1. Fral von Apion aestivum an Phaseolus vulgaris. 17.8.
41, aus einem Garten in Bredstedt bei Massenauftreten,
2. Frafy von Apion aestivum an Petroselinum horlense var.

radicosum. 11.8.41, Kafigversuch.

3. Frafl von Apion aestivum an Lacluca saliva.
Kéfigversuch.

4. Frafi von Apion aestivum an Daucus carola subsp. sati-
vus. . 13. 8. 41, Kifigversuch. ]

5. Fraf3 von dpion aestivum an Taraxacum officinale. 14.8.
41, Kifigversuch.

6. Frafl von .4pion aestivum an Aegopodium podagraria.
17378 418 Kiiﬁgversuch. (Aufn. Dr. Lindemuth.)

12.8.41,

normaler Vermehrung fressend angetroffen worden
ist. Tiere, die einmal in den Hungerzustand versetzt
worden sind, konnen nicht mehr in Versuchen zur
Feststellung der mnormalen IraBpflanze gebraucht
werden. Wenn man den Begriff »FraBpflanze« so
faBt, kommen als FraBpflanzen fiir Apion aestivum
nur 7Trifolium-Arten in Betracht.

Am 8. Oktober waren in dem befallenen Garten
noch deutlich die Spuren.des Schadens zu erkennen.
In dem humosen Sandboden wurden unter den ab-
gefallenen Blittern noch zahlreich lebende Apion
aestivum und auch Apion assimile gefunden. Es ist
anzunehmen, da beide Tiere vielfach gemeinsam vor-
kommen und daB an den gelegentlichen Schidigun-
gen Apion assimile ebenfalls beteiligt ist.

Erwidhnenswert erscheint es,” daB ein #hnlicher
Schaden durch Apion aestivum auch schon im Jahre
1937 in derselben Gegend beobachtet worden ist. Da-
mals wurde Fra3 an jungem Gemiise, Bohnen, Peter-
silie. Mohrriiben, Salat und Kiichenkriutern aul3er
Borretsch und Portulak gemeldet. Eine den Garten
begrenzende WeilBdornhecke wurde nicht angegan-
gen. Ein gelegentlicher Futterwechsel scheint also
bei Apion aestivum nicht allzu selten zu sein.

Als Bekédmpfungsmittel gegen die Kifer wurde mit
gutem Erfolg das Derrispriparat Kiimex der Chemi-
schen Werke Liibeck angewendet.
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EiweiBkristalle im Gewebe der Kartoffelknolle

Von Dr. Rudolf Janisch, Pflanzenschutzamt Konigsherg (Pr.)

Wiihrend morphologischer Arbeiten mit dem
Lumineszenzmikroskop nach ZeiB3-Jena fielen die
nachstehend abgebildeten Kristalleinschliisse innerhalb
der Zellen des Knollengewebes der Kartoffel durch
thr iberaus hdufiges und zahlreiches Auftreten auf.
Diese Kristalle sind zwar seit langem bekannt (1), doch
werden sie in den Zellen meist nicht beachtet. Ihre
Lichtbrechung ist zwar groBer als die des Plasmas,
doch entziehen sie sich leicht bei der Uniibersichtlich-
keit der mit vielen verschiedenartigen Inhaltsstoften
(Plasma, Zellkern, Nebenkern, Stirke, Chloroplasten,
Leukoplasten u. dgl.) gefiillten Zellen der unvorbe-
reiteten Erwartung. Bei Betrachtung im U. V.-Licht
des Lumineszenzmikroskops fallen die Kristalle je-
doch leicht durch ihre griinlichblaue Eigenlumines-
zenz auf, wihrend insbesondere das Plasma und die
Stiirke mnicht lumineszieren und daher unsichtbar
bleiben. Bemerkenswert erscheint, daf3 sich die Farbe
der Eigenlumineszenz der Kristalle im wesentlichen
nur durch die etwas geringere Intensitit von der des
Zellkerns unterscheidet.

Sehr leicht aufzufinden sind die Kristalle im U. V.-
Licht nach Anfirbung mit gewissen Fluorochromen
im Sinne Haitingers (2). Allerdings sind nur wenige
der gebriuchlichen Fluorochrome zur Anfirbung der
Kristalle geeignet. Eine intensive Anfirbung lidf3t
sich leicht nur mit Thiazolgelb G erreichen, doch ist
auch diese Firbung sehr unbestindig. Mit Abstand
folgen Auramin, Coriphosphin und Primulin. Als
schwach fluorochromierend erwiesen sich noch Co-
vallin, Rubin (beide in 30°/, Alkohol gelést) und
Eosin. Zur Fluorochromierung verwandt wurde meist
eine Losung der Farbstoffe im Verhiltnis 1 : 1000.
Das Arbeiten mit den Fluorochromen bietet den Vor-
teil, daB sie duBerst rasch und in auBergewohnlich
starker Verdiinnung (1 : 1000, 1 : 10000, 1 : 100000)
bereits verhédltnismidBig intensive Lumineszenzerschei-
nungen auslosen. Bel hinreichend vorsichtigem Ar-
heiten 1iBt sich erreichen, daB nur die Kristalle und
etwa noch der Zellkern angefirbt werden. wiihrend
die tbrigen Zellinhaltsstoffe ungefirbt bleiben. Dies
ermoglicht nicht nur ein relativ schnelles Arbeiten,



das das Leben der Zelle schont. sondern gestattet auch
in sehr wejtem Sinne eine Vitalfirhung der Zelle. In
allen Iillen gleicht die Farbe des nach der Anfar-
bung mit Iluorochromen von den Kristallen ausge-
sandten Lumineszenzlichtes der I'irbung der Zell-
kerne. Bei der sonst auffallend starken Differenzie-

rungsfiihigkeit der Fluorochrome scheint dies auf eine
gewisse Verwandtschaft der Substanz der Kristalle
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Kristallen von Vorratseiweil3. wie sie sich in schr
vielen Samenarten finden._. Diese firben sich nach
Haitingers?) Erfahrungen, die ich bestitigen kann.
in saueren FFarbstoffen. Auch Methylgriin-Essigsiure
ist verwendbar, doch farben sich in ihr die Kristalle
nur sehr schwer. Nach (icgenf%i rbung des Priiparates
mit Thiazolgelb G leuchten im U. V.-Licht ausschlie(3-
lich nur die Kristalle schwach violettrot auf. wiithrend

| Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3.
‘Kartoffelknolle: Quadratischer Kristall, Kartofielknolle: Quadratischer Kristall. Kartoftelknolle: Querschnitt Schalen-
(Vergr. 800 X) 1 Teilstrich = 2,2 u, Seitenansicht. teil. Lokalisierung der EiweiBkristalle.

(Vergr. 800 X) Bei ~7 Pyramideniliichen.

(Vergr. 108,5 X) 1 Teilstrich = 10 4.

Abb. 4.

Kartoftel-Lichtkeim: 2!/2 em hoch.
EiweiBkristall in prim. Rinde.
(Verge. 305 X) 1 Teilstrich = 5,6 p.

Abb. 5.

Kartoftel-Lichtkeim: 2!/: ¢em hoch.
EiweibBkristall im Phloem.
(Vergr. 305 X) 1 Teilstrich = 5.6u.

Abb. 6.
Kartoffelknolle: 6seitiger Kristall im
gequollenen Zellkern.

(Vorgr. 800 X)

Abb. 7.

Kartoffelknolle: Hexagonaler Kristall
mitZellkernrestund erhaltenem Neben-
kern.

(Vergr. 800 X)

und der Zellkerne hinzuweisen, unterscheiden sich
doch hiufig sehr deutlich Kern, Nebenkern und
Plasma durch ihre ILumineszenz nach der Fluoro-
chromierung. .

Fiir das sichtbare Licht sind die Kristalle verhiit-
nismifBig schwer anzufirben. Nach Versuchen mit
34 verschiedenen Farbstoffen scheinen hierfiir nur die
(basischen) Kernfarbstoffe in Betracht zu kommen,
von denen I{armin-Essigsiure bei weitem die besten
Ergebnisse erzielt. Hier zeigt sich ein bemerkens-
werter Unterschied zu den wohl am besten bekannten

die iibrigen Zellbestandteile ¢inschlieBlich Zellwand
und Kern durch Lumineszenzléschung nicht- mehr
aufleuchten. Diese Iirscheinung liBt sich ausnutzen,
wenn es gilt, nur schwach mit Kristallen besetzte
Priaparate durchzumustern.

Die Kristalle geben Eiweill- (Protein-) Reaktion
und sind brennbar. Sie sind unléslich in verdiinnter
Essigsiure, Salzsiure, kaltem Wasser und organischen
Losungsmitteln. In kochendem Wasser und verdiinn-
ter Kalilauge quellen sie nach einiger Zeit auf. ohne
sich jedoch anscheinend zu lésen. Die zuweilen auf-
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tretenden typischen Korrosionserscheinungen, die
offenbar durch intrazellulire Losungsvomdnge be-
wirlkt wurden. scheinen anzudeuten, daf3 fiir das Lo-
sen dieser Kristalle die gleichen physlkahschen Ge-
setzmiiBigkeiten gelten wie fiir andere Kristallgebilde.
Trgendeine Art stdl)chonf(nnugel Struktur odel einen
/elfall in Kristallnadeln, wie sie von den iiulierlich
sehr éihnlichen. hiufig heschriehenen (3), (4) EiweiB-
kristallen aus 1no<all\]\1an]\en Pflanzen bekannt sind.
Lkonnte ich bisher nicht heobachten.

Die Kristalle wurden hisher in zwei verschicdenen
Formen gefunden. Bei weitem am hidufigsten traten
in dem mir zur Verfiigung stehenden, durchweg aus
der Provinz Ostpreuen stammenden Material Kri-
stalle mit quadratischem Umri3 auf. Sie stellen jedoch

nicht einfache quadratische Tafeln oder gar Winfel

dar, sie werden vielmehr sozusagen durch zwei flache
Pyv1 amldenstumpfe gebildet, dle mit ihren Basis-
flichen aufmnandex\tohcn Anscheiriend handelt es
sich hei diesen Kristallen wm tetragonale Bipyramiden
mit Basisflichen. Um einfache, regulire Wiirfel han-
delt es sich in diesem Falle nicht, da Nebenflichen
auftreten. Auch um Wiirfel mit Oktaeder kann es
sich nicht handeln. Beim Oktaeder hetragen die Kan-
ienwinkel 109° 28" 16”; wie jedoch aus Abb. 2 er-
sichtlich, ist der Kantenwinkel der geneigten Flichen
mit Sicherheit kleiner und nicht moBel al: 90°. Der
GroBenordnung nach  diirfte dlese, Kantenwinkel
etwa 78° betragen. Das entspricht nicht dem Olkta-
eder des reguliiren, sondern eher der Bipyramide des
tetragonalen Systems. Die Grife dieser Kristalle
schwankt innerhalb sehr weiter Grenzen. Die Seiten-
lingen des groBten Umfangsquadrates, das auch zu-
gleich bei mikroskopischer Betrachtung den optischen
Querschnitt bildet, wurden zwischen 5,0 und 20,0 x
schwankend gefunden. Die Seitenlingen der Basis-
flichen schwanken dagegen zwischen 4,0 und 10,0 x.
Die Hohe der Kristalle (Abstand der beiden Basis-
flichen voneinander) scheint im allgemeinen ziemlich
genau halb so groB zu sein wie die Seitenlinge des
groBten UmriBguadrates.

Weniger hiiufig vertreten in dem von mir unter-
suchten Ma’renal waren ziemlich regelmiiBig sechs-
eckig gestaltete Tafeln, welche wenigstens der Form
nach den hiufig abgebildeten. fiir Viruseiweil3 gehal-
tenen hexagonalen Kristallen auffallend ihnlich sehen.
Auqnopmcrte Nebenfliichen scheinen bei diesen Kri-
stallen nicht aufzutreten. Ihr optischer Querschnitt
hei Seitenlage gleicht einem Rechteck. Die Seiten-
linge der Kristallsechsecke schwankte ebenfalls zwi-
schen 5,0 und 20,0 g, doch sind die sechseckigen
Kristalle durchschnittlich etwas grofer als die
quaclratischen.

Was die Lokalisierung der Kristalle anbetrifft. so
lassen sie sich hitufig und meist reichlich vor allem in
der .Knolle finden, wo sie weit iiberwiegend an Zall
in den Zellschichten zwischen Schale und Gefii3-
biindelring liegen (Abh. 3). In den weiter im Innern
der Knolle Ot‘leﬂenen Zellen treten sie nur verhiiltnis-
miBig %])dlhch auf Innerhalb der Zellen der kor-
l\lgen Schale, der Siebrohren und Begleitzellen sowie
der GefiBe habe ich sie hisher noch nicht gefunden.
Innerhally der oberirdischen Stengelteile der Kartof-
felstaude konnte ich sowohl die quadratischen als
auch die sechseckigen Kristalle ehentfalls nachweisen,
wo sle (releoenﬂlch selbst in den Haaren der Bliitter
und btengcl anzutreffen sind.

Innerhalb der kristallfithrenden Zelle scheinen sich
die hexagonalen Kristalle in der Hauptsache iiner-
hally der Zellkerne zu bilden. Soweit sich hisher iiber-
sehen liBt, scheint sich die Kristallbildung folgender-
mafen abzuspielen: Unter starkem Aufquellen des
Kernes zeichnet sich zunichst schwach, dann mit
immer deutlicheren Konturen der Kristall innerhalb
des Zellkerns ab. In weiteren Stadien platzt schlief3-
lich der Kern und zerfillt in kleine, schollige Stiicke.
Der Nukleolus selbst ist an dieser Ver dmlnr‘imo nicht
sichthar beteiligt. Man kann ihn jedenfalls seln hitufig
noch erhalten seheu, wenn der Kern selbst l)melts

vollig zerfallen ist (Abb. 7).

Wihrend die hexagonalen Kristalle sich offenbar
innerhalb der Lellkeme bilden, scheinen die tetra-
gonalen Kristalle frei im Innern der Zelle zu ent-
stehen (AbD. 3). Sie wurden von mir jedenfalls bisler
stets aulBerhally der Zellkerne gefunden.

Die Kernverinderung bei der Entstelung der hexa-
gonalen Kristalle hat nichts oder nur sehr wenig mit
dem von Nitsche-Koswig-IForster (s) beschrie-
henen Kernzerfall bei kriuselkranken Riiben zu tun.
Einen Kernzerfall, der diesem hei der Riihe beschrie-
henen ganz auffallend glich, konnte ich auch inner-
halb del Rmtoffelknollo iiberaus hiiufig heobachten.
Alle Stadien des Kernzerfalls, vom Aufqnullon bis
zur endgiiltigen Auflosung, lasxen sich hesontlers schiin
im meristemartigen Phellogen der Karioftelschale ve:-
folgen. Ich fand ihn praktisch stets in den virus-
kranken und in den kristallhaltigen Knollen. Den
gleichen Kernzerfall habe ich jedoch auch bei ander-
weitigen Schidigungen der Knolle, z B. durch NaB-
fiule, Fusarium- und Alternariabefall, ja gelegentlich
sogar im Wundgewebe nach mechanis :her Beschiidi-
gung gefunden. Eme Nachprifurg der Zusammen-
hdnge zwischen Kernzerfall und Virus fithrte weder
bei Ilellandl\ulhuen noch bei der Augensteckiings-
methode zu eindeutigen Ergebnissen, da stets nnt
einem Latentbleiben (les Virusbefalls selbst bei der

Augenstecklingsmethode gerechnet werden muf3. Ich
bin deshalh geneigt. diesen Keirnzerfall fiir nicht

charakteristisch und spezifisch fiir Virusbefall zu
halten. Er diirfte vielmehr nur ein allgemeines An-
zeichen paﬂm]oolbche] Vorgiinge mnelllall) des betrof-
fenen Gewebes sein. Das schlieft jedoch nicht aus.
daf im Einzelfall auch die durch das Virus gesetzte
Schiidigung der Zelle den heschriebenen Kernzerfall
auslosen kann. Um Artefakte braucht es sich auch in
dem von ohengenannten Autoren heschriehenen ["alle
m. . nicht zu handeln. Ich sah den Kernzerfall auch
bei intravital fluerochromierten plasmolysierbaren
Zellen der Kartoffelknolle. Beziehungen zwischen
exogenen Schiidigungen der Knollen und der Bildung
he\aonnalm Kristalle konnte ich bisher nicht lwoh-
achten. Das Auftreten dieser Kristalle war in den
beschiidigten Knollen, was Hiufigkeit und Lokalisie-
rung innerhalb der Knolle anbetraf, durchschnittlich
nicht anders als in den unbeschidigten Knollen.

Ob Beziehungen der Kernveriinderungen bei der
Bildung der hexagonalen Kristalle zu den Kemveriin-
derungen bestehen, die Esau (6) im Protophloem
curly-top-kranker Zuckerriithen durch das Virus aus-
gelost sah, ist bisher nicht zu entscheiden. Besonders
das Aufquellen des Kerns vor der Abscheidung des
Kristalls scheint eine gewisse, wenn auch entfernte.
Alnlichkeit mit einzelnen Stadien der von Esau he-
schrichenen Kernveriinderungen zu haben.



Als eine dritte Form von EiweiBBkristallen finden
sich in der Knolle sowohl als auch ganz besonders in
den Lichtkeimen reguliire, ziemlich regelmiiBig aus-
gebildete Wiirfel, die den schon oft beschriehenen
und in jedem einschligigen Lehrbuch erwihnten Re-
serve-EiweilBkristallen entsprechen dirften. Die
Kantenlinge dieser Wiirfel ist mit durchschnittlich
16,3 i etwas groBBer als die der fefragonal(’n Kristalle
mit durchschnittlich 10,5 4. denen sie sonst im optischen
UmriB sehr ilmlich sehen. Tm firberischen Verhalten
und in ihren sonstigen Eigenschaften sind sie den
tétragonalen Kristallen seln iihnlich. Ihre Natur als
Reserveeiweils mochte ich bezweifeln aus Griinden.
die zu diskutieren einer anderen Arbeit vorbehalten
bleiben muf3.

Nicht verwechselt werden diirfen die EiweiBkri-
stalle mit den in wechselnder Hiaufigkeit auftretenden

Kalziumoxalatkristallen, von denen sie sich wohl am

cinfachsten durch die Art der Doppelbrechung und
durch ihre Iirbbarkeit mit Carminessigsiure unter-
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scheiden. Da diese Oxalatkristalle sehr hidufig als
monokline, wiirfelihnliche Prismen oder tetragonale
Pyramiden mit Prisma kristallisieren, ist im nicht
vorbehandelten Priparat die Unterscheidung von den
EiweiBkristallen nicht immer leicht.

Literatur.

(1) Schimper, A.F. W.: Untersuchungeu iiber die Protein-
lristalle der Pflanzen. Diss. Straiburg 1878. Referat in
Justs bot. Jahrb. 1878.

(2) Haitinger, M.: [Fluoreszenz-Mikroskopie.
1938.

(3) Stanley, W. M.: DBiochemistry and biophysics of
viruses. In Doerr-Hallauer: Handbuech der Virusfor-
schung [.  Wien ;1938 (dert auch weitere Literatur).

(4) Kausche, G. Uber Versuche zum Nachweis und

zur Slchtbarmachung von pflanzlichem Virus. Mitt. aus

d. B. R. A. Heft59. Berlin 1939.

Nitsche-Koswig-Forster: Histologische Veridnde-

rungen in krduselkranken Riiben. Nachrichtenblatt fir

den Deutschen Pflanzenschutzdienst 18. Berlin 1938.

(s) Esau, K.: Initial localization and subsequent spread of
curly top symptoms in sugar Dbeet. Hilgardia IX. 8.
1935.

Leipzig

(&

w
~

Uber das Vorkommen von EiweiBkristallen
in virusinfizierten Kartoffelknollen
Von E. Kohler

(Dienststelle fiir Viruspathologie in der Biologischen Reichsansialt.)

Der vorstehende Aufsatz von R. Janisch=Konigs-
berg veranlaB3t mich, auch meinerseits in aller Kiirze
einige eigene Befunde iiber in Kartoffelknollen an-
getroffene Eiweikristalle mitzuteilen. Das Vor-
kommen von wiirfelformigen Eiweillkristallen in
Knollen und Laub der Kartoffel ist schon seit langem
bekannt. auch waren diese Kristalle schon vielfach
Gegenstand eingehender Untersuchung (Cohn 1859,
Sorauer 1868, Schimper 1878 u.a.). Herr R. Ja-
nisch, der diese Wiirfelkristalle ') unlingst wieder
cntdeckte, hat in einem Schreiben an mich wohl als
Erster die I'rage aufgeworfen, oh es sich etwa wm
Viruskristalle handeln konne. Er gab damit den An-
sto zu den im folgenden mitgeteilten Untersuchun-
gen, in deren Verlauf zum erstenmal auch nadelfor-
mige Kristalle in der Kartoffelknolle nachgewiesen
werden konnten.

Seit einer Reihe von Jahren kultiviere ich im Ge-
wiichshaus in Topfen unter Ausschlull von virusiiber-
tragenden Blattliusen Stimme der Kartoffelsorte
»Erdgold«, die-ieils virusfrei, teils mit einem der
Kartoffelviren A und X, teils mit dem Gemisch A
und X infiziert sind. Bei der mikroskopischen Unter-
suchung von Schnitten durch die peripheren Zell-
schichten von Knollen dieser Stimme im Winter
1941/42 stellte ich die Anwesenheit von Kristallen in
den Zellen fest, und zwar wurden in den A-Knollen
in reichlichen Mengen Kristalle von Wiirfelform
(Abh. 1), in den X-Knollen Biindel von sehr feinen
Nadelkristallen angetroffen (Abb.2).  Auch in den
virusfreien Knollen wurden, wenn auch in sehr ge-
ringer Zahl, Wiirfelkristalle vorgefunden. die ]ed()(,h
I)m weitem nicht die GroBe der in den A-Knollen vor-
kommenden aufwiesen und gegen Ende des Winters
aus den im Eisschrank aufbewahrten Knollen wieder

') Nach der Auffassung von R. Janisch (s. oben) soll es
sich freilich nicht um echte Wiirfel handeln.

verschwanden.  Die Kristalle in den virushaltigen
Knollen blieben dagegen bei gleicher Behandlung his
in den Sommer hinein — so lange reichen die Beob-
achtungen — erhalten. Die Nadelbiindel fanden sich
ausschlieBlich bei den X-kranken Knollen, und zwar

Abb. 1. Wiirfelkristali im Rindenparenchym einer Kartoffel-

knolle.

regelmiiBig bei allen unseren drei kultivierten Stim-
men, die mit verschiedenen Typen des X-Virus infi-
ziert sind.

Die Wiirtelkristalle finden sich vorzugsweise in
den dufleren Zellschichten unterhall der Schale, meist
nur durch eine schmale Zone von dieser getrennt,
withrend die Nadeln regelmifig in einer etwas tiefe-
ren, chenfalls sehr schmalen Zone anzutreffen sind. In





