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Verwendung von inertem Kultivierungsmaterial zur
semi-sterilen Vermehrung von Kartoffelkrebs fiir Labor-
Versuchszwecke nach der Glynne-Lemmerzahl Methode

Use of inert cultivation material for semi-sterile amplification of potato wart for lab-experiments

applying the Glynne-Lemmerzahl method

Zusammenfassung

Um semi-sterile Kartoffelkrebswucherungen fiir die un-
terschiedlichsten Untersuchungszwecke im Labor zu er-
halten, wurde der methodische Schritt der Glynne-Lem-
merzahl-Methode an derjenigen Stelle modifiziert, an
der frisch infizierte Kartoffelkeime zur Gewinnung von
Kartoffelkrebswucherungen mit Kompost iiberschichtet
werden. Insgesamt kamen anstelle des Komposts drei
verschiedene Materialien zum Einsatz: Perlit, Vliestiicher
und Ségemehl. Es zeigte sich, dass mit anfalligen Kartof-
felsorten im Ségemehl, unabhingig vom Baumtyp, dhn-
lich grole Wucherungen produzierbar waren wie im
Kompost, wihrend die anderen beiden Substanzen
schlechtere Wucherungen hervorbrachten. Bei der Ver-
wendung von Sdgemehl waren die Kartoffelkrebswuche-
rungen deutlich geringer kontaminiert als bei den Kom-
post-Varianten.

stichworter: Kartoffelkrebs, Synchytrium endobioticum,
Glynne-Lemmerzahl Methode, Kompost, Sigemehl,
Produktion von semi-sterilen Krebswucherungen

Abstract

In order to obtain semi-sterile potato wart pathotypes for
different kinds of lab-research, parts of the methodologi-
cal approach of the Glynne-Lemmerzahl method were
modified at the step where the wart-infected sprouts
were covered with compost to generate new infective

warts. Three different subsidising substances were ap-
plied: Perlit, fleece cloths and saw dust. Only with saw
dust the galls obtained were of a similar size as those
from the previously used compost, independently of the
kind of tree the saw dust came from, whereas the other
two substances resulted in minor gall formations. The
use of saw dust produced far less contaminated galls of
potato wart than the compost version.

Key words: Potato wart, Synchytrium endobioticum,
Glynne-Lemmerzahl method, compost, saw dust,
semi-sterile wart gall production

Einleitung

Der Kartoffelkrebserreger Synchytrium endobioticum
(Schilb.) Perc. ist ein obligat biotropher Quaranténe-
erreger, der in vielen Lidndern zunehmend an Bedeutung
gewinnt. Auch in Deutschland treten immer wieder neue
Kartoffelkrebsherde in landwirtschaftlich genutzten Ge-
bieten auf (STAcHEWICZ et al., 2005). Diese Krebsherde
werden zurzeit von den drei vorherrschenden Pathotypen
2, 6 und 18 verursacht. Der Pathotyp 1 tritt durch die
zlichterischen Erfolge in Deutschland nicht mehr neu auf.

Alle 4 Pathotypen werden zur Bestimmung der Krebs-
resistenz bei neuen Sorten und Linien im Julius Kiithn-In-
stitut (JKI) mit der Labor-Resistenzpriifmethode nach
GLYNNE (1925) und LEMMERZAHL (1930 und 1931) verwen-
det. Durch die biologische Besonderheit des obligat
biotrophen Pilzes kann dieser nur auf meristematischem
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Gewebe vermehrt werden, wofiir in erster Linie Keim-
linge von Kartoffelknollen verwendet werden. Bei der
Glynne-Lemmerzahl-Methode wird der hohe Infektions-
druck auf die Keimlinge der Kartoffelknolle ausgenutzt,
der durch das schnelle Schwiarmen der Zoosporen aus
den Sommersori entsteht. Die Inokulationsperiode und
die weitergehenden Reinfektionen in der Komposterde
finden dann in speziellen Behiltnissen und Klimabedin-
gungen statt. Im Laufe der 20-tdgigen Inkubation kommt
es zu weiteren Reinfektionen durch freigesetzte Zoo-
sporen im Boden bzw. im Kompost. Deutlich sichtbare
Krebswucherungen entstehen bei anfélligen Kartoffelsor-
ten, die der Krankheit auch ihren Namen gegeben haben
(Abb. 1).

Treffen die Zoosporen hingegen auf Keime einer resis-
tenten Kartoffelsorte, findet eine sofortige Abwehrreak-
tion am Keim statt. Diese Reaktion ist dann spater als
Nekrose an einem normal gewachsenen Keim sichtbar
(Abb. 2).

Obwohl die Komposterde vor ihrem Einsatz gedampft
wird, ist mit einem hohen Grad an Verunreinigungen von
Bodenbakterien und Bodenpilzen zu rechnen, die sich in
Form von Dauersporen der Behandlung widersetzen
konnen. Gerade wenn Untersuchungen am Kartoffel-
krebs durchgefiihrt werden sollen, bei denen es auf die
ausschliefliche Infektion von Zoosporen ohne Begleit-
flora (Bodenbakterien, Pantoffeltierchen etc.) ankommit,
ist der Ersatz des Komposts durch andere, kiinstliche
Materialien wiinschenswert.

Ergebnisse und Diskussion

Um das Kontaminationspotential bei der Bildung von
Kartoffelkrebswucherungen zu verringern, wurde der

Abb.1. Natiirliche Krebswucherung an einer anfilligen Kartoffel-
sorte, konserviert in Alkohol.
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Kompost durch verschiedene andere Materialien ersetzt.
Hierbei handelte es sich um Perlit (Baustoff, Fa. Klima-
san-Perlit, Wiirzburg), Vliestiicher und Sdgemehl von
verschiedenen Geholzen wie Buche, Fichte, Kiefer, sowie
Nadelholzmischungen. Diese Materialien wurden feucht-
nass gemacht und unter Beibehaltung der fiir die Krebs-
aufzucht und -priifung optimalen Bedingungen von 16
bis 18°C und 80% Luftfeuchte 20 Tage inkubiert (LANGER-
FELD, 1984). Bei der Verwendung der Ersatzmaterialien
fiir den Kompost war vorgegeben, eine deutliche Reduk-
tion der kontaminierenden Mikroorganismen zu erzie-
len.

Alle fiir diese Versuche verwendeten Augenplatten
(aus Effizienzgriinden wurden nur Teile einer Kartoffel-
knolle, die einen Keim enthalten, als viereckige Kartoffel-
stlicke ausgeschnitten) wurden nicht, wie sonst iiblich, in
einer Monceren®-Losung (Fa. Syngenta, 2 ml/1) tauchge-
beizt, sondern mit der gleichen Losung bespriiht. Diese
Sprithbehandlung erwies sich als ebenso effektiv wie die
Tauchmethode in Monceren®-Losung. Allerdings ist es
empfehlenswert, bei dieser Sprithbehandlung mit Atem-
schutz zu arbeiten. Als Impfmaterial wurden Wucherun-
gen des Pathotyps 18 verwendet, da dieser als sehr
aggressiv und vital gilt.

Perlit

Die Verwendung von Perlit, das in vielen Bereichen zur
Anzucht von Pflanzen im Gewéchshaus eingesetzt wird,
zeigte nur einen méRigen Erfolg. Die erhaltenen Wuche-
rungen waren bei der fiir Kartoffelkrebs anfélligen Kar-
toffelsorte ,Erstling“ klein und verfiigten somit iiber ein
geringes Potential, bei einer erneuten Verwendung als
Infektionsmaterial Kartoffelkeime erfolgreich zu infizie-
ren. Moglicherweise hatte es an der zu grobkornigen
Struktur des Perlits gelegen (2-5 mm), die eine optimale

Abb. 2. Abwehrreaktion der gegen den Krebspathotyp 18 resisten-
ten Kartoffelsorte ,Tomana“ sichtbar am nekrotisierten Bereich an
der Stdngelbasis. Die Infektion erfolgte nach der Glynne-Lemmer-
zahl-Methode unter Laborbedingungen. Im Bildinnern eine Nahauf-
nahme einer Resistenzreaktion im Kartoffelkeimgewebe.
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Reinfektion der Zoosporen im Bereich der Keime wegen
des schlechten Wasserhaltevermogens verhindert hatte.
Somit war Perlit als Ersatz fiir den Kompost nicht geeig-
net.

Vliestiicher

Vliespapier bzw. Vliestiicher wurden schon frither als
vereinfachte Infektionsmethode verwendet (HILLE, 1959,
SHARMA and CAMMACK, 1976, BROWNING, 1995). Es zeigte
sich, dass bei der Verwendung von mehreren Vliestuch-
lagen ausschliel3lich der Effekt des Wassers bei der Infek-
tion von Keimen eine Rolle spielte, da sich in den Vlies-
tlichern im Gegensatz zum Kompost keine zusétzlichen
Nahrstoffe befanden. Die Vliestiicher lieBen nur eine
punktuelle Befeuchtung der Keimspitzen zu, weshalb
sich nur dort die fiir den Kartoffelkrebs typischen Wuche-
rungen bilden konnten, die dann durch das Streckungs-
wachstum des infizierten Keimes weiter nach oben ge-
schoben wurden (Abb. 3). Mit diesen Wucherungen wére
nur eine mélige Neuinfektion von Kartoffelkeimen er-
zielbar, und die schlechte Praktikabilitdt dieser Methode
zur Kartoffelkrebsvermehrung schlie3t eine Verwendung
von Vliespapier bzw. Vliestiichern aus.

Sdgemehl

Um die Ausbildung von Krebswucherungen im Kompost
mit unterschiedlichen Mengen an Holzanteilen zu testen,
wurde Fertigerde der Fa. ,Einheitserde“, Hameln, ver-
wendet, die mit 50% Sagemehl versetzt wurde (Abb. 4).
Das bei allen Versuchen verwendete Sdgemehl wurde
von Sagewerken als Abfall bezogen. Eine Bewertung der
Ausbildung und Grof3e der Wucherungen fand im Ver-
gleich zum Kompost und zu anderen Fertigerden der-
selben Firma statt. So hatte die Zugabe von Sdgemehl

Abb. 3.
nassen Vliestuchlagen. Nur an den Keimspitzen kam es zur Ausbil-
dung von Krebswucherungen, was zu einer baumartigen Ausbildung
der Wucherungen fiihrte.

Wucherungen des Pathotyps 18, entstanden unter feucht-

keinen messbaren Effekt auf das Wachstum des Kartoffel-
krebses und die Ausbildung von Krebswucherungen.

Deshalb wurde im nédchsten Schritt untersucht, ob der
Kompost nicht schrittweise weggelassen werden kann
und schlieSlich komplett durch Sagemehl ersetzbar ist.
Mischungen aus 80% Sagemehl und 20% Kompost wur-
den erprobt. Da sich hier ebenfalls keine Unterschiede in
der Gro3e der Wucherungen ergaben, wurde der Kom-
post bei den weiteren Versuchen vollig weggelassen.

Im Vergleich zum Perlit und zu angefeuchteten Leinen-
tlichern zeigten sich bei Verwendung von Sidgemehl
deutlich groBere Krebswucherungen. Dabei hatte die
Herkunft des Sdgemehls keinen messbaren Einfluss auf
die GroRe der Wucherungen. Im Vergleich zum Kompost
ergaben sich bei den Wucherungen in Buchen-Ségemehl
keine GrofSenunterschiede (Abb. 5a und b).

Eine Bonitur von Wucherungen unterschiedlich anfél-
liger Kartoffelsorten, gewachsen in Kompost und im Ver-
gleich dazu in Sdgemehl, zeigte die gleichen Bonitur-
noten (Tab. 1). Selbst bei Verwendung von harzhaltigem
Sagemehl aus Nadelholzmischungen waren keine Unter-
schiede bei der Bonitur der Wucherungen festzustellen.
Zu sehen ist auch die typisch viereckige Augenplatten-
form der zurechtgeschnittenen Kartoffelknollen.

Allerdings war die GroBe der Holzpartikel entschei-
dend fiir Anzahl und Ausbildung der Krebswucherungen,
da diese iiber die Verteilung der Feuchtigkeit entscheidet,
die den Zoosporen optimale Infektionsbedingungen
verschafft. So ergab sich als optimale GrélRenverteilung
der Holzpartikel eine gesiebte Gro3e von kleiner bis zu
1,25 mm bei 80%, wobei die restlichen 20% grofSer als
1,25 mm waren. Diese Grofenverteilung wurde mit
einer Holzmehlmischung von drei in der Umgebung von
Braunschweig befindlichen Sdgewerken erreicht.

Abb. 4.
100% Kompost.

Links: Holzschnitzel/Fertigerde-Gemisch 50/50%. Rechts:
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Abb. 5a. Krebswucherungen
(Pathotyp 18) in Kompost (links)
und in Buchen-Sagemehl (rechts).

Tab. 1. Bonituren von 10 ausgewihlten Kartoffellinien (A-K)
zu je fiinf Augenplatten infiziert mit Kartoffelkrebs des
Pathotyps 18 gewachsen in Kompost und im Vergleich dazuin
sdgemehl. Die Boniturnoten 1 und 2 bedeuten resistent, 3
schwach resistent und 4 und 5 anfillig (Baaven et al., 2005).
Wird nur eine von fiinf Augenplatten mit 4 oder 5 bewertet,
gilt die betreffende Kartoffellinie als anfillig. K reprdsentiert
die krebsanfillige Kartoffelsorte ,Jomensa“ als Positivkon-
trolle

Kartoffellinie

Boniturnoten Boniturnoten

Kompost Sdgemehl
A (resistent) 1,1,1,1,1 1,1,1,1,1
B (anfillig) 3,2,2,5,3 2,2,4,5,5
C (resistent) 1,1,3,2,2 3,2,1,11
D (resistent) 1,1,1,1,1 1,1,1,1,1
E (anfillig) 3,2,4,4,3 3,2,4,4,3
F (resistent) 3,3,2,2,1 3,2,2,2,3
G (anfillig) 3,3,3,4,3 1,4,4,3,3
H (resistent) 2,3,3,3,3 2,3,3,3,2
I (resistent) 2,3,2,3,2 3,1,1,2,3
K (anfillig) 4,5,5,5,4 5,5,4,4,4
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Abb. 5b. Krebswucherungen
(Pathotyp 18) in Kompost (links)
und in Sagemehl (rechts).

Zum optimalen Wachstum des Kartoffelkrebses ist
nicht die Versorgung der Wucherung mit Nahrstoffen aus
dem Kompost notig, denn das Sdgemehl enthilt keinerlei
Nahrstoffe. Auch zeigten die im Holzmehl gebildeten
Wucherungen die gleiche Anzahl von Sori unter dem
Mikroskop (Abb. 6a und b). Im Vergleich zum Kompost
scheint die Wasserverdunstung im Sdgemehl wesentlich
geringer zu sein, weshalb auch wéhrend der 20-tdgigen
Inkubationszeit weniger gewassert werden musste. Unter
dem Mikroskop waren deutlich weniger kontaminie-
rende Mikroorganismen bei der Holzmehlvariante sicht-
bar als bei den in Kompost gewachsenen Wucherungen.
Allerdings steht eine genaue Untersuchung, in welchem
MaRe die Kontaminationen reduziert werden konnen,
noch aus.

So sind in den Kartoffelknollen-Augenplatten geniigend
Nahrstoffe vorhanden, um eine optimale Ausbildung der
Wucherungen auch im néhrstoffarmen Holzmehl zu
ermoglichen. Das Bedeckungsmaterial dient einzig und
allein zur Schaffung von feuchten Bedingungen fiir die
Reinfektion der Keime mit den aus den Sommersori
laufend freigesetzten Zoosporen.

Zum Erhalt von semi-sterilen Krebswucherungen eig-
net sich die Verwendung von Holzmehl auch deshalb bes-
ser als Kompost, weil sich die Keime bzw. Wucherungen
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Abb. 6a und b. Mikroskopischer Ausschnitt von Kartoffelgewebe mit Sori des Kartoffelkrebs-Pathotyps 18 aus Kompost (a) und Ségemehl (b).

wesentlich einfacher von den Holzpartikeln reinigen las-
sen, als es bei Verwendung von Kompost wegen seines
hohen Humusanteils méglich ist. Um eine noch bessere
Reinigung der Wucherungen von anhaftendem Material
zu erreichen, bietet sich die Verwendung eines Staub-
saugers an. Nach dem Abtrocknen der Keime lésst sich
das Holzmehl bequem im Staubsaugerbeutel sammeln,
wodurch sich eine Beseitigung des Quarantidneabfalls
einfacher gestalten lédsst; denn aus quarantinerecht-
lichen Griinden ist eine sachgerechte Entsorgung des
Abfalls notwendig vorgeschrieben.

Um in Zukunft wesentlich schneller kontaminations-
freie Wucherungen zu erhalten, sollten die zuerst ver-
wendeten Kompost-Wucherungen desinfiziert werden,
um in der nichsten Wucherungs-Generation den Gehalt
an Bodenmikroorganismen so niedrig wie moglich zu
halten. Hier wiirde sich beispielsweise Wasserstoff-
peroxid empfehlen, da diese Chemikalie umweltfreund-
lich ist und alle Mikroorganismen gleichermalien abtotet
(N1EPOLD, 1999). Zwar reagiert die Oberfldche der Kartof-
felkrebs-Wucherungen ebenfalls mit dem Wasserstoff-
peroxid, aber die im Gewebe liegenden Sommersori wer-
den wohl weitestgehend verschont bleiben. Eingehende
Untersuchungen sind in Vorbereitung.

Erst bei wiederholten Reinokulationen der Wuche-
rungen kann eine Keimfreiheit erzielt werden, was mit
den im Holzmehl erhaltenen Wucherungen gezeigt
werden soll. Auch wére die Frage nach der Stabilitit von
Pathotypen in einem Vergleich zwischen den im Holz-
mehl und im Kompost erhaltenen Wucherungen zu
klaren. Ebenso konnte die Verwendung von in vitro Kar-
toffelknollen oder Kartoffelpflanzchen als bereits steri-
les Ausgangsmaterial sinnvoll sein, um sterile Wucherun-
gen zu erhalten, aus denen man beispielsweise die bei
der Wirt-Parasit-Interaktion entstandene mRNA ohne
storende Fremd-RNA anderer Organismen gewinnen
konnte.
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