Wurde die
Farbezeit auf 24 Stunden ausgedehnt, so zeigte
der periosophagale Raum bei den agilen Larven
eine kaum wahrnehmbare bis schwache gelb-
lichgriine, der Darm eine starke gelblichgriine
bis rotlichgriine Fluoreszenzfarbe. Der Darm-
1inhalt wies dabei z. T. sehr stark rot fluoreszie-
rende Granula auf.

2. Die Tabelle 1*) ergibt das Fluoreszenzbild von
unter natiirlichen Bedlngungen abgestorbenen
und angefiarbten Larven, die schon auf Grund der
normaloptisch erkennbaren Destruktion ihres
Inhaltes als einwandfrei tot anzusprechen sind.

Zeichenerkldrung fiir die AbKkiirzungen in den Tabellen:
M = Mundring; P = periosophagale Leibeshohle; DI = Darm-
inhalt; T = gesamter Alcheninhalt.

ggr = gelbgrun (grun mit eimnem Stich ins gelbe); rl = rot-
lich; r = rot (identisch mit Struggers , kupferrot®).

(+) = kaum wahrnehmbare; + = sehr schwache; 4+ =
schwache; +++ = mittelstarke; ++-++ =starke; ++-+++=
sehr starke (gleiBende) Fluoreszenz.
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Tabelle 1
Alchen-Inhalt
+-+-++4+ gsgr Fluoreszenz
+++-++ riger »
ity [t e [ »

5% der. Alchen
90% . o~
5% o

Bei dem Auftreten von griiner und roter Fluores-
zenz an ein und demselben Organismus zeigten
die jeweiligen Ubergangszonen intensive Misch-
farben aller Zwischenstufen der beiden Extreme
,rot“ und ,griin“. Bei Ausdehnung des Farbbades
auf eine Stunde nahm der Anteil der rein sehr
stark rot fluoreszierenden Larven zu.

. Wurden Heterodera-Larven mechanisch partiell

geschadigt, so war vomSchédigungsort heginnend
eine sich langsam iiber den gesamten Organismus
ausdehnende gleiBende Rotfluoreszenz zu beob-
achten. Die Ubergangszonen zwischen bereits
nekrotischem und noch nicht letalem Gewebe
zeigten hier gleichfalls alle Zwischenstufen hin-
sichtlich der Fluoreszenzfarbe wie auch der
Intensitat.

. Ein 100prozentiges Auftreten des sogenannten

Strugger-Effektes, d. h. das Auftreten einer ein-
wandfreien Rotfluoreszenz auf Grund der Kon-
zentration des sich am letalen stidrker als am
vitalen Plasma anlagernden AKridinorange,
konnte an durch kurzes Erhitzen im Wasserbad
fixierten Alchen beobachtet werden. DaB keine
Heterodera-Larven die Hitzebehandlung lebend
uberstanden, wurde durch Infektionsversuche
demonstriert. Bei diesen konnte in keinem Fall
eine Zystenbildung an Kartoffelwurzeln im N&dhr-
boden nach MEYL (1951) festgestellt werden. Die
anschlieBend folgenden Behandlungsweisen mit
verschiedenen Reagenzien wurden in bezug auf
Konzentration und Einwirkungsdauer an Hand
von Infektionsversuchsserien so gewdhlt, daB
ebenfalls eine sichere Abt6tung der Alchen durch
die jeweilige Behandlung erfolgte. Die Kontrolle
(natiirlicher Zysteninhalt) ergab immer eine
reiche Zystenbildung.

. Der einer 5prozentigen Salzsiure (zweistiindige

Einwirkung) ausgesetzte Zysteninhalt wurde vor
der Fluorochromierung zunichst einer Phosphat-
pufferbehandlung in nachstehender Reihenfolge
unterworfen, um die fiir eine Anfarbung erforder-
lichen gilinstigen pH-Verhéiltnisse zu schaffen:
Puffer 4 — 30 Min., Puffer 6 — 30 Min., Puf-
fer 7 — 30 Min., Puffer 9 — 60 Min. und Puf-
fer 7 — 60 Min. Die Auszdhlung bei fluoreszenz-
mikroskopischer Beirachiung ergab:

Tabelle 2
Alchen-Inhalt

22/ der Alchen +) — ++4 ggr Fluoreszenz
13% . " E e e o O i
8% ., i R e L %
®h " +++++ rggr "
20% - ++++44 riger "
33% 2 e "

6.

AnschlieBend an die 5 Minuten widhrende Be-
handlung mit 33prozentiger Kalilauge wurden
nacheinander Puffer 10 — 30 Min., Puffer 9 —
30 Min., Puffer 7 — 30 Min., Puffer 6 — 60 Min.
und Puffer 7 — 60 Min. angewendet. Die Tabelle 3
zeigt das beobachtete Fluoreszenzbild.
Tabelle 3
Alchen-Inhalt

15% der Alchen +++-++4+ ggr Fluoreszenz
%, " TR YD “
8% m =+t r "
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M DI
+ +++++ ggr +—+++ ger

15% der Alchen

30% o
25%0" 5 "
15% - as
15% ., 3

7. Nach einer Fixierung mit 92prozentigem Alkohol
(30 Min.) und folgender Phosphatpuffereinwir-
kung (Puffer 7— 30 Min., Puffer 9 — 60 Min., Puf-
fer 7 — 30 Min.) konnten die in der Tabelle 4
zusammengefallten Fluoreszenzerscheinungen er-
mittelt werden.

Tabelle 4
Alchen-Inhalt

15% der Alchen +— ++4+4 ggr Fluoreszenz

(z. T. auch nur P

und DI)
10% " S —% L FReer "
15% " Sl Bl el B S0 a1
30% - +++++ riger ,.
30% " AR »

Ohne Verwendung der genannten Phosphat-
puffer war der Anteil der rein rotfluoreszierenden
Heterodera-Larven erheblich geringer.

8. Die Abtotung mit einer 40prozentigen Formalin-
Losung (Pufferserie wie bei Alkoholfixation) rief
folgenden Fluoreszenzeffekt hervor:

Tabelle 5
25% der Alchen
I
— Fluoreszenz
15% der Alchen
DI

M I

-, = +-+—+-++ ggr)r Fluoreszenz
45% der Alchen

M ) i

= 2 +-+-+++ r)ger Fluoreszenz
10% der Alchen

M DI I

i 2= ++4-+++ rggr Fluoreszenz
5% der Alchen

DI

M

L +++++r Fluoreszenz

9. Wurde der natiirliche Zysteninhalt 44 Stunden
einer 2prozentigen wisserigen Forbiatlosung
(Carbaminsdure-Priaparat) dann 60 Minuten dem
Puffer 7 ausgesetzt, so wurde das in der Tabelle 6
wiedergegebene Ergebnis erzielt.

Tabelle 6
Alchen-Inhalt
+++ ggr Fluoreszenz
(z. T. nur P
und DI)

+-++++ ger "
+++++ rig—rlger "
Sl (Restiggr) "
et k

10. Die in der Tabelle 7 aufgezeigten Fluoreszenz-

erscheinungen wurden erhalten, wenn Kartoffel-
dlchen durch eine 90 Minuten wihrende Einwir-
kung von Kkonzentriertem Dichlorpropen oder
Dichlorbuten abget6tet, 60 Minuten im Puffer 7
belassen und 1 Stunde lang angefiarbt wurden.

Tabelle 7
Alchen-Inhalt
5% der Alchen +-+ — Fluoreszenz
35% P I EEL, "
rggr "
ggrr -
434 n

"

» ”

5% " }
10% , - f
20% 3 - }
25% ,, } f

In der Regel konnte die Feststellung gemacht
werden, daBB eine Verlidngerung der Farbbad-
dauer (bis zu 24 Stunden) zwar den Anteil der
rotfluoreszierenden mehr oder weniger erhoht,
aber selbst dann noch eine gewisse Anzahl von
Larven des Kartoffelnematoden vorlag, deren
Inhalt lediglich mittel bis sehr stark gelblichgriin
fluoreszierte.

Vergleicht man die Ergebnisse der einzelnen
Versuchsreihen miteinander, so fillt auf, daB3 in
den meisten Versuchsserien anndhernd der



gleiche Prozentsatz von mehr oder weniger
schwach bis mittel gelbgriin fluoreszierenden
Alchen zu beobachten war, der etwa dem Anteil
der vitalen Alchen an der Gesamtheit des natiir-
lichen Zysteninhalts entspricht. Dagegen ergab
die Hitzefixation den maximalen Anteil der sehr
stark rot fluoreszierenden Larven, wahrend die
unter natiirlichen Bedingungen abgestorbenen
Alchen den zweithdchsten Anteil an partiell bzw.
total rot fluoreszierenden Tieren aufwiesen.

Da es den Anschein hat, da der natiirliche
bzw. der Hitzetod die giinstigste Plasmadestruk-
tion fiir eine maximale Akridinorange-Adsorption
bewirkt, wurden folgende Experimente vor-
genommen: Einmal wurden die Alchen durch
chemische Vorbehandlung abgettotet, den ent-
sprechenden Pufferbddern unterworfen, anschlie-
Bend kurz erhitzt (Aufkochen in HO) und dann
fluorochromiert (Tab. 8). Zum anderen wurde zu-

néchst eine Hitzefixation durchgefiihrt und an-
schlieBend die Alchen analog mit Reagenzien be-

handelt (Tab. 9).

Tabelle 8

Chemische Vorbehandlung
mit entsprechenden Puffer-
serien (Fluoreszenzbilder
siehe bei den jeweiligen
Abschnitten!)

Hitzebehandlung
durch Kochen (kurzes Auf-
wallen) nach der Vorbehand-

lung, dann angeféirbt

5% HCI1 ~— 120 Min. 100% d. A. +++++r Fl.
92% Alkohol — 30 Min.  100% d. A. +++++r Fl.
40% Formalin — 60 Min. 100% d. A. +++++r Fl.
Konzentr.

Dichlorpropen — 90 Min. 100% d. A. ++++4++ r Fl.
Tabelle 9

Hitzefixation durch Kochen

(kurzes Aufwallen), dann

chemische Behandlung (ein-

schlieBlich Puffer) wie folgt:

5% HCI1 ~— 120 Min. 100% d. A +++++r Fl.
92%/s Alkohol — 30 Min.  100% d. A. ++4++++ rFl
40% Formalin — 60 Min. 100% d. A. ++4+++rFl
Konzentr.

Dichlorpropen — 90 Min. 100% d. A. +++++ rFl.

Schluf folgt in Heft 10

Das Auitrelen der withtigsten Krankheiten und Schiidlinge an Kulturpflanzen
im Bereith der DDR in den Monaten Mai und Juni 1954

Bemerkung: Unseren letzten "Monatsberichten ent-
sprechend wird die Befallsstirke bzw. die Starke
des Auftretens nach unseren Anleitungen durch
Zahlen (2 = schwach, 3 = mittelstark, 4 = stark
und 5 = sehr stark) und der Grad der Verbreitung
durch Buchstaben (v = vereinzelt, s = stellenweise
und a = allgemein) dargestellt. Vereinzelt starker
Befall wird z. B. durch 4v und stellenweise mittel-
starkes Auftreten durch 3s bezeichnet.

Eine groBe Anzahl der erhaltenen Meldungen, in
denen das Auftreten der einzelnen Schédeu nicht
auseinandergehalten wurde, wie z. B. ,Rot- und
Schwarzwild“, ,Krihen und Elstern“, , Vogelschaden
o.n. A% ,Wildschaden o. n. A.“, ,,Unkraut allgemein,
»Flugbrand an Getreide“ usw., sind fiir unsere Be-
richte nicht auswertbar und daher wertlos.

Witterung: Im Mai wurde troiz groBerer
Schwankungen eine fast normale mittlere Monats-
temperatur festgestellt. Die monatliche Nieder-
schlagsmenge war, mit einer Ausnahme (Gorlitz),
gering und erreichte in den meisten Gebieten der
DDR nicht 50% der normalen.

Der Juni war im allgemeinen zu warm (0,5 bis
2,4° liber dem durchschnittlichen Monatsmittel) und

meist zu trocken. An 43 von 50 Wetterstationen der-

DDR wurde eine unternormale Niederschlagsmenge
gemessen. Wie im Mai, lag sie stellenweise unter
50°%0 der mehrjahrigen monatlichen Niederschlags-
menge.

Die extrem trockene und warme Witterung forderte
die starke Vermehrung von Blattld usen, deren
groBe Schwarme auch in den Grofstadten die Bevol-
kerung belédstigte,ein starkes Auftreten des Schild -
kafers an Riiben und ein stellenweise starker
FraB des Rainfarnblattkafers an XKar-
toffeln. Dagegen gingen pilzliche Erkankungen stark
zuruck.

Frostschdden im Mai an Obstbdumen in
den Bez. Potsdam 3s, Dresden 5v.

Diurreschédden an Getreide, Rilben und Ge-

miise in den Bez. Rostock, Schwerin, Neubranden-
burg und Cottbus 4s, in Halle 4v.

Hagelschidden in den Bez. Schwerin 4s, Pots-
dam 5v, Magdeburg, Halle und Karl-Marx-Stadt 4v.

Rauchschaden im Bez. Magdeburg 3v.

Hederich (Raphanus raphanistrum)
und Ackersenf (Sinapis arvensis) in
den Bez. Rostock 3s, Neubrandenburg und Leipzig 3a,
Potsdam 4s.

Ackerdistel (Cirsium arvense) in den
Bez. Neubrandenburg 3s, in Potsdam 4v.

Kornblume (Centaurea cyanus) im
Bez. Neubrandenburg 3s.

Drahtwirmer (Elateriden - Larven)
in den Bez. Rostock, Neubrandenburg, Halle, Dresden,
Leipzig und Erfurt 3v, im Bez. Karl-Marx-Stadt 3a.

Engerlinge (Melolontha - Larven) in
den Bez. Dresden und Leipzig 3s. In den anderen
Bezirken der DDR 2v—3v.

Maikdfer (Melolontha melolontha
und M. hippocastani) in den Bez Magde-
burg und Erfurt 4s, im Bez. Halle 3v—Dbs.

Erdflohe an Rien (Phyllctreta sp.) im
Bez. Halle 3s—5v, in anderen Teilen der DDR bis 3s;
an Gemiise und Olpflanzen in den Bez. Schwerin,
Potsdam, Magdeburg, Dresden, Leipzig, Karl-Marx-
Stadt, Erfurt und Gera 3a, in Cottbus und Frank-
furt 3s.

Das Auftreten von Blattldusen (Aphidae)
an Hackfrilichten und Obstbdumen zeigen die Karten
1 und 2.

Sperlinge (Passer domesticus und P.
montanus) im Bez. Leipzig 3a, in den anderen
Bezirken der DDR 2v—4v. In den Monaten Mai und
Juni wurden in den Bezirken Erfurt, Gera und Suhl
insgesamt etwa 63 000 Sperlinge vernichtet.

Kradhen (Corvus sp.) in den einzelnen Be-
zirken der DDR bis 3s.

Elstern (Pica pica)
Dresden und Leipzig 3s.

in den Bez. Halle,
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