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I. EINI.JUTUNG 

l. PROBLKHSTELLUNG UND ZIELSETZUNG 

1.1. Bedeutung der Kartoffel als Kulturpflanze 

Nicht immer erfreute sich die Kartoffel 

Beliebtheit, es brauchte Jahrhunderte, bis 

der heutigen 

die Kartoffel 

ihre grosse Bedeutung in Land- und Volkswirtschaft erreicht 

hatte. 

Die Geschichte der Kartoffel begann in Europa zwischen 

1565 und 1570. Als Nahrungsmittel wurde sie anfãnglich 

verschmãht, die Ausbreitung erfolgte sehr langsam. Als 

Nutzpflanze erlangte die Kartoffel zuerst Verwendung im 

Schweinefutter. Erst eine Reihe von Missernten, die um 1770 

Hungersnot ausl6sten, verhalfen der Kartoffel zum 

endgültigen Durchbruch und zu einer starken Ausdehnung der 

Anbauflãche. 

Im 20 . Jahrhundert erkannte di e moderne 

Ernãhrungswissenschaft den Gesundheitswert der bescheidenen 

Kartoffel. Heute steht die Kartoffel als Naturerzeugnis in 

vorderster Linie der Versorgung mit Lebensmitteln. Sie 

stellt eine willkommene Ackerfrucht dar, die sowohl für die 

Gesunderhaltung der Fruchtfolgen wie auch für die 

Einkommensbildung wichtig ist (Müller, 1984) . 

Von der richtigen Ernãhrung des Menschen ist die Kartoffel 

mit ihren wertvollen Inhaltsstoffen und dem hohen 

Sãttigungs- und Genusswert nicht wegzudenken (Solms et al ., 

1984). Sie ist bei uns in Form von Frischkartoffeln und als 

Veredlungsrohstoff bis heute eines der wichtigsten 

Grundnahrungsmittel geblieben. Lange Zeit war die Kartoffel 

die einzige Ackerfrucht in der Schweiz, die den Bedarf voll 

gedeckt hat . Sie ist heute tatsãchlich einer der 

Grundpfeiler der Landesversorgung mit inlãndischen 

Lebensmitteln. 
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1.2. Problematik der Kartoffelproduktion 

Bei der grossen Bedeutung der Kartoffel für die Ernãhrung, 

die Fütterung und als industrieller Rohstoff ist es wichtig , 

das s Ertragsausfãlle un d Qualitãtsbeeintrãchtigungen 

vermieden werden konnen. Die Ausnützung des vollen 

Ertragspotentials und die Qualitãt der Kartoffel werden 

durch viele Faktoren begrenzt, nicht zuletzt durch 

Krankheiten und Schadlinge . Besondere Aufmerksamkeit muss 

der Bekampfung von Viruskrankheiten geschenkt werden 

(Keller, 1959). Ein Virusbefall an Kartoffelpflanzen kann 

sowohl qualitative (Berces et 

1987) wie auch quantitative 

Auswirkungen haben . Es sind 

Viruskrankheiten verursachten 

wirtschaftlich ins Gewicht fallen . 

al., 1984 ; Winiger et al . , 

(Winiger et al., 1974) 

vor allem die durch 

Ertragseinbussen, die 

Eine der wichtigsten Voraussetzungen für einen 

zufriedenstellenden wirtschaftlichen Ertrag ist die 

Verwendung von gesundem, anerkanntem Saatgut . Verschiedene 

Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dass unter 

ungünstigen Bedingungen der Ertragsausfall bei Verwendung 

von viruskranken Saatknollen im Extremfall 80% bis 90% 

gegenüber Aufwuchs aus gesundem Saatgut betragen kann 

(Salzmann et al . , 1969; Barecke, 1961). 

Zusatzlich bilden die virusinfizierten Pflanzen im Feld 

neue Infektionsherde, die eine weitere Ausbreitung der 

Viruskrankheiten durch Blattlãuse stark begünstigen. Andere 

Massnahmen, wie Düngung, Pflanzenschutz, Anbautechnik, 

bessere Sorten usw. (Schober et al., 1984) konnen sich erst 

dann ertragssteigernd auswirken, wenn als Ausgangsmaterial 

gesundes Saatgut verwendet wurde . 
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1.3. Hassnahmen zur Erzielung von gesunde• Saatgut 

Die hohen Anforderungen an die Saatkartoffelproduktion 

sind vom Verlangen bestimmt, mit gesunden Saatknollen einen 

vollen Ertrag erzielen zu konnen . 

Eine erfolgreiche Saatkartoffelproduktion in der Schweiz 

ist mit besonderen Anstrengungen verbunden. Für die 

Erzeugung von Saatkartoffeln sind jene Lãnder prãdestiniert, 

die auf Grund der klimatischen und topographischen 

Verhãltnisse 

Blattlãusen 

moglichst frei von virusübertragenden 

sind. In der Schweiz muss die Blattlaussituation 

stark berücksichtigt werden . Die Gefahr der Virusausbreitung 

ist gross, da oft benachbarte Speisekartoffelfelder mit 

virusinfizierten Pflanzen Infektionsherde darstellen, von wo 

aus die Krankheiten in die gesunden Saatkartoffelfelder 

Ubertragen werden. 

Verwendung 

isolierten, 

Infektion 

von gesundem Ausgangsmaterial , 

geschlossenen Lage als Schutz 

von Nachbarfeldern und gründliche 

Wahl einer 

gegen die 

Entfernung 

viruskranker Pflanzen durch Sãuberung sind daher einige der 

Anforderungen an die Arbeit der Vermehrer . 

Da die Vermehrung der Kartoffeln auf vegetativem Weg 

erfolgt, ist schliesslich ·der tatsãchliche Virusbefall der 

Saatknollen als Qualitãtskriterium ausschlaggebend. Aus 

diesem Grund erfolgt die definitive Anerkennung von 

Saatkartoffelposten aufgrund des Resultates der Untersuchung 

von Knollenmustern. 

Seit Jahrzehnten wird die schweizerische 

Saatkartoffelproduktion vor der definitiven Anerkennung mit 

Hilfe geeigneter Nachweisverfahren auf das Vorkommen von 

Viruskrankheiten untersucht. Geschichtlich gesehen haben 

folgende Massnahmen zur Verbesserung der 

Saatkartoffelqualitãt wesentlich beigetragen (vgl. auch 

Berces et al., 1972) : 

EinfUhrung der FrUhernte im Jahr 1948 . 
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Einbau des Igel-Lange-Testes ( !LT) zum Nachweis des 

Blattrollbefalls (PLRV) ins Anerkennungssystem im 

Jahre 1955 . 

Einführung des A6-Testes zur Erfassung der Mosaikviren 

PVY und PVA im Jahre 1961 . 

Eingang des Freilandtestes in die Praxis in der 

Westschweiz zu Beginn der siebziger Jahre. 

Ablosung der bisherigen Testverfahren durch ELISA, eine 

neue serologische Nachweismethode im Herbst 1983 . Diese 

Uebernahme wurde aufgrund der Resultate im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wesentlich erleichtert . 

Mit der frühzeitigen Vernichtung von Kraut und Stengel bei 

der Frühernte versucht man Spatinfektionen zu verhüten und 

die Wanderung der bereits eingedrungenen Viren in der 

Pflanze in Richtung Knolle zu unterbrechen. Durch die 

Einführung der Frühernte konnte die Qualitãt des Saatgutes 

bereits wesentlich verbessert werden . Es stellte sich aber 

bald heraus, dass weitere Massnahmen nach der Ernte notig 

waren ; es galt, die schlechten Saatgutposten noch vor der 

Weiterverwendung zu eliminieren, damit die durchschnittliche 

Qualitãt des Saatgutes weiter erhoht werden konnte . Aus 

dieser Erkenntnis wurden sukzessive neue, geeignetere 

Verfahren zum Nachweis von Viruskrankheiten ab Knolle nach 

der Ernte eingeführt. 

Der 1955 eingeführte Igel-Lange Test (ILT) ermoglichte den 

Nachweis des Blattrollvirus direkt in der Kartoffelknolle 

und führte erwartungsgemãss zur Qualitãtsverbesserung des 

inlãndischen Saatgutes (Berces et al . , 1966) . 

Der Einbruch von Tabakrippenbrãune (Y-Virus-Stamm) in den 

europãischen Raum und deren starke Ausbreitung verlangte 

nach einem neuem Test, da die verursachte Krankheit oft 

latent verlãuft und eine zuverlãssige Sãuberung der Bestãnde 

nicht moglich ist. Durch den Einbau des A6-Tests in das 

Anerkennungssystem konnten die mit Y-Virus verseuchten 

Posten noch vor dem Verkauf ausgeschlossen werden (Keller et 

al. , 1962) . 
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Information Uber den Virusbefall erhielt 

zu Beginn der siebziger Jahre in der man aufgrund 

Westschweiz 

1973). 

eingeführten Freilandtestes (Münster e t al . , 

Bis zum Herbst 1983 wurden im Rahmen der 

Saatkartoffelanerkennung die oben erw!l.hnten Testverfahren 

angewandt. Dies bedeutet, dass im Zeitraum zwischen der 

Ernte und dem Verkauf des Saatgutes im Herbst j!l.hrlich 

zwischen 500'000 und 700'000 Knollen untersucht wurden . 

Diese grossen, durch die Testierung verursachten 

Aufwendungen haben sich sicherlich gelohnt. Durch die 

konsequente Kontrolle des inl!l.ndischen Saatgutes ist es 

gelungen, von 1955 an praktisch alle sogenannten 

Versagerposten mit erheblichem Virusbefall vor dem Verkauf 

zu eliminieren . Dies war eine Voraussetzung, um das 

Vertrauen 

st!l.rken. 

der Landwirte in das inl!l.ndische Saatgut zu 

Trotz der guten Qualitãt der Testergebnisse, hat man aber 

vor allem aus arbeitstechnischen Ueberlegungen nach neuen 

Wegen in der Testierung gesucht. Die Anwenduna der 

bisherigen Verfahren in der Praxis wies verschiedene 

Nachteile auf. Für den Nachweis der wichtigsten Viren (PVY, 

PVA, PLRV) mussten verschiedene Testverfahren angewandt 

werden. Der A6-Test erlaubte im wesentlichen nur die 

Erkennung von PVY und PVA, der ILT dagegen nur den Nachweis 

von PLRV . Die Verwendung von zwei verschiedenen Methoden 

verunmoglichte den gleichzeitigen Nachweis von verschiedenen 

Viren, die dadurch entstandenen Umtriebe mit der 

Mustervorbereitung wirkten sich auf den Arbeitsablauf 

negativ aus. Eine Automatisierung der Tests und deren 

Auswertung war nicht moglich, da die Bonitierung visuell 

erfolgte und die richtige Interpretation der Symptome von 

grosser personlicher Erfahrung abhãngig war. Die Verwendung 

des Freilandtests weist ebenfalls bedeutende Nachteile auf . 

Der benotigte Fl!l.chenbedarf ist relativ gross, der Test ist 

stark witterungsabh!l.ngig und die latent infizierten Pflanzen 

werden nicht erfasst. Für sichere Aussagen ist eine 
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zusãtzliche Ueberprüfung mit Labortests nõtig. 

Serologische Methoden (Prãzipitations- und 

Agglutinationsmethode) werden 

auch im 

(Matthews, 

Kartoffelbau 

1957; Shepard, 

schon seit vielen Jahren -

zum Virusnachweis eingesetzt 

1972) . Sie ermõglichen den 

Nachweis verschiedener wirtschaftlich wichtigen 

Kartoffelviren (PVX, PVS , PVM und PVY), ausgenommen PVA und 

PLRV, in oberirdischen Pflanzenteilen mit einer Methode. Da 

es jedoch in den Knollen nicht gelingt, die Kartoffelviren Y 

(PVY) und A (PVA) sowie Blattrollvirus (PLRV) sicher 

nachzuweisen, ist der Einsatz der ãlteren serologischen 

Verfahren für serienmãssige Massenuntersuchungen im Rahmen 

der Saatkartoffelzertifizierung nicht sinnvoll . 

1.4. Einsatz von ELISA zum Nachweis von Viruskrankheiten 

Die Hoffnung auf den serienmãssigen Einsatz der Serologie 

eroffnete sich erst mit der sehr empfindlichen 

ELISA-Variante. 

ELISA (enzyme-linked-immunosorbent assay) wurde erstmals 

1971 in der Humanmedizin beschrieben (Engvall et al., 1971, 

1972; Voller et al., 1974) und wird seit 1976 zum Nachweis 

von pflanzenpathogenen Viren eingesetzt (Clark et al . , 1977; 

Voller et al., 1976) . Inzwischen wird der Test bei vielen 

Kulturen (Bar-Joseph et al . , 1979; Gonsalves , 1979; Lister, 

1978 ; Reeves et al., 1978; Casper, 1977a;), Vektoren (Clarke 

et al., 1980; Gugerli, 1984a) und für die unterschiedlichen 

Pathogene (Clark et al., 1978; Stevens et al., 1979; Cother 

et al ., 1980; Casper et al . , 1979; Beguin et al., 1984) mit 

Erfolg angewandt . 

Mit den Fragen über die Eignung und den Einsatz von ELISA 

zum Nachweis von Kartoffelviren, haben sich verschiedene 

Institute beschãftigt. Nachhaltige Impulse in der Schweiz 

gab Gugerli . In den ersten Publikationen berichten mehrere 

Autoren über die eindeutige Identifizierung verschiedener 

Kartoffelviren, PLRV und PVA inbegriffen, in Extrakten aus 
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Kartoffelblattern (Casper, 1977b ; Walter et al . , 1979; 

Mehrad et al., 1978; Haat et al . 1978a, 1978b). Bereits seit 

1977 wurden durch Gugerli im Rahmen verschiedener Projekte 

wichtige Arbeiten an der Eidgenossichen Landwirtschaftlichen 

Forschungsanstalt von Changins durchgeführt. 

Die Voraussetzung für die Anwendung des ELISA-Verfahrens 

ist die Verfügbarkeit von spezifischen Antikorper . Zwischen 

1977 und 1980 wurden an der Forschungsanstalt von Changins 

Antiseren gegen zehn verschiedene Kartoffelviren hergestellt 

(Gugerli, 1980b ; 1984b) . Mit Hilfe der zuerst produzierten 

PVY-spezifischen Antikorpern gelang es Gugerli schon 1977 

PVY in Kartoffelblãttern nachzuweisen (Gugerli, 1978; 

Gugerli, 1979b) . Durch die erfolgreiche Gewinnung der 

Antiseren für PVA und PLRV im gleichen Jahr (Gugerli , 1979a) 

war es erstmals moglich, alle wichtigen Kartoffelviren 

serologisch zu erfassen . 

Für eine erfolgreiche Weitervermehrung ist der 

Saatknolle massgebend, daher 

weiteren Untersuchungen auf den 

Knolle (Gugerli, 1980a; Gugerli et 

Gesundheitszustand 

konzentrierten 

Virusnachweis 

si eh 

direkt 

de r 

di e 

a b 

al . , 1980). Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen deutlich, 

dass für den Virusnachweis an der Knolle die 

Viruslokalisation und der physiologische Zustand der Knolle 

(vor allem für PVY und PVA) sowie storende unspezifische 

Reaktionen berücksichtigt werden müssen. Die Zuverlãssigkeit 

von ELISA konnte durch die künstliche Keimruhebrechung mit 

Rindite wesentlich verbessert werden (Gugerli et al., 1980). 

Das Ausbleiben der unspezifischen Reaktionen wurde durch 

gezielt verbesserte Pufferlosungen und durch den Einsatz von 

monoklonalen Antikorpern erreicht (Gugerli, 1982). 

Der Nachweis der Kartoffelviren mit Hilfe des 

ELISA-Verfahrens bringt im Vergleich zu konventionellen 

Methoden (ILT, A6-Test, Agglutinationstest usw.) 

verschiedene Vorteile mi t sich (Casper et al., 1981) .. So 

kõnnen mit dieser Methode nicht nur alle Viren, sondern auch 

Bakterien und Pilze erfasst werden . Langfristig gesehen ist 

dieser Aspekt nicht zu vernachlãssigen, da in der Zukunft im 
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Rahmen d er Zertifizierung von Kartoffelsaatgut 

moglicherweise auch andere Krankheitserreger erfasst werden 

müssen. 

Beim Nachweis von pflanzlichen Viren ist es unerlãsslich, 

dass die verwendete Testmethode auf sehr kleine 

Konzentrationen von nachzuweisendem Virus anspricht. Ein 

genauso wichtiger Faktor ist die Differenzierung unter nahe 

verwandten Viren. Beide Anforderungen erfüllt ELISA 

ausgezeichnet. Die Unterscheidung von nahe verwandten 

Virusstãmmen (Mc. Laughlin et al. , 1978) und die 

Identifikation von verschiedenen Serotypen (Rochow et al., 

1979; Uyemoto, 1980) funktioniert mit ELISA zuverlãssig. 

ELISA-Empfindlichkeit ist um das tausendfache hoher als die 

des Agglutinationstestes. Dies erlaubt den sicheren Nachweis 

von geringsten Viruskonzentrationen (Gera et al., 1978; 

Gugerli, 1978; Lister et al . , 1979; Bar-Joseph et al ., 

1980). Die für den Test benotigten Proben konnen dadurch 

sehr klein gehalten werden und man kann grundsãtzlich alle 

Pflanzenteile (Blãtter, Knospen, Wurzeln, Samen, Knollen) 

verwenden. Zusãtzlich konnen dank der hohen Empfindlichkeit 

Krankheitserreger bereits vor der Symptomausbildung 

nachgewiesen werden (Gugerli, 1979b). 

Auch im Hinblick auf die Massenuntersuchungen in der 

Praxis sind durch ELISA bedeutende Vorteile zu erwarten. 

Immerhin müssen wãhrend der Testperiode von 2 Monaten an der 

Forschungsanstalt Zürich-Reckenholz rund 500'000 Knollen 

untersucht werden. Eine Automatisierung des Testes ist 

weitgehend moglich (Gugerli, 1980b, 1981), wodurch sowohl 

die Qualitãt der Arbeit, als auch die Testgeschwindigkeit 

gesteigert werden. Die Beurteilung der Proben ist bei ELISA 

nicht von subjektiven Faktoren abhãngig, die rechnerische 

Auswertung der Reaktionen erfolgt aufgrunã der gemessenen 

Extinktionswerte. 

Die Anwendung des ELISA-Verfahrens ist jedoch auch mit 

einigen Problemen 

unterschiedliche, 

die Eignung und 

verbunden . In der Literatur werden 

teilweise widersprüchliche Ergebnisse über 

Zuverlãssigkeit von ELISA zum Nachweis von 
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Kartoffelviren prãsentiert . Vor allem die Testierung ab 

Kartoffelknolle scheint besondere Probleme zu bereiten 

(Wigger, 1983, 1984; Munzert et al . , 1981 , 1983; Winiger et 

al., 1983; Gugerli, 1978, 1979b; Rek et al ., 1984 ; Kerlan et 

al . , 1984; Vetten et al., 1983 ; Ehlers et al ., 1983 ; de Bokx 

et al . , 1979). Viele Hinweise deuten darauf hin, dass der 

zuverlãssige Virusnachweis eng mit dem physiologischen 

Zustand der Pflanze verbunden ist (Gugerli et al . , 1980). 

Auch andere Faktoren, wie der Zeitpunkt der erfolgten 

Virusinfektion, die Eigenschaften der Viren selber und der 

für den Test verwendete Pflanzenteil scheinen die 

Testsicherheit entscheidend zu beeinflussen. 

Am Beispiel der Kartoffelknolle wird die unterschiedliche 

Virusverteilung gut ersichtlich. Wãhrend PVY im Rindengewebe 

und in den Leitbündeln zu finden ist, kommt das PLRV nur in 

den Leitbündeln vor. Der Anstieg der Viruskonzentration nach 

Beendigung der Keimruhe ist nicht zu Ubersehen (Gugerli, 

1980a; Gugerli et al. , 1980; Weidemann, 1981, 1982; 

Weidemann et al ., 1982) . 

Die Anwendung des Tests in der Praxis ist auch bezüglich 

Anforderungen an das Personal anspruchsvoll. Eine rationelle 

Durchführung der Massenuntersuchungen erfordert geeignete 

technische Einrichtungen, die kompliziert und teuer sind . 

Für eine erfolgreiche Arbeit mit ELISA sind also nicht nur 

die biologischen Aspekte der Kartoffelpflanze resp. 

virusbedingte Unterschiede zu berücksichtigen . Die Wahl von 

geeigneten technischen Einrichtungen, die Optimierung der 

Testmethode selber wie auch die Verwendung von geeigneten 

Reagenzien und Seren sind von entscheidender Bedeutung. 

1 . 5. Zielsetzung 

Aufgrund der ermutigenden Forschungsergebnisse von Gugerli 

hat man sich an der Eidgenossischen Forschungsanstalt Zürich 

Reckenholz entschlossen, ELISA im Hinblick auf einen 

moglichen Einsatz im Rahmen der Zertifizierung von 
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Saatkartoffeln zu prüfen . Die ersten bei uns serienmãssig 

durchgeführten Versuche mit Knollen führten jedoch, wie in 

vielen anderen 

Ergebnissen . Da 

Instituten 

die Gründe 

auch, nicht zu den erhofften 

für die Misserfolge unbekannt 

waren und zusãtzlich durch 

widersprüchlichen Publikationen 

die bereits erwãhnten 

über die Nachweissicherheit 

ab Knolle verunsichert, haben wir beschlossen, die Probleme 

der ELISA-Anwendung für die Serienuntersuchungen ab Knolle 

i m Rahmen dieser Arbeit zu studieren. Samtliche 

Untersuchungen wurden an de r Forschungsanstalt 

Zürich-Reckenholz durchgeführt . 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit verschiedenen 

pflanzenphysiologischen Fragen, die mit der Eignung von 

ELISA zum Nachweis von Viren bei der Kartoffel, insbesondere 

in der Kartoffelknolle , innerhalb der Zertifizierung von 

Pflanzkartoffeln zusammenhãngen. Zur Zielsetzung gehorte vor 

allem die Charakterisierung von Bedingungen, die es 

ermoglichen, ELISA als sicheres, rationelles und 

kostengünstiges Virusnachweisverfahren ab Knolle 

einzusetzen. Dieses Ziel sollte durch die Untersuchung der 

Einflüsse folgender Faktoren erreicht werden: 

- Bedeutung des physiologischen Zustandes der 

Kartoffelknolle zum Zeitpunkt des Virusnachweises 

(Vorlagerungsbedingungen, Inkubationsdauer nach 

künstlicher Keimruhebrechung, jahresbedingte Unterschiede, 

Sorte usw . ) . 

- Auswirkunen des Infektionzeitpunktes der Pflanzen auf 

den Nachweis von Viren (Alter der Pflanze bei der 

Primãrinfektion, Sekundãrinfektionen) . 

- Technische Aspekte für den Einsatz in der Gross-Serie . 

Nachdem di e ausführlichen La bo r- un d Feldversuche 

erfolgreich abgeschlossen waren, konnte dieses Ziel erreicht 

werden . Ab Herbst 1984 wurden die bisherigen Testverfahren 

vollumfãnglich durch ELISA als Grundlage für die endgültige 

Saatkartoffelanerkennung abgelost . 
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I I . MATERIAL OND ALLGEHEINE VERSUCBSHETBODIK 

Sofern bei der spãteren Beschreibung der Experimente nicht 

anders erwãhnt, gelten allgemein die folgenden Bedingungen. 

l . ELISA - VERFABREN 

Das ELISA-Verfahren (enzyme - linked immunosorbent assay) 

ist ein hochempfindlicher, immunologischer Test, dessen 

Prinzip auf einer Antigen Antikorper Wechselwirkung 

beruht . Dass heute ELISA beim Nachweis vieler Pathogene zur 

Standardmethode zãhlt , ist nicht nur der Entwicklung und 

Verbesserung der Methodik zu verdanken. Der Durchbruch zum 

Routinetest wurde erst durch die Automatisierung, den 

Einsatz von Computern und qualitativ hochstehenden 

Reagenzien moglich . Der Einstieg grosser Firmen, sowohl auf 

dem Gerãtesektor wie auch bei der Herstellung von Reagenzien 

und Antiseren unterstützte die rasche Entwicklung bedeutend. 

Heute sind kommerzielle Seren und Enzymkonjugate in Form von 

Test-Kits von verschiedenen Herstellern erhãltlich. 

1.1. Haterialien zur Durchführung von ELISA 

Die praktische Durchführung des ELISA-Verfahrens besteht 

hauptsãchlich aus mehrmaligem 

Mikrotitrationsplatten mit 

un d 

des 

Auffüllen und Inkubieren der 

verschiedenen Losungen, 

photometrischer Messung der 

Tests wird jede Platte 4x mit 

anschliessendem Waschen 

Farbreaktionen. Wãhrend 

Flüssigkeit beschichtet 

Einerseits ist die 

und 3x gründlich 

Zuverlãssigkeit von 

gewaschen . 

ELISA nicht 

unwesentlich von der Genauigkeit des Pipetierens und des 

Waschens 

wãhrend 

abhãngig, anderseits müssen alle diese Arbeiten 

der Serienuntersuchungen moglichst schnell erledigt 
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werden konnen . Im Verlauf der Testperiode werden an einem 

Arbeitstag ca . 15'000 Knollen im ELISA untersucht. Um dieses 

grosse Pensum 

befriedigend 

ELISA-Labor 

ausgestattet. 

1 . 1 . 1 . Gerate 

sowohl rationell als auch 

bewaltigen zu konnen, haben 

mit geeigneten technischen 

Pipetierger!ite 

Für das Einfüllen von Losungen 

qualitativ 

wir unser 

Hilfsmi tteln 

in di e 

Hikrotitrationsplatten verwenden wir je nach der Anzahl der 

zu untersuchenden Testplatten verschiedene 

Pipetiervorrichtungen . Die Beschichtung von einzelnen 

Platten erfolgt entweder mit verstellbarem Hikrodispensor 

(50-200 pll der Firma Socorex (Abb. 1), oder mit Hilfe von 

Dilutor/Dispensor Hicrolab 1000 (Hamilton Bonaduz AG, 

Bonaduz, CH), der mit einem ''12-Kanal manifold'' (Abb . 2) 

versehen ist . 

Bei grosseren Serienuntersuchungen, wo ein 

sekundenschnelles Füllen der Platten erforderlich ist, kommt 

der pneumatische 96-Kanal Dispensor der Firma HEKU (E . 

Poll!ihne, Feinmechanik, Hannover, D) zum Einsatz (Abb . 3). 

Ein besonders wertvolles Hilfsmittel stellt der Sampler 505 

(Tecan AG, Hombrechtikon, CH) dar (Abb . 4) . Diese 

vollautomatisierte, computergesteuerte Pipetierstation lost 

alle Verdünnungs- und Verteilungsprobleme sowohl bei der 

Arbeit mit Rohrchen (Abb. 4A), als auch beim Abfüllen von 

Hikrotitrationsplatten (Abb . 4B) . 
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Abbildung 1: Beschichtung der Mikrotitrationsplatte 

mit verstellbarem Mikrodispensor 

Abbildung 2: Beschichtung der Mikrotitrationsplatte 

mit Hilfe von "12-Kanal manifold" 
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Abbildung 3: Pneumatischer 96-Kanal Dispensor (MEKU) 

Abbildung 4 : TECAN - Sampler 505 (Gesamtansicht) 
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Abbildung 4A: TECAN-Sampler 505 (Probenverteilung aus 
Reagenzglãschen) 

Abbildung 4B: TECAN-Sampler 505 (Abfüllen von 

Mikrotitrationsplatten) 
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Waschmaschine 

Zwischen den einzelnen Testschritten des ELISA-Verfahrens 

ist ein gründliches Waschen der Plattenvertiefungen 

unerlãsslich. Das manuelle Waschen der Platten ist zwar 

moglich, jedoch sehr zeitraubend und schwer reproduzierbar. 

Mit der Waschmaschine SLT 220 (Abb. 5) der Firma Kontron 

(Kontron AG , Zürich, CH) haben wir ein Gerat gefunden, das 

für ein hervorragendes, 

freien Komponenten sorgt. 

automatisches 

Das Gerãt 

Auswaschen aller 

verfügt über ein 

Düsensystem (Abb. 5A), das jede einzelne Kavitat für sich 

gründlich wascht. Damit wird eine Cross-Kontamination 

ausgeschlossen, die Platte steht für weitere Arbeitsschritte 

wieder in trockenem Zustand zur Verfügung . Die gewünschten 

Waschbedingungen sind individuell programmierbar und 

garantieren bei Einhaltung gewisser Vorsichtsmassnahmen eine 

hohe Reproduzierbarkeit des Tests. Obwohl die Waschmaschine 

über eine integrierte Fehlerselbsterkennung verfügt, muss 

das Waschergebnis wegen der gelegentlich vorkommenden 

Verstopfungen 

werden. 

des Düsensystems regelmãssig kontrolliert 

Abbildung 5: Waschmaschine SLT 220 
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Abbildung 5A: 

Düsensystem der Wasch

maschine SLT 220 

- Gerãte zur Probensaftherstellung 

Bei de r Herstellung von 

Keim- , Stengel-, Wurzel-, 

Blatt- und Stolonensaft wird 

das entsprechende Pflanzen

material mit der Pollãhne

Presse (E . Pollãhne, Fein

mechanik, D-Hannover) zer

kleinert und gleichzeitig 

mit Puffer versetzt. Die bei 

uns verwendete Presse ist 

mit gezahnten Walzen und 

einer pneumatischen Dosier

vorrichtung für automatische 

Pufferzugabe versehen . 

Abbildung 6: Pollãhne-Presse 



26 

Werden Kartoffelknollen im ELISA untersucht, wie das bei 

der Saatgutanerkennung geschieht, ist eine zweckmãssige und 

rationelle Saftentnahme mit einem speziellen 

Knollensaft-Extractor nach Dr . Gugerli moglich. Die 

ursprüngliche Pollãhne- Version des von Gugerli entwickelten 

Testbohrers (Gugerli, 1979b) wurde auf Grund der gesammelten 

Erfahrungen in Zusammenarbeit mit der Firma Tecan (Tecan AG, 

Hombrechtikon , CH) weiter verbessert und in Serie gebaut. 

Dieses Gerãt erleichtert die Probeentnahme an der Knolle 

erheblich. Eine Arbeitskraft kann pro Stunde 300-350 Knollen 

verarbeiten . 

Der Tecan Knollensaft-Extractor 400 (Abb. 7) besteht aus 3 

Untereinheiten. Der Bohrkopf mit rotierendem Zahnarztbohrer 

verletzt die Knolle und es bildet sich ein Safttropfen. Die 

Aufnahme 

des s en 

besorgt 

einer genau definierten Menge Knollensaft und 

Verdünnung auf die gewünschte Endkonzentration 

die Dilutoreinhe it. Zur Vermeidung einer moglichen 

Kontamination , wird die Bohreinheit nach jeder Probeentnahme 

in einer separat gesteuerten Waschstation gereinigt und 

getrocknet . 

Abbildung 7 : Knollensaft - Extractor 400 
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Photometer 

Die Photometer-Anlage ist für hochempfindliche 

Bestimmungen unerlãsslich . Für unsere Tests verwenden wir 

die Anlage der Firma Dynatech (Dynatech Produkte AG, Kloten, 

CH), bestehend aus einem 2-Wellenlãngen- Messystem Photometer 

MR-600 und APPLE II Computer (Abb . 8). Diese 

Photometer-Computer Kombination erlaubt die vollautomatische 

Messung und Auswertung direkt in Mikrotitrationsplatten im 

Durchlichtverfahren. Die Messwerte werden in Form eines 

Auswertungsblattes dokumentiert. 

Abbildung 8 : Photometer- Anlage mit Computer 
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1 . 1 . 2. Testplatten 

Für die Durchführung des ELISA-Verfahrens sind spezielle 

Testplatten erforderlich . Diese Mikrotitrationsplatten sind 

(Abb . 9) aus Polystyro l , weisen 96 Kavitãten mit je 400 pl 
Volumen auf und dienen als feste Phase für die Adsorption 

von Antikorpern . Wãhrend unserer Labor- und Routinetests 

verwendeten wir die ELISA-Platten der Firma Bioreba (Bioreba 

AG, Base l , CH), nachdem wir praktisch ke ine 

Qualitatsunterschiede bei den Vergleichsuntersuchungen der 

Fabrikate der Firmen Dynatech AG, Kontron AG und Bioreba AG 

festgestellt hatten . 

Abbildung 9: Mikrotitrationsplatte aus Polystyrol 
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1 . 1 . 3. Pufferlosungen 

Alle in unserem ELISA-Labor benotigten Pufferlosungen 

wurden auf Vorrat für eine Woche ausreichend zubereitet und 

bis zum Gebrauch bei 40C gelagert . 

Um Verwechslungen zu vermeiden, wurden für die Zubereitung 

und Aufbewahrung der Losungen stets die gleichen, mit 

verschiedenfarbigen Etiketten markierten Vorratsflaschen 

verwendet . Durch diese Massnahme konnte auch dié Gefahr von 

Kontaminationen bei der Seren- bzw . Substratzubereitung auf 

ein Minimum reduziert werden. 

Zusammensetzung der Pufferlosungen : 

Sofern nicht anders erwãhnt, handelt es sich bei den 

verwendeten Reagenzien um Chemikalien von reinster 

handelsüblicher Qualitãt. 

Citronensãure 

DIECA (Natriumdiãthyldithiocarbaminat) 

Diethanolamin 

Eialbumin 

HCl 

H20 

KCl 

KH2P04 

NaCl 

Na2 COs 

NaHCOs 

Na2HP04 .12H20 

NaN s 

p-Nitrophenylphosphat 

PVP (Polyvinylpyrrolidon) 

Tween 20 

Bender + Hobein' 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Difco 

Bender + Hobein 

Ionentauscher 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Bender + Hobein 

Merck 

Fluka (puriss.p.a) 

F luka 

Bender + Hobein 

Die gebrauchsfertig gelieferten Puffer und Seren stammen 

von der Firma Bioreba AG, vormals Inotech Diagnostik AG, 

Basel/Schweiz. 



Beschichtungspuffer 

Na2 COs 

NaHCOs 

NaN s 

1 . 59 g l 
2 . 93 g 

0 . 20 g 

Probenpuffer 
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Aufgelost in 1000 ml H20, pH=9 . 6 

Für die Untersuchung von Blatt- , Stengel- und Keimproben 

wurde folgender Puffer verwendet : 

PVP 20.00 :l l Tween 20 0.50 

Bei der Herstellung 

und Stolonen war die 

(Gugerli, 1979a) . 

Aufgelost in 1000 ml PBS , pH=7.4 

vom Probensaft aus Knollen, Wurzeln 

Zugabe von 1% Eialbumin unerlãsslich 

Nach der Anleitung von Bioreba wird dazu Eialbumin zuerst 

im Wasser aufgelost und anschliessend dem Puffer zugegeben . 

Koniugatpuffer 

Zur Steigerung der Testsicherheit wird dieser Puffer in 

speziell abgestimmter Zusammensetzung von der Firma Bioreba 

AG gebrauchsfertig geliefert . 

Substratpuffer 

Diethanolamin 

HzO 

NaN s 

97 . 00 ml l 
800 . 00 ml 

0.20 g 

Aufgelost bei 500C 

Nach vollstãndiger Aufl osung muss der pH- Wert mit HCl 

eingestellt und das Volumen mit HzO auf 1000 ml 

ergãnzt werden . Der pH-Wert des Substratpuffers betrãgt 9.8. 

Unmittelbar vor dem Gebrauch wird dieser Losung 

p-Nitrophenylphosphat zugesetzt (0 . 1 g pre 100 ml) . 
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PBS = Phosphatgepufferte phvsiologische Kochsalzlosung 

NaCl 8 . 0 g 

KH2P04 0 . 2 g 

Na2 HP04 .12H20 2 . 9 g Aufgelost in 1000 ml H20, pH=7 . 4 

KCl 0.2 g 

NaN s 0.2 g 

Da diese Losung in sehr grossen Mengen als Bestandteil des 

Probenpuffers und für die Plattenwaschung verwendet wird, 

kann sie auf Vorrat in 10-facher Konzentration angesetzt 

werden und ist in dieser Form monatelang stabil. 

Waschpuffer 

Zur Plattenwaschung wird PBS mit 0.05% Tween 20 verwendet. 

Referenzpuffer . Puffer für die Aufbewahrung von 

yirusinfiziertem Pflanzensaft 

Citronensãure 

Na2HP04 

l. 05 g, 

7.10 g, 

·aufgelost in 50 ml H20 

aufgelost in 250 ml H20 

Diese zwei Losungen werden zusammengemischt und auf pH=7.0 

eingestellt. Erst jetzt setzt man der resultierenden LOsung 

0.68g DIECA zu. 

Die Zubereitung des Referenzpuffers erfolgt stets frisch 

und die entsprechenden Proben werden nach der Zugabe von 

Pflanzensaft sofort eingefroren (-220C). 
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1.1.4 . Antiseren 

Di e Produktion un d de r kommerzielle Vertrieb der 

verwendeten Testkits basieren auf einer engen Zusammenarbeit 

zwischen der Firma Bioreba AG und der Forschungsanstalt 

Changins . Die Seren werden gemeinsam im Rahmen vertraglich 

definierter Entwicklungs- und Forschungsprojekte laufend 

verbessert . Beim PVY handelt es sich immer um monoklonale 

Antikorper , bei allen Ubrigen Viren erfolgt der Nachweis mit 

polyklonalen Antikorpern . 

Vor dem Testeinsatz wird 

Qualit~t (Verdünnungsreihe und 

Nachweis von PVY und 

jeder neue 

Spezifit~t) 

PLRV im 

Serumbatch 

geprüft . 

Rahmen 

au f 

De r 

de r 

Saatkartoffelanerkennung geschieht mit Mischserum (PVY + 

PLRV) . 

1 . 1.5 . Positive Kontrollen 

Als Indikator für die korrekte Testdurchführung werden in 

zwei Kavitaten jeder ELISA-Platte die entsprechenden 

positiven Referenzen aufgetragen . Damit diese wahrend der 

ganzen Testsaison vergleichbare Standart-Extinktionswerte 

liefern, werden sie auf Vorrat, für die ganze Testperiode 

ausreichend, wie folgt zubereitet: 

Das Blattmaterial von infizierten Pflanzen (keine 

Mischinfektionen!) wird mit Referenzpuffer im Verhaltnis 1:1 

homogenisiert, durch Gaze filtriert und in Portionen zu 2 ml 

eingefroren ( - 220C) . Die gefrorenen Proben bleiben 

w~hrend mindestens einem Jahr aktiv. Am Tag der Verwendung 

wird der gefrorene Referenzsaft frisch mit Extraktionspuffer 

40-fach verdünnt und als Standardreferenz im ELISA 

verwendet . 
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1 . 2. Prinzip und Durchfnhrung des ELISA-Verfahrens 

Je nach Art der durchzuführenden Untersuchung gibt es 

verschiedene Varianten des ELISA-Verfahrens. Bei dem für den 

Nachweis 

sich um 

von Karoffelviren verwendeten Verfahren handelt es 

den "DoppelantikHrper-Sandwich-Typ''. Diese Variante 

besteht aus den an die feste Phase adsorbierten AntikHrpern, 

dem Antigen und dem Konjugat (Abb . 10) . 

A~ 

Al s Reaktionsgefãss 

Ab = AntikHrper 

Ag = Antigen 

AbB = Konjugat 

Abbildung 10 : 

ELISA (DoppelantikHrper-Sandwich) 

(feste Phase) 

Mikrotitrationsplatten verwendet. Die für die Identifikation 

von Viren spezifischen AntikHrper werden in geeigneten 

Tieren durch deren Immunsystem gebildet , im Blut 

angereichert und von hier aus isoliert und gereinigt . Neue 

Techniken der Zellfusion erlauben die Produktion der 

monoklonalen AntikHrper in vitro (Gugerli et al., 1983) . 

Beim Konjugat handelt es sich um AntikHrper , die mit einem 

Enzym, in unserem Fall alkalischer Phosphatase, gekoppelt 

sind. Dieses Enzym spaltet das Substrat und ist so 

schliesslich für d en visuellen bzw. photometrischen 

Virusnachweis verantwortlich . 

1 . 2.1 . Die Beschichtung der Platten mit AntikHrpern 

Im ersten Schritt des ELISA-Verfahrens (Abb . llA) wird die 

aus Polystyrol hergestellte Mikrotitrationsplatte für den 

Nachweis bestimmter Viren aktiviert. Dies geschieht durch 
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di e Adsorption von i m Beschichtungspuffer gel6sten 

Antikorpern an die Innenwãnde der Plattenvertiefungen . 

Die bei uns verwendete Serumverdünnung betrãgt für 

Einzelvirusuntersuchungen 1 : 2 ' 000 . Die Plattenkavitãten 

werden mit je 220 pl Antikorperlosung gefüllt und 

ansc hliessend dicht verschlossen wãhrend der Nacht bei 

soe inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubationszeit 

werden alle überschüssigen, nicht an die Plattenwand 

gebundenen Antikorper in der Waschmaschine durch Spülungen 

mit Waschpuffer entfernt . Die so beschichteten Platten 

konnen jetzt in trockenem Zustand bis zur Weiterverwendung 

bei -2 2oe aufbewahrt werden . Di e Lagerung ist 

mindestens S Monate ohne Qualitãtseinbusse moglich . 

1 . 2.2 . Die Probenzugabe 

I m zweiten Schritt des ELISA (Abb . 11B) wird das 

ze rkleinerte, mit Probenpuffer versetzte Pflanzenmaterial in 

die Plattenkavitãten gefüllt . Enthãlt die zu untersuchende 

Probe Viruspartikel, s o werden diese von den Antik6rpern 

gebunden . Es entsteht also ein fester Komplex zwischen den 

an die Plattenwand angelagerten Antikorpern und den dazu 

komplementãren Antigenen (Viruspartikeln). 

Die in unseren Tests verwendete Standardverdünnung des 

Pflanzensafts mit Probenpuffer betrãgt 1:10, das untersuchte 

Probenvolumen 180 pl . Die Empfindlichkeit des Tests steigt 

mit zunehmender Reaktionszeit zwischen Antigen und 

Antikorper . Damit auch geringste Viruskonzentrationen 

erfasst werden , erfolgt die Inkubation der dicht 

verschlossenen, mit Probensaft gefüllten Platten wãhrend 14 

bis 24 Stunden über Nacht bei soe . Bedingt durch 

arbeitsfreie Tage muss diese Zeitspanne gelegentlich bis 72 

Stunden verlãngert werden . Dies ist auf Grund unserer 
Untersuchungen ohne Qualitãtseinbusse moglich. 

Nach abgeschlossener Inkubation werden alle nicht 

gebundenen Inhaltsstoffe des Pflanzensaftes wãhrend des 

f olgenden Waschvorganges aus der Platte entfernt. 
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1.2 . 3. Die Konjugatzugabe 

Die erste Antigen Antikorper Reaktion hat bei der 

Probenzugabe stattgefunden. An den dort gebildeten Antigen -

Antikorper Kornplex werden jetzt in einer zweiten Antigen -

Antikorper Reaktion enzyrnrnarkierte Antikorper (=Konjugat) 

angelagert (Abb. 11C) . Bei diesern Reaktionsschritt werden 

die Plattenkavitaten rnit je 190 pl Konjugatl osung 

beschichtet, die Konjugatverdünnung betrãgt 1:1 ' 500. Da die 

Knollenuntersuchungen arn frühest rnoglichen Terrnin erfolgen, 

haben wir bewusst auf hohere Verdünnungsraten verzichtet. Urn 

auch bei geringen Viruskonzentrationen sichere Testresultate 

zu erhalten, darf die Inkubation der dicht verschlossenen 

Platten bei 300C nicht unter 4 Stunden verkürzt 

werden. Der nachfolgende Waschvorgang rnuss besonders 

sorgfãltig durchgeführt werden, da bereits die geringsten 

Rückstãnde ungebundenen Konjugats z u unspezifischen 

Reaktionen führen . 

1.2.4 . Die Substratzugabe 

Der letzte Schritt des ELISA-Verfahrens (Abb. 11D) dient 

der Sichtbarrnachung der Vlruskonzentration. Waren in der 

Probe Viren vorhanden, so spaltet das Enzyrn (alkalische 

Phosphatase) des in der Platte festgebundenen Konjugats die 

zugesetzte Substratlosung (p-Nitrophenylphosphat). Die Farbe 

des zersetzten Substrats (Nitrophenol) wechselt von farblos 

zu gelb. Die Inkubation der mit je 160 pl Substratlosung 

beschichteten Plattenvertiefungen dauert bei 

Zimmertemperatur 1 Stunde. Eine Verlãngerung der Inkubation 

ist nicht ernpfehlenswert , da die nichtenzymatische 

Zersetzung des Substrates und die rnit der Zeit auftretenden 

unspezifischen Reaktionen auch zur Gelbfãrbung der Platte 

führen konnen. 



A J B E S e H I e H T U N G 

u 
Antikoerper ( Y J werden an die 
Innenwand der Plattenvertiefung 
(feste PhaseJ angelagert . 

Inkubation bei 6°C. 18 Stunden 

eJ K O N J U G A T Z U G A B E 

Enzymkonjugierte Antikoerper 
( ~ J verbinden sich mit den 
Viruspartike l n ( + J . 

Inkubation bei 30°C, 4 Stunden 
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B J P R O B E N Z U G A B E 

u 
Viruspartikel der Probe ( + J 
verbinden sich mit den Anti
koerpern ( Y ) z u e ine m Kom p le x . 

Inkubation bei 6°C, 18 Stunden 

DJ S U B S T R A T Z U G A B E 

Das Enzym des Konj ugates ( ~ J 
spaltet das Substrat. Intensi
taet der Gelbfaerbung ist der 
Viruskonzentration in der Probe 
direkt proportional. 

Inkubation bei 22°C, f Stunde 

Abbildung 11: Das ELISA-Verfahren (Doppel-Antikoerper Sandwich-TypJ. 
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1.2 . 5. Die Auswertung der Farbreaktion 

Die Intensitãt der 

umgesetzten Substrates 

so hoher, je mehr 

Farbentwicklung ist von der Menge des 

abhãngig . Die Zersetzungsrate ist um 

Enzymmoleküle in der Plattenkavitãt 

gebunden sind. Da das Enzym-Konjugat vom Antikorper 

Antigen Komplex gebunden wird, konnen Enzymmolekül~ in der 

Platte nur dann vorkommen, wenn in der untersuchten Probe 

Virus vorhanden war. Somit ist die Farbentwicklung der 

Viruskonzentration direkt proportional . 

Grundsãtzlich wãre eine visuelle Auswertung der 

Farbentwicklung moglich, wesentlich genauer und 

zuverlãssiger ist jedoch die Messung der Extinktion bei 405 

nm mit Hilfe eines Photometers . Die photometrische Messung 

ermoglicht eine zuverlãssige Differenzierung der 

Farbintensitãt auch bei Proben, bei denen die Unterschiede 

visuell nicht bemerkt werden. Ein weiterer Vorteil ist die 

Moglichkeit der direkten Erfassung der Messdaten und deren 

Auswertung in einem Computer . 

Bei der Auswertung der vorliegenden Ergebnisse wurde der 

Grenzwert für die Unterscheidung zwischen virusinfizierten 

und virusfreien Proben rechnerisch aus den gemessenen 

Extinktionswerten, für jede Mikrotitrationsplatte 

individuell, bestimmt (pers. Mitteilung Gugerli) . Die 

individuelle Auswertung hat sich bewãhrt, da die 

Extinktionswerte durch die verschiedenen Viren, die Qualitãt 

der verwendeten Seren, sowie durch arbeitsablaufbedingte 

Unterschiede bei der Testdurchführung und probenbedingte 

Unterschiede, 

Kartoffelsorte, 

wie z.B . verwendeter 

physiologischer Zustand 

beeinflusst werden. 

Pflanzenteil , 

der Pflanze, 

Bedingt durch diese Faktoren wurde auf die Angabe eines 

absoluten , allgemein gültigen Grenzwerts verzichtet. Für die 

Auswertung haben wir folgende, vom Computer automatisch 

durchgeführte Methode entwickelt (Abb . 12A, 12B): 
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Die 96 Extinktionswerte einer Platte werden der Gr6sse 

nach aufsteigend sortiert. 

Vom tiefsten Wert aufwarts werden je 3 Werte zu einer 

Gruppe gefasst, deren Mittelwert und die Streuung 

bestimmt wird. Man erhãlt so 32 Mittelwerte und die 

zugehorigen Streuungen. 

Die Kurven der Mittelwerte und der Streuungen werden 

in einem Koordinatensystem OD vs . Gruppennummer 

dargestellt . 

De r Knick in einer oder beiden dieser Kurven wird vom 

Reckenholz) und Computer 

ist für 

wichtig: 

errechnet (ELISA-READER-PROGRAMM, 

die Grenzwertbestimmung aus folgenden Ueberlegungen 

Die Extinktionswerte der virusfreien Proben sind 

untereinander gleich, d.h. so lange die gebildeten 

Dreiergruppen nur aus virusfreien Werten bestehen, ist 

der Verlauf der Mittelwerte und Streuungen geradlinig. 

Besteht eine Gruppe aus virusfreien und virusinfizierten 

Extinktionswerten, so steigt der Mittelwert und die 

Streuung dieser Gruppe beachtlich, da die Messwerte 

innerhalb der Gruppe unterschiedlich sind. Dieser 

Durchschnittswertanstieg macht sich in der graphischen 

Darstellung als Knick in der Kurve bemerkbar. 

Sollten zufãllig nach drei virusfreien Werten drei 

virusinfizierte folgen (Streuung innerhalb solcher 

Gruppen bleibt unverandert), so entsteht mindestens in 

der Kurve der Mittelwerte ein Knick. 

Auf diese Art kann der Computer durch eine einfache 

Kurvenanalyse den Grenzwert für die tiefste virusinfizierte 

Probe ermitteln und den effektiven Virusbefall in der Platte 

angeben . Zusatzlich konnen die Kurvenprofile verschiedener 

Mikrotitrationsplatten als Qualitãtskontrolle untereinander 

verglichen werden . Eine Platte mit abweichendem Kurvenprofil 

ist leicht erkennbar. Dies ermoglicht die Entdeckung von 

fehlerhaft entwickelten Platten und hilft mit, falsche 

Testresultate zu vermeiden (Abb. 12B). 
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1.3. Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Die statistische Auswertung wurde auf forschungsanstalt

eigenem Computer (Data General MV 10'000) durchgeführt. 

Die Interpretation der Ergebnisse einzelner Verfahren 

erfolgte durch die Anwendung verschiedener Statistikmodule 

(WIDAS-Paket der MSI Dr. Wãlti AG, Buchs/SG, CH), die auf 

der Basis folgender Test's aufgebaut sind: 

- Wilcoxon 

- Mann-Withney 

- z-Test 

2. GEWINNUNG DES PROBENSAFTES 

Der zuverlãssige Nachweis von Viren mit ELISA hãngt stark 

vom verwendeten Pflanzenteil und der Art der 

Probensaftherstellung ab. Man kann zwar jedes beliebige 

Pflanzenorgan für die Untersuchung 

Schlussfolgerung bezüglich Virusbefall 

muss man jedoch vorsichtig sein. 

verwenden, bei der 

der ganzen Pflanze 

Wie unsere Experimente zeigen, ist die Virusverteilung in 

der Pflanze stark vom Alter (=physiologischer Zustand) der 

Pflanze und dem jeweiligen Virus abhãngig (vgl . auch 

Gugerli, 1978). Der Virusbefall variiert nicht nur unter den 

verschiedenen Organen der gleichen Pflanze, auch innerhalb 

des gleichen Organs konnen sowohl virusfreie, wie auch 

virusinfizierte Zonen vorkommen (Weidemann, 1981; Weidemann 

et al . , 1982). Eine wichtige Rolle spielt auch die 

Zeitspanne zwischen dem Infektions- und 

Untersuchungszeitpunkt, da die Viruswanderung innerhalb der 

Pflanze zeitabhãngig ist (Vulic et al., 1963). Nicht 

unbedeutend ist die Art der Saftgewinnung. Bei einigen Viren 

genügt das einfache Pressen des Saftes, oft ist jedoch die 

mechanische Zerstorung von Gewebe für den Austritt von Viren 

notwendig. 

Je nach Zielsetzung der Untersuchungen wurden zwei 
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verschiedene Methoden der Probensaftgewinnung angewandt. Die 

dazu verwendeten Einrichtungen sind bereits in Abschnitt 

1.1.1 . vorgestellt . 

2.1. Berstellung von Blatt-, Stengel-, Wurzel-, Keim- und 

Stolonensaft 

Ungefãhr 0.3 g des entsprechenden Pflanzenmaterials werden 

in der Walzenpresse zermahlen und mit 3 ml Probenpuffer 

versetzt . Die so verdünnte Probensaftsuspension wird am 

Walzenende im Reagenzglas aufgefangen . Ein entsprechendes 

Teilvolumen wird nach der Sedimentation der ungelosten 

Gewebepartikel in die Mikrotitrationsplatte transferiert. 

2.2. Gewinnung des Knollensaftes 

Die Knollensaftgewinnung bildet den zeitraubendsten und 

aufwendigsten Teil des Testes ab Knolle. Die Verwendung des 

Knollenbohrers nach Gugerli (Gugerli, 1978) wird jedoch auch 

d en 

ei ne r 

wird. 

Anforderungen der Seriearbeit gerecht, sofern nicht mit 

grossen Zahl der zu untersuchenden Viren gearbeitet 

Der optimale Ort für die Probeentnahme ist die Basis 

keimender Augen (Gugerli, 1980a; Gugerli et al . , 1980; 

Weidemann, 1982) . An dieser Stelle verletzt der rotierende 

Zahnarztbohrer sowohl die Rinden- und Markschicht, als auch 

die Leitbündel (Phloem und Xylem) der Kartoffelknolle. 

Deshalb konnen hier alle Viren, unabhãngig von ihrem 

bevorzugten Aufenthaltsort, nachgewiesen werden . 

Bei der Knollensaftgewinnung wird der Bohrer an der Basis 

des apikalen Auges angesetzt. Vom austretenden Saft werden 

20 pl entnommen (Abb. 13A). Diese werden in einem 

anschliessenden Arbeitsschritt 

Verdünnung mit 170 pl Probenpuffer 

abgegeben (Abb . 13B). Wãhrend 

unter gleichzeitiger 

in die ELISA-Platte 

des nachfolgenden 
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Waschvorganges wird die Dilutorkanüle mit 200 pl 
Probenpuffer gespült und der ganze Bohrkopf unter hohem 

Druck mit Wasser gewaschen und mit Pressluft getrocknet 

(Abb. 13C). 

Abbildung 13: 

Gewinnung des Knollensaftes 

A: Knolle anbohren 

B: Saftabgabe in die Platte 

C: Reinigung des Bohrkopfes 
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2.3 . Vorbehandlung der Knollen für die Testierung 

Der zuverlassige Virusnachweis ab Knol le ist nicht 

jederzeit durchführbar. Wie im experimentellen Teil 

ausführlich behandelt, ist die Viruskonzentration in der 

Knolle vom Zeitpunkt der erfolgten Infektion und dem 

physiologischen Zustand der Knolle abhãngig (Gugerli et al . , 

1980; Weidemann , 1982 ; Vetten et al ., 1983) . Da die 

Vermehrung der Viren in stoffwechselaktiven, wachsenden 

Geweben stattfindet, ist für die sichere Durchführung des 

Testes eine künstliche Brechung der Keimruhe unerlãsslich . 

Die Brechung der Keimruhe wird durch die Behandlung der 

Knollen mit Rindite (Aethylenchlorhydrin, Aethylendichlorid, 

Tetrachlorkohlenwasserstoff im Volumenverhãltnis 7 : 3 : 1) 

erreicht. Die Begasung der s chalenfesten Knollen erfolgt bei 

uns in einer gasdichten Kabine wãhrend 48 Stunden bei 

240C. Die Rinditekonzentrati on betrãgt dabei 3'000 ml 

pro 20 m3 Rauminhalt . Anschliessend an die 

Rinditebehandlung werden Ôie Knollen bis zum jeweiligen 

Untersuchungszeitpunkt in einer belichteten Kabine bei 

220C gelagert . 

3. VERGLEICBSHETBODEN 

Die Nachweisgenauigkeit des ELISA-Verfahrens wurde mit den 

konventionellen Tests (ILT und A6-Test) verglichen . Die 

endgültige Virusdiagnose erfolgte durch die Ueberprüfung im 

Augenstecklingstest. Um allen Unsicherheiten bei der 

Bonitierung von Augenstecklingen aus dem Weg zu gehen , 

wurden die Blãtter der Stecklingspflanzen zusãtzlich im 

ELISA ab Blatt untersucht . 
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3.1. Igel-Lange Test 

Der Igel - Lange Test ermBglicht den Nachweis von PLRV kurz 

nach der Ernte direkt an den Knollen (Berces und Keller , 

1966) . Für den Test werden unbehandelte, wãhrend 14 Tagen 

bei 170C vorgelagerte Knollen verwendet . Bei Knollen , 

die anschliessend aus technischen Gründen mit Rindite 

behandelt wurden, muss der Igel-Lange Test unmittelbar nach 

der Vergasung erfolgen, da sonst storende Reaktionen die 

virusbedingte Kallosebildung beeintrãchtigen. 

Die Methodi k des Tests beruht auf der Erkenntnis, das die 

Blattrollinfektionen im Phloem die Bildung von 

Kalloseanhãufungen auslosen , die sich mit Resorcin blau 

anfãrben lassen . Im ersten Testschritt werden 

Knollenscheiben hergestellt . Zu diesem Zweck wird der 

Schnitt mit einem Doppelmesser vom Nabel ausgehend 

tangential geführt; man erfasst damit einen grossen Bereich 

der Gefãssbündelzone. Die ca . 2.5 mm dicken Scheiben werden 

anschliessend 

Leitungswasser 

Knollenschnitte 

wãhrend 8 Minuten mit Resorcin gefãrbt und mit 

gespült. Die Beurteilung der angefãrbten 

mit Kaloseanhãufungen (Abb. 14) erfolgt 

unter einem Binokularmikroskop mit 20-facher Vergrosserung. 

Abbildung 14: Igel-Lange Test 
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3.2. A6 - Test 

Beim A6-Test gelingt es, die Virusinfektionen PVY und PVA 

mit Hilfe der Testpflanze A6 (Solanum demissum x Aquila) 

zuverlãssig nachzuweisen (Keller et al ., 1962) . 

Werden die Blãtter der Testpflanze mit Saft einer 

mosaikkranken Pflanze eingerieben, so bilden sich deutliche 

Nekrosen (Abb . 15). 

Knolle wird zuerst 

Zum Nachweis der Mosaikviren in der 

die Keimruhe mit Rindite gebrochen und 

die Knollen werden 3-4 Wochen bei diffusem Licht und einer 

Temperatur von 240C vorgekeimt. Haben die Keime eine 

Lãnge von mindestens 10 mm erreicht, so werden sie 

gequetscht und auf gepflückte, mit Karborundpulver bestãubte 

A6-Blãtter abgerieben . Die eingeriebenen Blãtter werden mit 

Leitungswasser gründlich gespült und auf feuchtem 

Filterpapier in dicht geschlossenen Plastikschalen bei 

240C und 1000 Lux wãhrend 7 Tagen inkubiert . Nach 

dieser Frist konnen die Symptome auf den Testblattern 

beurteilt werden . 

Yn-Bona 

Abbildung 15 : AS - Test 
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3.3. Augenstecklingstest 

Im Augenstecklingstest werden aus den zu untersuchenden 

Knollen im Gewãchshaus junge Pflanzen gezogen und auf 

Virussymptome kontrolliert . Dazu wird den gut angetriebenen 

Knollen ein Auge samt Keim mit Rundmesser ausgestochen und 

in ein Sand- Erde Gemisch (1:1) eingetopft . Nach 6 bis 8 

wochiger Wachstumszeit 

die Pflanzen visuell 

ab Blatt beurteilt. 

unter Gewãchshausbedingungen werden 

(Münster et al., 1954) resp . im ELISA 
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111. UNTERSUCHUNGEN UND DISKUSSION 

A) DIE BKDEUTUNG DES PHYSIOLOGISCHEN ZUSTANDES DER 
KARTOFFELKNOLLE ZUH ZEITPUNKT DES VIRUSNACBWEISES 
HIT ELISA 

l . EINLEITUNG 

Das Kartoffelpflanzgut muss auf Grund der Vorschriften für 

die Zertifizierung auf Virusbefall getestet werden . Für die 

endgültige Anerkennung ist das Ergebnis von ELISA direkt an 

der Knolle 

der Knolle 

massgebend . Virusverteilung und Konzentration in 

und damit auch die Testsicherheit werden jedoch 

durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Die Vermehrung der 

Viren ist eng mit dem normalen Stoffwechsel der Wirtszellen 

verbunden. Metabolische Prozesse in der Pflanze werden durch 

das Alter des Organismus kon~rolliert . 

Wãhrend des Jahreszyklus durchlãuft die Kartoffel 

verschiedene Vegetationsabschnitte. Die metabolische 

Aktivitãt in der Knolle wechselt rhytmisch mit der 

Knollenausbildung, der Keimruhe und der neuen Auskeimung. 

Alle Verãnderungen im Stoffwechsel werden durch wechselnde 

Enzymaktivitãten und -mengen ausgelost; die Bildung der 

Enzyme selber ist wiederum von vorangehender Transkription 

und Translation der Nukleinsãuren abhãngig. Die Ursache für 

den wechselnden Metabolismus ist also auf die Wechsel in der 

Transkription zurückzuführen. 

Auch wãhrend der Keimruhe ist die genetische Information 

vollstãndig vorhanden, aber repressiert, d . h. es findet 

keine Expression der Gene in Form von m-RNA, die für die 

Enzymsynthese notwendig ist, statt. Bei den Viren handelt es 

sich um Nucleoproteide . Sie tragen lediglich die Information 

für ihre Spezifitãt . Für die Biosynthese ihrer Substanz sind 

di e Viren g an z au f d en Stoffwechselmechanismus der 
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Wirtszellen angewiesen . Im stoffwechselaktiven Gewebe wird 

nicht nur die Virusvermehrung aktiviert. Nachdem die 

Viruskonzentration die Initialkonzentration um ein 

Vielfaches übertroffen hat , erfolgt mit dem 

Assimilationsstrom ein Transport der zuerst lokal begrenzten 

Viren in Richtung physiologisch aktive Zellbereiche. Ist die 

Wirtszelle genetisch inaktiv, so findet auch keine 

Virusvermehrung statt . Für einen zuverlãssigen Virusnachweis 

ist daher der physiologische Zustand der Knolle zu 

berücksichtigen. Umweltfaktoren , di e d en Metabolismus 

beeinflussen, konnen auch die Zuverlãssigkeit des Tests 

verãndern . 

In den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden die 

Auswirkungen verschiedener, die Knollenphysiologie 

beeinflussender Faktoren auf die Virusnachweisbarkeit 

geprüft . Einen wichtigen Bestandteil der Experimente bildete 

die Suche nach optimalen Vorbehandlungsmethoden der Knollen, 

die eine frühe und zuverlãssige ELISA- Durchführung 

ermoglichen. 

2. VKRSUCHSANORDNUNG 

Das f Ur di e mehrjãhrigen Versuche benotigte 

Knollenmaterial wurde in den Jahren 1981 bis 1985 unter 

ortsüblichen Bedingungen auf dem Betrieb der Eidgenossischen 

Forschungsanstalt für landwirtschaftlichen Pflanzenbau 

Zürich-Reckenholz produziert. Da es bei den in diesem 

Abschnitt beschriebenen Experimenten um die Nachweisbarkeit 

von Kartoffelviren in Knollen primãrinfizierter Feldpflanzen 

geht, wurde als Ausgangsmaterial stets gesundes , 

zertifiziertes Saatgut der Sorten Bintje, Colmo, Desiree, 

Sirtema und Palma verwendet. Die Feldversuche wurden in 

vierreihigen Parzellen (100 Knollen = 25 m2) angelegt. 

Ein Teil des Ausgangsmaterials wurde z~ Vergleichszwecken an 

einer moglichst isolierten, geschützten Lase · für die 

Weitervermehrung gesunder Knollen ausgepflanzt. Die 
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Produktion von primãrinfizierten Pflanzen erfolgte unter 

natürlichen Bedingungen , d.h. mit den jãhrlich auftretenden 

Blattlauspopulationen im Feld mit Hilfe von 

Infektionsreihen. Zu diesem Zweck wurde jeweils zwischen 2 

gesunde Reihen 

Mutterknollen 

gepflanzt . Das 

eine Reihe mit sekundãr infizierten 

(Virustrãger für PVY=Bona, PLRV=Maritta) 

Staudenziehen 

praxisgerecht, d.h. nach d en 

und die Ernte erfolgten 

Vorschriften für die 

Saatgutproduktion der Klasse A. 

Die geernteten Knollen der primãrinfizierten Pflanzen 

wurden nummeriert und mit gesundem Knollenmaterial so 

gemischt, dass die in weiteren Experimenten verwendeten 

100-Knollen-Muster einen Virusbefall von ca. 30% aufwiesen. 

Die je pro Zeitpunkt und Variable im ELISA untersuchten 100 

Knollen wurden nach der Ernte, der Zielsetzung der 

Untersuchung entsprechend, wie in den Abbildungen 16 A bis C 

dargestellt, behandelt . Der Nachweiserfolg wurde auf Grund 

der Knollenüberprüfung mit ELISA ab Augenstecklingsblatt 

berechnet . 



Abbildung 16/A: 
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ERNTE der KNOLLEN 
PVY: Bintje, Col/MJ 

PLRV: NBritt~. OesJree 

LAGERUNG bei 22°C 
PVY: J ltoche 

PLRV: 2 lfochen 

KEIMRUHEBRECHUNG 
(RJndite) 

ELISA ab KNOLLE 
fltoche 2-11 n~ch Rindite) 

KONTROLLE der KNOLLEN 
(ELISA ~b AugenstflckJJngsbJ~tt) 

Einfluss der Keimruhebrechung auf die Erfassung von PVY und PLRV 
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E R N T E der K N O L L E N 
PVY." Bintje, Col/IJO 

PLRV: P11l~e. Oesiree 

LAGERUNG bei 22°C 
J - 6 ltochen 

LAGERUNG bei 4°C 
J - 3 ltochen 

LAGERUNG bei 4°C 
PVY: 5 Non11te 

K E I M R U H E B R E C H U N G 
( Rindite J 

L11gerung der Knollen bei 22•c bis zur /Jntersuchung J• 

E L I S A ab K N O L L E 
(J - 6 Jfochen) 

U E B E R P R U E F U N G der R E S U L T A T E 
ELI~ 11b Augenstecklingsbllltt 

Abbildung 16/B: 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und -dauer aut die Erfassung 
von PVY und PLRV 
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E R N T E der K N O L L E N 
PVY.· Bintje 

LAGERUNG bei 22°C 
2 liocflen 

LAGERUNG bei 4°C 
2 ltocflen 

KEIMRUHEBRECHUNG 
Rindite 

L11gerung der KnoJJen bei 22•c bis zur /Aitersucflung J• 

E L I S A ab K N O L L E 
Virusnecfl~~eis zu gegebene• Zeitpunkt (J-216 Tege necfl 

der Ernte) en 6 verscfliedenen orten der Kronenfleelfte 

U E B E R P R U E F U N G der R E S U L T A T E 
ELISA eb AugensteckJJngsblett 

Abbildung 16/C: 
Verteilung von PVY ueber die Kronenhaelfte unterschiedlich 
vorbehandelter Knollen 
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3. EINFLUSS DER KUENSTLICBEN KEIMRUBEBRECBUNG AUF DIK 

ERF ASSUNG VON PVY UND PLRV 

Dieser experimentelle Block diente einer ersten 

Standortbestimmung bei der Testierung von Knollenmaterial 

mittels ELISA . Die Abbildungen 17 bis 19 geben einen 

Ueberblick über die Nachweisbarkeit von PVY und PLRV in 

Knollen prim~r infizierter Pflanzen an unterschiedlichen 

Untersuchungsterminen kurz nach der Ernte. 

3.1. Nachweis von PVY in primãr infizierten Knollen 

Für die Zertifizierung von Saatkartoffeln ist es wichtig, 

die Knollen im Herbst so schnell wie moglich auf ihren 

Gesundheitszustand untersuchen zu konnen, damit der Handel 

über die Partien verfügen kann. Eine zuverl~ssige und 

schnelle Erfassung von PVY ist nur in mit Rindite 

behandelten Knollen moglich. In der Abbildung 17 erkennt man 

deutlich den positiven Effekt der Keimruhebrechung. Beide 

untersuchten Sorten (Bintje und Colmo) zeigen bereits 2 

Wochen nach der Keimruhebrechung eine starke Zunahme der 

Testsicherheit gegenüber unbehandelten Knollen . Vier bis 

fünf Wochen nach der Behandlung mit Rindite ist eine 

hundertprozentige 

Sorte Colmo die 

erreicht . 

Viruserfassung gew~hrleistet, wobei die 

optimale Testbereitschaft etwas sp~ter 

Die sortenspezifischen Unterschiede werden bei der 

Betrachtung der unbehandelten Knollen noch deutlicher . Der 

Virusnachweis bleibt bis 10 Wochen nach der Ernte unter 40% 

und ist bei Colmo gegenüber Bintje noch unzuverl~ssiger . 

Di ese 

al. 

Ergebnisse entsprechen den Erkentnissen von de Bokx et 

(1979), und Gugerli et al. (1980), die über schlechte 

Nachweissicherheit 

berichten . 

in Knollen w~hrend de r Keimruhe 
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3.2. Nachweis von PLRV in primãr infizierten Knollen 

In Bezug auf díe Nachweissicherheít von PLRV zeigen díe 

beiden geprüften Sorten Desíree und Maritta grundsãtzlich 

das gleíche Verhalten . Wie bereits durch Gugerli (1981, 

1982), Gugerli et al. (1980), und Ehlers et al. (1983) 

beobachtet wurde, liefert der Nachweis von PLRV an 

unbehandelten, bei 220C gelagerten Knollen von Anfang 

an bedeutend bessere Resultate, als dies beim PVY der Fall 

war. Díe Rate der erfassten, unbehandelten virusinfízíerten 

Knollen steigt bei Marítta mit zunehmender Inkubationsdauer 

innerhalb 10 Wochen nach der Ernte von 65% bis auf 100% 

(Abb . 19) . I m Vergleich da z u gestaltet si eh d er 

Virusnachweis an unbehandelten Knollen der Sorte Desiree 

etwas ungünstiger, die Nachweissícherheit schwankt wãhrend 

der Untersuchungsperiode zwischen 50% und 90% (Abb . 18) . 

Der positive Effekt der Keimruhebrechung auf die Erfassung 

des Vírusbefalls ist auch bei PLRV unverkennbar . Unmittelbar 

nach der Rinditebehandlung betrãgt die Testsicherheit bei 

beiden Sorten 90%, bereits 2 bis 3 Wochen spãter konnen alle 

virusinfizierten Knollen erfasst werden (Abb. 18 und 19). 

Für die Probenentnahme erweist sich, vor allem bei 

unbehandelten Knollen der· Sorte Desiree, das Nabelende 

gegenüber der Krone als günstiger . Dies ist keineswegs 

überraschend, da bereits Gugerli (1980) und Weidemann et al. 

(1982) mit Hilfe von serologischen Untersuchungen zeigen 

konnten, dass PLRV vor allem am Nabelende, unabhãngig vom 

Keimstadium der Knolle, vorhanden ist. In einer ruhenden 

Knolle befindet sich nach diesen Befunden mehr PLRV ím 

Nabel-, als im Kronenbereich . 

Nach der Rinditebehandlung zeigen unsere Untersuchungen am 

Nabel- resp . Kronenende keinen signifikanten Unterschied 

mehr in der Nachweissicherheit. Eine ãhnliche Abnahme der 

Differenzen zwischen Nabel- und Kronenende nach Brechung der 

Keimruhe konnte bereits Gugerli (1980) feststellen. Diese 

Tatsache hat für die praktische Durchführung von ELISA zum 
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gleichzeitigen Nachwei5 von mehreren Viren gro55e Bedeutung, 

da die mei5ten Kartoffelviren (PVY, PVA, PVX, PVS, PVM) am 

Kronenende in hoheren Konzentrationen vorkommen (Gugerli , 

man den zeitlichen 1981; 

Verlauf 

Weidemann, 1981). 

der Viru5erfa55ung 

Vergleicht 

5orten5pezifi5ch, 50 fallen die 

5chlechtere Erfa55Ung von PLRV und die deutlicheren 

Unter5chiede zwi5chen Nabel und Krone in unbehandelten 

Knollen der Sorte De5iree auf. 

4. EINFLUSS DER VORLAGERUNGSDAUER UND -TEMPERATUR DER 
KNOLLE AUF DIE NACHWEISSICHERBEIT UND KONZENTRATION 
VON VIREN 

Die im Ab5chnitt 3.1. vorge5tellten Re5ultate haben 

deutlich gezeigt, da55 für den erfolgreichen Viru5nachwei5 

direkt 

Rindite 

Knolle 

an d er Knolle eine kün5tliche Keimruhebrechung mit 

unumgãnglich i5t. 

und damit auch die 

Nachwei55icherheit, 

Faktoren beeinflus5t. 

werdeh 

Di e 

Der phy5iologi5che Zu5tand der 

Viru5konzentration, bzw. die 

jedoch durch ver5chiedene 

folgenden Re5ultate zeigen die 

Bedeutung der Lagertemperatur und -dauer nach der Ernte auf 

die Viru5konzentration und die Nachwei55icherheit von PVY 

re5p. PLRV. 

4.1. Nachweis von PVY in primAr infizierten Knollen 

Einflu55 der Dauer der Vorlagerung 

Werden infizierte Knollen nach der Ernte unter5chiedlich 

lang vorgelagert, 50 i5t ihre Reaktion auf eine kün5tliche 

Keimruhebrechung nicht identi5ch. Die Abbildung 20 zeigt den 

zeitlichen Verlauf der Nachwei55icherheit bei Knollen, die 

bi5 zur Rinditebehandlung wãhrend 1 bi5 6 Wochen bei 

220C gelagert wurden. Alle 5ech5 Verfahren zeigen zwar 

eine unmittelbare, auf die Keimruhebrechung folgende 
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Verbesserung der Virusnachweisbarkeit , sie unterscheiden 

sich jedoch in den Zunahmeraten. Wãhrend eine l bis 2 Wochen 

lange Vorlagerung den gleichen , parallelen Kurvenverlauf 

zeigt , bewirkt eine lãngere Vorlagerung eine zusãtzliche 

Aktivierung des Metabolismus und damit eine Verbesserung der 

Nachweissicherheit . FUr die Erfassung von 90% der 

infizierten Knollen muss bei l bis 2 Wochen vorgelagerten 

Knollen eine Wartefrist von 4 bis 5 Wochen eingehalten 

werden. Die gle i che Testsicherheit erreicht man bei 6 Wochen 

vorge l agerten Knollen bereits 2 Wochen nach der 

Keímruhebrechung (Abb . 20 ). Diese zusãtzliche Aktivierung 

reicht jedoch nicht aus, die durch die Vorlagerung verlorene 

Zeit wíeder aufzuholen. Betrachtet man den insgesamt 

ben~tigten Zeitraum für das Erreichen der Testbereitschaft , 

so bewirkt eine m~glichst früh nach der Ernte durchgeführte 

Keimruhebrechung die gesamthaft kürzeste Wartefrist für den 

zuverlãssigen Nachweis von PVY. 

Einfluss tiefer Temperaturen wãhrend der 

Vorlagerungsperiode 

Eine weitere Verbesserung des PVY-Nachweises kann durch 

die Lagerung der Knollen bei tieferen Temperaturen erreicht 

werden . Die Rate der erfassten virusinfizierten Knollen ist 

durch die Vorlagerung bei 40 C stark erhoht , die 

rnaximale Testsicherheit wird l bis 2 Wochen früher erreicht 

(Abb . 21) . Die Erfassung von PVY kann also sowohl durch 

lãngere Vorlagerung der Knollen , wie auch durch tiefere 

Lagerternperatur gesteigert werden . Dabei ist zu beachten , 

dass der Temperatureffekt bei kürzerer Vorlagerungszeit 

ausgeprãgter ist . Sind die Knollen bereits durch eine 

verlãngerte Lagerung teílweise aktiviert worden, so ist die 

Wirkung der tiefen Temperatur geringer. Es scheint, dass die 

Knollen eine bestimmte Keimruhe erreichen müssen, damit sie 

auf die Keimruhebrechung mit Rindite optirnal ansprechen . 
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Einfluss der künstlichen Keimruhebrechung bei bereits 

keimenden Knollen 

Die künstliche Keimruhebrechung ist auch dann angebracht, 

wenn nach langer Lagerung bereits die natürliche Keimung 

eingesetzt hat. Unsere Ergebnisse und auch die 

Untersuchungen von de Bokx et al . (1979), und Vetten et al . 

(1983) beweisen, dass die natürliche Keimruhebrechung zu 

keinen zuverlãssigen Resultaten führt. Die Abbildung 22 

zeigt den Virusnachweis in keimenden Knollen, bei denen der 

Metabolismus nach fünfmonatiger Lagerung bei 40C 

entweder künstlich durch Rinditebehandlung, oder auf 

natürliche Art durch anschliessende Inkubation bei 220C 

zusãtzlich aktiviert wurde . Der positive Effekt der 

Rinditebehandlung ist unverkennbar. Obwohl der erfasste 

Virusbefall auch bei natürlich keimenden Knollen eine 

zunehmende Tendenz zeigt, erreichen die mit Rindite 

behandelten Vergleichsknollen eine hundertprozentige 

Testsicherheit viel früher . Wãhrend der Beobachtungsdauer 

von 5 Wochen nach der Vergasung, bleibt in natürlich 

keimenden Knollen die Nachweissicherheit unter 75% . Diese 

Beobachtung entspricht nicht den Vorstellungen von Vetten et 

al. (1983), die berichten, dass die Behandlung von keimenden 

Knollen mit Rindite, keine Auswirkungen auf ELISA-Resultate 

zeigt. 

Wie bereits im Abschnitt 3 . 1 . erwãhnt, sind auch in diesem 

Experiment 

zuverlãssige 

Wochen nach 

Woche 

sortenspezifische Unterschiede feststellbar . Der 

Virusnachweis an Knollen der Sorte Bintje ist 3 

der Rinditebehandlung, bei Colmo aber erst eine 

(Abb. 22) moglich. Auch ohne künstliche spãter 

Keimruhebrechung ist der Virusnachweis an Knollen der Sorte 

Bintje besser moglich, als dies bei Colmo der Fall ist . 

Verãnderungen in der Viruskonzentration 

Die Viruskonzentration in infizierten (=Reaktion im ELISA 

positiv) Kartoffelknollen wurde an Hand der Extinktionswerte 
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beurteilt. Die Ergebnisse der verschiedenen Verfahren sind 

in den Abbildungen 23 und 24 zusammengefasst . Der Effekt der 

Keimruhebrechung ist unmittelbar nach der Behandlung zu 

beobachten . Bei allen Verfahren beginnt die 

Viruskonzentration zu steigen und erreicht ihren Maximalwert 

in 2 bis 4 Wochen nach der Keimruhebrechung (Abb. 23), dabei 

werden bei lãnger vorgelagerten Knollen weniger hohe 

Viruskonzentrationen erreicht . Nachdem die 

Viruskonzentration in den Knollen ihren Maximalwert erreicht 

hat, nimmt mit zunehmender Inkubation der Virusgehalt in den 

Kartoffelknollen ab . Die tiefsten Extinktionswerte bleiben 

jedoch durchwegs so hoch (=>0.50), dass eine Differenzierung 

zwischen "Gesund" und "Virusinfiziert" problemlos moglich 

ist. 

Eine erhohte Rate der Virusvermehrung kann ebenfalls durch 

tiefere Vorlagerungstemperatur (40C) erreicht werden. 

Dies ist aus der Abbildung 24 ersichtlich, ebenso kann man 

hier auch die typische Konzentrationsabnahme nach dem 

Erreichen des Maximalwertes beobachten. Die Extinktionswerte 

gesunder Knollen bleiben wãhrend der ganzen Testperiode tief 

(=<0.10), sie werden durch die Rinditebehandlung nicht 

beeinflusst . 

Vergleicht man den zeitlichen Verlauf der 

Virusnachweissicherheit mit jenem der Viruskonzentration 

(Abb. 20 und 23, resp . 21 und 24), so korrelieren die 

entsprechenden Kurven nicht wãhrend der ganzen Testperiode. 

In der ersten Phase nach der Keimruhebrechung werden sowohl 

zunehmend mehr virusinfizierte Knollen erfasst, als auch 

steigende Viruskonzentrationen gemessen. Die maximale 

Virusnachweisbarkeit wird aber durchwegs zu einem Zeitpunkt 

erreicht, in welchem der Virusgehalt der Knollen bereits 

ei nen 

di ese 

tieferen, 

Tatsache 

Viruskonzentration 

teilweise 

ist 

al le ine 

minimalen Wert 

es gef!!.hrlich, 

aufweist . Durch 

aufgrund der 

Schlussfolgerungen au f di e 

Virusnachweissicherheit zu ziehen. 
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Abbildung 17 
Erfassung von PVY bei Bintje und Colmo. Versuchs jahr 1981 
Knollen nach der Ernte 1 Woche bei 22°C vorgelagert. anschlies
send vergast und am Kronenende untersucht 
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Abbildung 1B 
Er tassung von PLRV be i Des iree, Versuchs j ahr 19B1 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 22°C vorgelagert. anschlies
send vergast und am Nabel- resp . Kronenende untersucht 
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Abbildung 19 
Erfassung von PLRV bei Maritta , Versuchsjahr 1981 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 22°C vorgelagert. anschlies
send vergast und am Nabel- resp. Kronenende untersu cht 
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Abbildung 20 
Einfluss der Vorlagerungsdauer auf die Erfassung von PVY, Versuchsjahr 19B2 
Knollen der Sorte Bintje nach der Ernte bei 22°C unterschiedlich lang vor
gelagert. anschliessend vergast und am Kronenende untersucht 
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Abbildung 21 
Einfluss der Temperatur auf die Erfassung von PVY. Versuchsjahr 1982 
Knollen der Sorte Bintje nach der Ernte bei 4°C resp . 22°C vorgela
gert, anschliessend vergast und am Kronenende untersucht 
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Abbildung 22 
Erfassung von PVY nach langer Lagerung, Versuchsjahr 1983 
Knollen der Sorte Bintje resp . Colmo nach der Ernte 5 Monate bei 4°C i n 
Dunkelheit gelagert. anschliessend vergast und an der Krone untersucht 
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Abbildung 23 
Einfluss der Vorlagerungsdauer auf die PVY-Konzentration. Versuchsjahr 19B2 
Knollen der Sorte Bintje nach der Ernte bei 22°C unterschiedlich lang vor
gelagert. anschliessend vergast und am Kronenende untersucht 
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Abbildung 24 
Einfluss der Temperatur auf die PVY-Konzentration. Versuchsjahr 19B2 
Knollen der Sorte Bintje nach der Ernte bei 4°C resp . 22°C vorgela
gert, anschliessend vergast und am Kronenende untersucht 
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4.2. Nachweis von PLRV in primãr infizierten Knollen 

Einfluss der Dauer der Vorlagerung 

Die Nachweisbarkeit und die Konzentration von PLRV wurde 

am Nabel- resp. Kronenende bei den Sorten Desiree , Colmo und 

Palma geprüft . 

Unabhangig von Vorlagerungsdauer und Sorte, konnen bereits 

eine Woche nach der künstlichen Keimruhebrec hung praktisch 

alle PLRV-infizierten Kno llen erfasst werden (Abb . 25 und 

26) . 

Sorte 

220C 

diesen 

Etwas s chlechtere Nachweissicherheit zeigen Knollen der 

Palma, die vor der Rinditebehandlung eine Woche bei 

vorgelagert wurden. Immerhin werden auch bei 

Knollen von Anfang an mehr als 90% der 

Virusinfektionen erfasst. Beim gesamten, in diesem 

behandelten Experiment untersuchten und mit Rindite 

Knollenmaterial war die PLRV-Nachweissicherheit vom 

Saftentnahmeort unabhangig. Sowohl das Kronen- wie auch das 

Nabelende sind für die Testierung gleich gut geeignet. 

- Einfluss tiefer Temperatur wahrend der Vorlagerungsperiode 

Die ohnehin hohe Testsicherheit kann durch Vorlagerung bei 

40C weiter verbessert werden (Abb. 25 und 27) . Eine 

Ausnahme, am ersten Untersuchungszeitpunkt nach der 

Keimruhebrechung, bilden die Knollen der Sorte Palma, die 2 

Wochen bei 40C vorgelagert wurden. Nach den anfãnglich 

erfassten 80% steigt die Nachweissicherheit auf 100%. Der 

Grund dafür kann bei dem durch die tiefe Temperatur 

gebremsten Metabolismus liegen . Die Aktivierung durch 

Rinditebehandlung erfolgt etwas verzogert, dafür aber umso 

heftiger. 
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Nachweis an Knollen nach natürlich überwundener Keimruhe 

Die Abbildung 28 zeigt die Nachweissicherheit von PLRV an 

Knollen der Sorten Bintje und Colmo nach 5 monatiger 

Lagerung bei 40C. Bei diesem Knollenmaterial hatte 

bereits die natürliche Keimung eingesetzt, die durch die 

anschliessende Inkubation bei 220C zus~tzlich aktiviert 

wurde. Bereits am ersten Untersuchungszeitpunkt werden bei 

beiden Sorten mehr 

Knollen 

als 85% 

erfasst. 

de r 

Bei unbehandelten 

zus~tzliche Rinditebehandlung ke i nen 

virusinfizierten, 

Colmo zeigt eine 

Einfluss auf die 

Nachweissicherheit ; sowohl bei unbehandelten wie auch bei 

behandelten Knollen werden ab zweitem Untersuchungszeitpunkt 

alle Infektionen erfasst . Einen positiven Effekt zeigt die 

künstliche Keimruhebrechung bei der Sorte Bintje, sie 

ermoglicht einen sofortigen und anhaltenden 

hundertprozentigen Virusnachweis (Abb. 28). An unbehandelten 

Vergleichsknollen schwankt die Nachweissicherheit bei der 

Untersuchung verschiedener Knollenmuster zwischen 85% bis 

100%. 

Ver~nderungen in der Viruskonzentration 

Wie schon erw~hnt, ist die Nachweissicherheit von PLRV bei 

vergasten Knollen davon unabhãngig, an welchem Knollenende 

die Untersuchung durchgeführt wird. Im Gegensatz dazu gibt 

es gesicherte Unterschiede in den Viruskonzentrationen am 

Nabel- resp. Kronenende. Wãhrend der gesamten 

Beobachtungsperiode von sechs Wochen nach der 

Keimruhebrechung bleibt bei den beiden untersuchten Sorten 

und Verfahren der gemessene Virusgehalt am Nabel hoher (Abb. 

29-32). 

In l bis 2 Wochen lang vorgelagerten Knollen erreicht die 

Viruskonzentration unmittelbar nach der Rinditebehandlung 

ihren Maximalwert (Abb . 29 und 30). In den folgenden zwei 

Wochen sinkt die Viruskonzentration bis auf ungef~hr 50% 

ihres Maximums und bleibt auf diesem Niveau weiterhin 
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stabil. Die Kurven der Viruskonzentration am Nabel- und 

einen ahnlichen, parallelen Verlauf. Es 

anzunehmen, dass es sich bei der 

Kronenende 

ist daher 

zeigen 

nicht 

Konzentrationsabnahme um eine Virusverlagerung innerhalb der 

Knolle handelt. Vielmehr ist der Grund in der wechselnden 

physiologischen Aktivitãt der Knolle zu suchen. Erfolgt die 

Keimruhebrechung na eh ei ne r Vorlagerungszeit von vier 

Wochen , so 

gemessenen 

PVY, ist 

schwanken die wahrend der Beobachtungsperiode 

Viruskonzentrationen unbedeutend. Wie bereits bei 

auch hier kein extremes Konzentrationsmaximum mehr 

feststellbar. Die Viruskonzentration bleibt ungefãhr auf dem 

Endniveau der l bis 2 Wochen vorgelagerten Knollen stehen 

(Abb. 29 und 30). 

Durch die Vorlagerung der Knollen bei 40C wird keine 

wesentliche Aenderung der Viruskonzentration ausge lost. Nur 

bei Palma werden am Nabelende gesichert hohere Werte 

gemessen (Abb. 29 und 30) . Allgemein bleibt die 

Viruskonzentration sowohl bei Palma, wie auch Desiree am 

Nabel- gegenüber Kronenende hoher . Der bereits kurz nach der 

Vergasung erreichte Maximalwert der Viruskonzentration nimmt 

wahrend der ersten drei Wochen nach der Keimruhebrechung 

stetig ab und bleibt anschliessend annahernd konstant. Die 

gemessenen Werte erlauben immer eine problemlose 

Differenzierung zwischen "Gesund" und "Virusinfiziert". 

5 . VERTEILUNG VON PVY UEBER DIE KRONENHAELFTE 

UNTERSCHIEDLICH VORBEHANDELTER KNOLLEN 

Einer der 

Virusnachweis 

Virusverteilung 

wichtigsten Faktoren für den erfolgreichen 

an der Kartoffelknolle ist eine moglichst gute 

über grossere Knollenbezirke . Da die 

Probeentnahme aus praktischen Ueberlegungen nur an einem Ort 

der Knolle erfolgen kann, genügt es nicht, wenn die 

Viruskonzentration nur an einzelnen Augen einen genügend 

ho h en Wert 

Virusverteilung 

aufweist. Bei einer 

ware ein Anbohren 

unregelmassigen 

der Knolle an 
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verschiedenen Orten unumganglich. Dies würde eine rationelle 

Arbeit verhindern. Aus diesem Grund ist es vo r allem für die 

ELISA-Anwendung in der Praxis von besonderem Interesse zu 

wissen, wann und wo die Nachweisgenauigkeit einen genügend 

hohen Wert erreicht. Mit ahnlicher Fragestellung haben sich 

auch Gugerli et al . (1980) befasst . 

Die folgenden Untersuchungen beschaftigen sich mit der 

Virusnachweisbarkeit an sechs verschiedenen Augen der 

Kronenhalfte bei PVY-infizierten Knollen der Sorte Bintje. 

Dabei wurden ausgehend vom apikalen Kronenauge auc h die fünf 

weiteren Nachbaraugen unterschiedlich vorbehandelter Knollen 

untersucht . Die Probenentnahme erfolgte wie üblich an der 

Basis der betreffenden Augen . 

5 . 1 . Nachweissicherheit 

Di e Abbildungen 

Nachweissicherheit 

in Abhangigkeit 

33 bis 36 zeigen den Verlauf der 

an unterschiedlich vorbehandelten Knollen 

von 

Anforderungen. Da bei 

de r 

wurde 

Strenge 

e ine 

de r gestellten 

Knolle dann al s 

virusinfiziert beurteilt , wenn mindestens eine, zwei, drei, 

vier, fünf oder sechs der sechs untersuchten Proben positiv 

waren. Bei einer homogenen Virusverteilung über die gesamte 

Kronenhalfte, müssten die Resultate, unabhangig von den 

gestellten Anforderungen, die gleiche Nachweissicherheit 

aufweisen. 

Betrachtet man die Viruserfassung an unbehandelten, bei 

220C vorgelagerten Knollen (Abb . 33), so ist die 

ungleichmassige Virusverteilung nicht zu übersehen, die 

Viren sind an einzelnen Augen lokalisiert. Bis zum 39 . Tag 

nach der Ernte nimmt nicht nur die Nachweissicherheit ab, 

auch die Virusverteilung innerhalb der Knollen beschrankt 

sich zunehmend auf einzelne Augen . Die Zone um das apikale 

Auge zeigt in dieser Phase keine verbesserte Viruserfassung. 

Wahrend der weiteren Inkubation ist eine Zunahme der 

Nachweissicherheit feststellbar, die sich erst jetzt vor 
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allem in 

bemerkbar 

das Virus 

der unmittelbaren Nachbarschaft des apikalen Auges 

macht. Nach 183 bis 216 Tagen nach der Ernte ist 

in der Gegend des apikalen Auges so gut 

nachweisbar, dass eine 

des apikalen Auges 

gewãhrleistet. 

einzelne Probeentnahme an der Basis 

einen zuverlassigen Virusnachweis 

In unvergasten Knollen kann eine Aenderung 

Knollenvorlagerung bei 40C erreicht 

Durch den Kalteschock wird 

des 

Metabolismus durch 

werden (Abb. 

Stoffwechsel 

Tagen na eh 

34) . d er 

gebremst, als Folge davon ist in den ersten 28 

der Ernte die Nachweissicherheit und die 

Virusverteilung gegenüber ungekühlten Knollen schlechter . 

Die ohne Kalteschock gelagerten Knollen erreichen ihre 

natürliche Keimruhe spater. Zu diesem Zeitpunkt ist in den 

kalt vorgelagerten Knollen eine verbesserte Virusvermehrung 

feststellbar . In der Zeit zwischen dem 32 . und 78 . Tag nach 

der Ernte sind Nachweissicherheit und Virusverteilung in den 

vorgekühlten Knollen besser . Die Wirkung des Kalteschocks, 

ohne zusatzliche künstliche Keimruhebrechung, ist jedoch für 

die Praxis ungenügend . Die Nachweissicherheit ist zu gering 

un d 

Er s t 

das Virus ist unregelmassig auf einzelne Augen verteilt. 

nachdem die natürliche Keimruhe endgültig überwunden 

steigt in stark keimenden Knollen 183 bis 216 Tage wurde, 

na eh d er Ernte die Nachweissicherheit am apikalem Auge auf 

90% bis 100%. 

Der durch die künstliche Keimruhebrechung mit Rindite 

ausgeloste, sprunghafte Anstieg der Nachweissicherheit wurde 

im Rahmen dieser Arbeit bereits mehrmals erwãhnt. Die 

Abbildungen 35 und 36 zeigen nicht nur die bereits bekannte 

Verbesserung des Virusnachweises. Als neue Erkenntnis kommt 

die verbesserte Virusverteilung über die gesamte 

Kronenhalfte hinzu. Eine der Keimruhebrechung vorausgehende 

Kaltebehandlung steigert diesen Effekt zusãtzlich (Abb. 36) . 

Kalt vorgelagerte und anschliessend mit Rindite vergaste 

Knollen zeigen im ELISA eine hohere Nachweissicherheit und 

vor allem eine gleichmassigere Virusverteilung auf alle 

Kronenaugen wahrend der ganzen Untersuchungsperiode . Für die 
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Untersuchungspraxis 

der Testsicherheit , 

bedeutet dies eine bedeutende Steigerung 

da das Verfehien des apikaien Auges bei 

der Probeentnahme keine Auswirkung auf den Virusnachweis 

hat . Ein mehrmaliges Anbohren der Knollen führt in 

unbehandelten Knollen zur Verbesserung der 

Nachweissicherheit . Nach der künstlichen Keimruhebrechung 

erübrigt sich jedoch dieser Mehraufwand. Alle drei bis vier 

Augen im apikalen Bereich sind für die Probenentnahme gleich 

gut geeignet. Nicht reagierende Augen sind erst gegen die 

Knollenmitte feststellbar. 

Der Einfluss der verschiedenen Knollenvorbehandlungen auf 

die Viruserfassung ist in den Abbildungen 37 bis 40 

zusammengefasst. Zur Verdeutlichung der Unterschiede wurden 

für den erfolgreichen Nachweis zwei extreme Kriterien 

gewãhlt. In den Abbildungen 37 und 39 genügte für den 

Nachweis innerhalb der Knolle eine positive Reaktion, in den 

Abbildungen 38 und 40 mussten alle sechs Bohrproben 

reagieren. 

Die Reaktion auf die Rinditebehandlung erfolgt bereits in 

den ersten fünf bis sechs Tagen (Abb. 37 und 38) . Innerhalb 

dieser ersten Woche erreicht die Nachweissicherheit in der 

Gegend des apikalen Auges 90%, falls mehrere Bohrungen 

gemacht werden. Der Nachweis ist jedoch zu diesem Zeitpunkt 

noch nicht genau auf das apikale Auge lokalisiert . Die 

Zunahme der Virusausbreitung über die Kronenhãlfte 

manifestiert die Abbildung 38 . Vier Wochen nach der 

Keimruhebrechung 

nicht nur alle 

zusãtzlich haben 

verteilt (Abb . 

ungekühlten, mit 

werden bei den kühl vorgelagerten Knollen 

virusinfizierten Knollen erfasst (Abb. 37), 

sich die Viren über die ganze Kronenhãlfte 

38) . Im Vergleich dazu schneiden die 

Rindite vergasten Knollen sichtbar 

schlechter ab . Im gleichen Zeitraum erreicht die 

Nachweissicherheit maximal 90% (Abb. 37) und die 

reagierenden Augen sind mehr auf die apikale Gegend 

beschrãnkt, die gegen die Mitte der Knolle gelegenen Augen 

reagierten nicht (Abb. 38). 

D er Virusnachweis in unvergasten Vergleichsknollen 
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gestaltet si eh viel schwieriger. Obwohl di e kühle 

Vorlagerung in den ersten vier Vergleichswochen eine gewisse 

Verbesserung bewirkt, ist der Nachweis doch ungenügend und 

nur an einzelnen Augen moglich . 

Der weitere Verlauf der Virusnachweisbarkeit und 

- verteilung bis zur 28 . Woche nach der Vergasung ist in den 

Abbildungen 39 und 40 dargestellt. Nachdem die mit Rindite 

behandelten Knollen die hundertprozentige Nachweissicherheit 

erreicht haben, bleibt diese wãhrend der ganzen 

Beobachtungsperiode von 28 Wochen nach der Keimruhebrechung 

erhalten (Abb. 39) . Auffallend ist jedoch die Verlagerung 

des Virus Richtung apikales Auge, dies vor allem bei 

ungekühlten Kno llen ( Abb. 40) . An Knollen ohne künstliche 

Keimruhebrechung , erreic hte man eine brauchbare 

Nac hweissicherheit erst am Ende der Beobachtungsperiode 

(Abb. 39) , dabei sind die Viren vor allem am apikalen Auge 

nachweisbar (Abb . 40 ) . 

5.2. Viruskonzentration 

Die Auswirkung der Knollenvorbehandlung auf die 

Viruskonzentration am Kronenende wurde mit Hilfe der 

gemessenen Extinktionswerte beurteilt . In der Rechnung sind 

alle, zum gegebenen Zeitpunkt erfassten, virusinfizierten 

Proben berücksichtigt . Somit entsprechen die errechneten 

Werte einer mittleren Viruskonzentration über die gesamte 

Kronenhãlfte der Knolle . 

In der Abbildung 41 ist der Verlauf der Viruskonzentration 

wãhrend der ersten 28 Tage nach der Keimruhebrechung 

dargestellt . Die Abbildung 42 gibt einen Ueberblick über die 

ganze Untersuchungsperiode von 28 Wochen nach der 

Keimruhebrechung wieder . 

Die hochsten Viruskonzentrationen werden an den kãlte- und 

rinditebehandelten Knollen gemessen . Die stãrkste 

Zunahmerate wird wãhrend der ersten fünf Tage nach der 

Keimruhebrechung beobachtet, die Viruskonzentration erreicht 



75 

annãhernd den Maximalwert . 

Rinditebehandlung weichen 

Bis zu 

di e 

acht Wochen nach der 

Extinktionswerte nur 
geringfügig 

sinkt der 

vom Maximalwert ab , in den weiteren fünf Wochen 

Virusgehalt um ca . 50% . Gegen Ende der 

Beobachtungsperiode steigt die Viruskonzentration erneut an 

(Abb . 42) . Einen annãhernd parallelen Kurvenverlauf zeigen 

auch die vergasten, aber ohne Kühlung vorgelagerten Knollen . 

Die gemessenen Extinktionswerte erreichen ca. 50% der 

entsprechenden , vorgekühlten Vergleichsknollen. Wie bereits 

festgestellt, ist die Virusverteilung und Nachweissicherheit 

in Knollen 

auch die 

ohne Keimruhebrechung ungenügend. Ungünstig sind 

tiefen gemessenen Viruskonzentrationen . Erst 

wãhrend der natürlichen Keimung nach 6 bis 7 Monaten werden 

die gleichen Extinktionswerte, wie in vergasten, bei 

220C vorgelagerten Knollen, erreicht . 

6 . ZUSAHHENFASSUNG 

Die Auswirkungen verschiedener Faktoren, wie natürliche 

und künstliche Keimruhebrechung, Vorlagerungstemperatur und 

-dauer auf die Nachweisbarkeit der Kartoffelviren PVY und 

PLRV in primãrinfizierten Knollen verschiedener 

Kartoffelsorten wurden mit Hilfe des ELISA-Verfahrens 

untersucht. Die untersuchten Viren zeigen ein recht 

unterschiedliches Verhalten . Wãhrend PVY in ruhenden Knollen 

sehr schlecht bis gar nicht und nur in geringen 

Konzentrationen nachweisbar ist, liefert der Nachweis von 

PLRV bedeutend bessere Resultate. Die natürliche 

Keimruhebrechung kann in den meisten Fãllen die Erfassung 

von PLRV-infizierten Knollen weiterhin verbessern, der 

Nachweis von PVY bleibt schwierig und unzuverlãssig . Erst 

nach sehr langer Lagerung (5-6 Monate) ist ein Anstieg der 

PVY-Nachweissicherheit und der Viruskonzentration 

feststellbar . 

Für einen zuverlãssigen Nachweis beider Viren (PVY und 
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PLRV) ist die künstliche Keimruhebrechung mit Rindite 

unerlãsslich . Innerhalb weniger Wochen nach der 

Rinditebehandlung konnen alle virusinfizierten Knollen mit 

hoher Sicherheit erfasst werden . Die künstliche 

Keimruhebrechung verbessert nicht nur die 

zusatzlich steigt in de n Nachweissicherheit, 

Knollen auch die 

Virusausbreitung 

Nachweissicherheit 

unabhangig ob die 

Viruskonzentration und es 

über grossere Knollenbezirke 

behandelten 

findet eine 

statt . Di e 

durchgeführt wird . 

von PLRV ist in behandelten Knollen davon 

Testierung am Nabel- resp . Kronenende 

Allgemein werden aber auch nach 

künstlicher Keimruhebrechung am 

gemessen, die über den Werten 

unbehandelten Knollen liefert 

Nabel PLRV-Konzentrationen 

am Kronenende liegen . In 

der Nachweis von PLRV am 

Nabel- gegenüber dem Kronenende bessere Resultate. 

Welche Inkubationszeiten nach der künstlichen 

Keimruhebrechung für einen sicheren Virusnachweis 

eingehalten werden müssen, ist von verschiedenen Faktoren 

abhãngig . Dabei muss vorausgeschickt werden, dass der 

Zeitpunkt der hochsten Viruskonzentration nicht immer mit 

dem der hochsten Nachweissicherheit korreliert. 

Jahresbedingte Unterschiede, sortenspezifisches Verhalten 

der Knollen , die untersuchten Viren und nicht zuletzt die 

Behandlung der Knollen nach der Ernte bis zur künstlichen 

Keimruhebrechung , müssen berücksichtigt werden. Das 

Erreichen der hochsten Nachweissicherheit kann durch tiefere 

Lagertemperatur und verlãngerte Knollenvorlagerung 

beschleunigt werden . Wahrend dem man nach der Behandlung mit 

Rindite bei PVY eine 4 bis 6 wochige Wartefrist einhalten 

muss, ist der sichere Nachweis von PLRV bereits unmittelbar 

danach moglich. Das natürliche Auskeimen der Knollen darf 

nicht als Kriterium für den zuverlassigen Virusnachweis 

benützt werden. Auch nach 5-monatiger Knollenlagerung mit 

entsprechender Keimung bietet nur eine zusãtzliche 

Rindite-Behandlung Gewahr für eine maximale 

Nachweissicherheit. 

Als Schlussfolgerung für routinemãssige Untersuchungen 
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unter Berücksichtigung eines minímalen Zeitaufwandes ergibt 

sich somit folgendes Vorgehen : 

Sofortiges Vergasen der Knollen mit Rindite ; dabei müssen 

die Knollen unbedigt die Schalenfestigkeit erreicht 

haben, um Kno llenfãulnis zu vermeiden. Eine vorgãngliche 

Kãlteschockbehandlung durch Knollenvorlagerung bei 40C 

kann s i ch auf die Testbereitschaft positiv auswirken . 

Nach erfolgter Keimruhebrechung werden die Knollen bei 

220C wãhrend mindestens vier Wochen gelagert . Nur die 

strikte Einhaltung dieser Inkubationsdauer garantiert 

eine hohe Testsicherheit . 

Die Probensaftentnahme erfolgt am Kronenende der Knolle . 

An der Basis des apikalen Auges konnen beide Viren ( PLRV 

und PVY) zuverlãssig nachgewiesen werden . 
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Abbildung 25 
Einfluss der Vorlagerungsdauer und -temperatur auf die Erfassung von PLRV 
Knollen der Sorte Desiree nach der Ernte bei 4°C resp . 22°C vorgelagert . 
anschliessend vergast und am Kronenende untersucht (Versuchsjahr 19B2) 
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Abbildung 26 
Einfluss der Yorlagerungsdauer auf die Erfassung von PLRY be i Palma 
Knollen nach der Ernte unterschiedlich lang bei 22°C gelagert , an
schliessend vergast und am Kronenende untersucht (Yersuchsj ahr 1982) 
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Wochen nach der Ernte 
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Abbildung 27 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur aut die Erfassung von PLRV bei Palma 
Knollen nach der Ernte bei 4°C resp. 22°C gelagert, anschliessend ver
gast und am Kronenende untersucht (Versuchsjahr 1982) 
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Abbildung 28 
Erfassung von PLRV bei Bintje und Colmo nach langer Lagerung 
Knollen nach der Ernte 5 Monate bei 4°C in Dunkelheit gelagert. an
schliessend vergast und am Kronenende untersucht (Versuchsjahr 1983) 
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Wochen nach der Vergasung 

--B- Sin t j e. unvergast 
-B- Bint j e. vergast 
-B- Co l mo, unvergast 
-e- Colmo, vergast 
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Abb il dun g 29 
Einfluss der Vorlagerungsdauer aut die PLRV-Konzentration bei Palma 
Knollen nach der Ernte bei 22°C unterschiedlich lang vorgelagert. an
schliessend vergast und am Nabel- resp . Kronenende untersucht (19B2) 
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Abbildung 30 
Einfluss der Vorlagerungsdauer auf die PLRV-Konzentration bei Desiree 
Knollen nach der Ernte bei 22°C unterschiedlich lang vorgelagert. an
schliessend vergast und am Nabel- resp . Kronenende untersucht (1982) 
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Wochen nach der Ernte 
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---e-- 2 Wochen. Krone 
- ..(- 4 Wochen. Na be l 
--+-- 4 Wochen. Krone 
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Abbildung 31 
Einfluss der Temperatur aui die PLRV-Konzentration bei Palma 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 4°C resp . 22°C vorgelagert. an
schliessend vergast und am Nabel- resp . Kronenende untersucht (1982) 
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Abbildung 32 
Einfluss der Temperatur auf die PLRV-Konzentration bei Oesiree 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 4°C resp . 22°C vorgelagert. an
schliessend vergast und am Nabel- resp . Kronenende untersucht (1982) 
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Abbildung 33 
Verteilung von PVY ueber die Krone bei Bintje - unvergast. Versuchsjahr 1984 
Knollen nach der Ernte bei 22°C gelagert und regelmaessig an 6 verschiedenen 
Augen der Kronenhaelfte auf Virusbefall untersucht - Knolle positiv. wenn 
1. 2. 3. 4. 5 oder alle 6 Reaktionen positiv waren (Balken 1 - 6) 
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Abbildung 34 
Verteilung von PVY ueber die Krone bei Bintje, 4°C, unvergast (1984) 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 4°C vorgelagert, dann Lagerung bei 22°C 
Jede Knolle an 6 verschiedenen Augen der Kronenhaelfte untersucht - Knolle 
positiv, wenn 1, 2, 3, 4, 5 oder alle 6 Reaktionen pos . waren (Balken 1 - 6) 
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Abbildung 35 
Verteilung von PVY ueber die Krone bei Bintje, 22°C, vergast (1984) 
Knollen nach der Ernte bei 22°C gelagert und nach 2 Wochen vergast 
Jede Knolle an 6 verschiedenen Augen der Kronenhaelfte untersucht - Knolle 
p os it i v. wenn 1, 2, 3, 4, 5 o d er alle 6 Reakt ionen p os . waren (Bal k en 1 - 6) 
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Abbildung 36 
Verteilung von PVY ueber die Krone bei Bintje, 4°C, vergast (1984) 
Knollen nach der Ernte 2 Wochen bei 4°C vorgelagert , nach der Vergasung 22°C 
Jede Knolle an 6 verschiedenen Augen der Kronenhaelfte untersucht - Knolle 
posit iv, wenn 1. 2, 3, 4, 5 oder alle 6 Reaktionen pos . waren (Balken 1 - 6) 
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Abbildung 37 
Erfassung von PVY an Knollen. die 6x angebohrt wurden, Versuchsjahr 19B4 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Keimruhebrechung (Rindite) 
Knolle (Bintje) positiv. wenn mind . 1 von 6 Reaktionen positiv war 
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Abbildung 3B 
Erfassung v an PVY an K no llen. d i e 6x angebohrt wurden. Versuchs j ahr 19B4 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Keimruhebrechung (Rindite) 
Knolle (Bintje) positiv, wenn alle 6 Reaktionen positiv waren 
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Abb ildung 39 
Erfassung von PVY an K no llen. di e 6x angebohrt wurden , Versuchs j ahr 1984 

Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Keimruhebrechung (Rindi t e) 

Knolle (Bintje) positiv, wenn mind . 1 von 6 Reaktionen positiv war 

Beobachtungsdauer = 28 Wochen nach der Keimruhebrechung 
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Abbildung 40 
Erfassung von PVY an Knollen. die 6x angebohrt wurden, Versuchsjahr 19B4 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Keimruhebrechung (Rindite) 
Knolle (Bin.tje) positiv. wenn alle 6 Reaktionen positiv waren 
Beobachtungsdauer = 2B Wochen nach der Keimruhebrechung 
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Abbildung 41 
PVY-Konzentrat ian in Knollen (Bint j e). d i e 6x angebohrt wurden 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Ke i mruhebrechung (Rindite) 
Mittelwertrechnung aus allen positiven Reaktionen (Bintje) 
Beobachtungsdauer = 26 Tage nach der Keimruhebrechung 
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Abbildung 42 
PVY-Konzentrat ian in K no llen (Bint j e) o di e 6x angebohrt wurden 
Einfluss der Vorlagerungstemperatur und der Keimruhebrechung (Rindite) 
Mittelwertrechnung aus allen positiven Reaktionen (Bintje) 
Beobachtungsdauer = 28 Wochen nach der Keimruhebrechung 
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B) AUSWIRKUNGEN DES INFEKTIONSZEITPUNKTES DER PFLANZEN 
AUF DEN NACHWEIS VON VIREN HITTELS ELISA 

l . EINLEITUNG 

Die im Abschnitt III/A vorgestellten Resultate zeigen 

deutlich, das s der zuverlãssige Virusnachweis an 

Kartoffelkno llen mit Hilfe von ELISA eine ganz bestimmte 

Knollenvorbehandlung erfordert. Der optimale Zeitpunkt der 

Untersuchung ist eng mit dem physiologischen Zustand der 

Knollen verbunden . Bei d em für die Untersuchungen 

verwendeten Material handelte es sich um natürliche 

Primarinfektionen , deren Infektionszeitpunkt im Feld nicht 

definiert war . Wãhrend der umfangreichen, mehrjãhrigen 

Experimente ist es immer wieder aufgefallen, dass es 

einzelne PVY resp . PLRV infizierte Knollen gab, die ohne 

jegliche Vorbehandlung, sofort nach der Ernte mit hoher 

Nachweissicherheit im ELISA erfasst wurden . 

Bei der Suche nach einer moglichen Erklãrung für dieses 

Verhalten drãngte sich die Frage nach dem Einfluss des 

Infektionszeitpunktes auf. 

Nachdem ein Gewãchshausexperiment mit definierten 

Infektionszeitpunkten in kleinerem Rahmen ermutigende 

Resultate zeigte, haben wir uns entschlossen, die Rolle des 

Infektionszeitpunktes in einem Feldversuch zu untersuchen. 

2. VERSUCHSANORDNUNG 

2.1. Freilandversuch 1985 

Der chronologische Aufbau des gesammten Experiments ist in 

der Abbildung 44 schematisch dargestellt. Die Bedeutung des 

Infektionszeitpunktes der Pflanzen für die 

Nachweisgenauigkeit von PVY und PLRV in verschiedenen 
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Pflanzenteilen, insbesondere in den Knollen , wurde 1985 

unter natürlichen Bedingungen im Feld untersucht. Als 

Ausgangsmaterial dienten gesunde und sekundãr infizierte 

Knollen der Sorte Bintje . Die Versuchsanlage befand sich auf 

dem Betrieb der Forschungsanstalt Zürich-Reckenholz . Die 

Anzucht der Kartoffelpflanzen fand in acht vierreihigen 

Parzellen zu 25 Pflanzen pro Reihe statt . Die jungen 

Kartoffelpflanzen wurden sofort nach dem Auflaufen durch 

spezielle Gaze-Tunnels (Abb . 43) vor unkontrollierten 

Virusinfektionen geschützt. Die Untersuchungen über die 

Rolle des Infektionszeitpunktes wurden an vier verschiedenen 

Infektionsgruppen durchgeführt . Zum gegebenen Zeitpunkt 

infizierte man jeweils eine Parzelle mit PVY resp. PLRV. Für 

die primãren Infektionen wurden drei verschiedene Zeitpunkte 

bzw. Wachstumsphasen gewãhlt (Abb. 44) . 

l. Infektionsgruppe : Kurz nach dem Auflaufen, zu Beginn 

der Blatt- und Stengelausbildung. 

2. Infektionsgruppe : Knollenansatz 

3 . Infektionsgruppe: 2 Wochen vor der Frühernte, viele 

Knollen haben die Saatgutgrosse 

annãhernd erreicht. 

4. Infektionsgruppe: Sekundar infizierte Pflanzen . 

Abbildung 43 : Gaze-Tunnels gegen unkontrollierte Infektionen 



PARZELLE: 

DATUM 

22 .4. 85 

29 . 4 . 85 

24 .5 .85 

30 . 5 . 85 

9 .6 . 85 

10 . 6 . 85 

12 .6 . 85 

19.6 . 85 

20 .6 . 85 

26.6 . 85 

27 .6 . 85 

28 .6 . 85 
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Pl.-Y l P2 . -Y l P3 .-Y l Sek .-Y l Pl. - R l P2 .-R l P3 .-R l Sek . -R 

Gesundes resp . sekundaer 1nf1z1ertes Ausgangs•aterial (Bintje) setzen . 

Alle Pflanzen gegen Infektionen durch Gaze-Tunnels schuetzen . 

1 . In f . PVY 

1 . Inf . PLRV 

ELISA 

2 . In f . PVY 

ELISA ELISA 

ELISA 2 . In f . PLRV 

ELISA 

ELISA ELISA ELISA 

3 . Inf . PVY 3 . In f . PLRV 

ELISA ELISA 

4 . 7 . 85 Kontrolle der Pflanzen au f Virusbefall 1• ELISA (2 Triebe à 3 Blaetter/Pflanze) 

12 . 7 . 85 F R U E H E R N T E aller Pflanzen durch S T A U D E N Z I E H E N 

30.7 . 85 E R N T E aller Pflanzen, d . h . Knollen pflanzenweise nu-riert graben 

5 .8 . 85 E L I s A ab Knolle, untersuchung e i ner Knolle pro Pflanze (unvergast) 

16 . 8 . 85 K N O L L E N V D R L A G E R U N G bei 4•c resp . 22•c 

20 .8 . 85 Kuenstliche KEII4fUEBRECif.JNG einzelner Knollen.uster •1t R1nd1te 

AB 26 . 8.85 UNTERSUCif.JNG DER VERSCHIEOENEN KNOLLENMUSTER 114 ELISA IN EINWOECHIGEM ABSTAND 

Abbildung 44: 
Auswirkungen des Inf~ktionszeitpunktes der Pflanzen aut den 
Nachweis von Viren (Uebersicht ueber den Aufbau des Versuches) 
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Die künstl ieh e Infektion mit PVY erfolgte mit Hilfe einer 

Spritzpisto le (de Bokx , 1972a), die PLRV-Infektion dureh 

Aussetzen infizierter Blattlãuse. Di e 

ELISA 

De r 

wurden vor der Infektion im 

Gesundheitszustand untersueht. 

verwendete Pressaft stammte von 

einzelnen Parzellen 

ab Blatt auf den 

für die Infektion 

PVYN-infizierten 

Pflanzen der Sorte Bona (latenter Trãger des 

Rippenbrãunevirus ) , die für die PLRV-Infektion benotigten 

Blattlãuse wurden an sekundãr infizierten Pflanzen der Sorte 

Desiree aufgezogen . 

Um den Verlauf d er Virusausbreitung wãhrend d er 

Vegetationsperiode verfolgen zu konnen , wurden regelmãssig 

folgende Proben einzelner Pflanzen im ELISA auf Virusbefall 

untersueht : 

Blãtte r : 

Stengel : 

Stolonen 

Wurzeln 

a) 

b) 

e ) 

d) 

e) 

a) 

b) 

e) 

d) 

e) 

l. Blatt von o ben 

3 . Blatt von o ben 

6 . Blatt von o ben 

3. Blatt von un t en 

l . Blatt von un t en 

Stengelspitze oberirdiseh 

Stengelmitte oberirdiseh 

Stengel lem über der Erde 

Stengelmitte unterirdiseh 

Stengelbasis unterirdiseh 

Im Alter v on 81 Tagen erfolgte die Frühernte dureh 

Staudenziehen . 

De r Gesundheitszustand aller Pflanzen wurde vor der 

Frühernte mit Hilfe von ELISA überprüft. Von jeder Pflanze 

wurden zwei Triebe gezogen und jeweils das oberste, mittlere 

und unterste Blatt im ELISA auf Virusbefall untersueht. 

Die Knollenernte 

wurden nummeriert. 

erfolgte pflanzenweise , die Knollen 

Je eine Knolle pro Pflanze wurde 

unmittelbar naeh der Ernte unbehandelt im ELISA untersueht. 
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Für die weitere Behandlung erfolgte die Verteilung der 

restlichen Knollen jeder Pflanze nach folgendem Schema: 

X Knollen einer Pflanze 

Knollenvorlagerung bei 4°C 
(X/2) 

Vergasung ~it Rindite 
(X/4) 

unvergast 
(X/4) 

Knollenvorlagerung bei 22°C 
(X/2) 

Vergasung •1t Rindite 
(X/4) 

unvergast 
(X/4) 

Die Untersuchung 

Knollenmuster fand in 

der unterschiedlich behandelten 

einwochigen Abstãnden mittels ELISA 

statt. Wãhrend des ganzen Experiments wurde die 

Knollennummerierung beibehalten . 

An jedem Untersuchungszeitpunkt prüften wir im ELISA pro 

Behandlung und Variable 30 Knollen. Um auch den 

Virusnachweis innerhalb der Knolle verfolgen zu konnen, 

wurde jede Knolle an drei Stellen (Nabel, Mitte, Krone) 

angebohrt. Die Ueberprüfung der Resultate ab Knolle erfolgte 

im ELISA ab Augenstecklingsblatt . 

2.2 . Gewãchshausversuch 1986, Viruswanderung in der 

Kartoffelpflanze 

In einem Gewãchshaus wurden 400 gesunde und je 100 

sekundãr infizierte (PVY und PLRV) Pflanzen der Sorte 

Bintje, eintriebig, in 18cm-Topfen angezogen . Die 

Auspflanzung erfolgte am 27.2.86 und die Pflanzen wurden bis 

zum Infektionszeitpunkt durch engmaschige Nylonsãcke vor 

ungewollten Infektionen geschützt. 
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Die Viruswanderung in der Pflanze wurde an primãr (PVY) 

und sekundãr (PVY und PLRV) infizierten Pflanzen verfolgt. 

- l. Infektionsgruppe 

(PVY, 300 Pflanzen) 

Infektion am 14 . 3 . 86, Pflanzenalter 

2 Wochen, Pflanzen mit 

durchschnittlich 5 Blãttern . 

Infektion am 25.4.86, Pflanzenalter 

8 Wochen, Pflanzen mit 

durchschnittlich 15 Blãttern. 

- 2. Infektionsgruppe 

(PVY, 100 Pflanzen) 

- 3. Infektionsgruppe 

(PVY und PLRV) 

Je 100 sekundar infizierte 

Pflanzen. 

Di e Infektion der Gruppen l und 2 wurde immer am 

drittobersten Blatt angesetzt, dieses Blatt wurde zusãtzlich 

markiert . Der zur Infektion verwendete Pressaft stammte von 

sekundãr PVY-infizierten Pflanzen der Sorte Bona. Die zu 

infizierenden Blãtter wurden angefeuchtet, mit 

Carborundum-Pulver bestãubt und mit dem Infektionspressaft 

mittels Schaumgummi abgerieben (de Bokx , 1972b) . Durch 

gründliches Duschen der Pflanzen mit Wasser konnten nach 

erfogter Infektion alle Carborundum-Reste entfernt werden. 

Die Virusuntersuchungen an je 10 Pflanzen erfolgten in 

einwochigen Abstãnden nach der Infektion, mit Hilfe von 

ELISA . Jede Einzelpflanze zerlegten wir für die 

Probensaftgewinnung in folgende Teile: 

- Blãtter 

- Stengel 

Von allen Laubblãttern wurden die Endfieder 

untersucht, insbesondere das markierte, 

infizierte Blatt. 

3 Teile; oberer, mittlerer und unterer 

Stengelbereich. 

- Wurzel 2 Teile; stengelnaher Bereich und Spitzenteil. 

- Stolonen: Im jüngsten Stadium mit Knollenansatz 

- Knollen 

zusammen. 

Tochterknollen und so lange wie moglich auch 

die Mutterknolle . 
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3. FREILANDVERSUCH 1985 

Die wãhrend dieses Versuches gesammelten Daten sollten 

mithelfen folgende Fragenkomplexe zu klãren : 

- Unterschiede zwischen PVY und PLRV 

- Infektionszeitpunkt; Primãrinfektion (1,2,3) und 

SekÚndãrinfektion 

- Virusnachweis innerhalb der Knolle (Nabel, Mitte, Krone) 

- Vorlagerungstemperatur der Knollen (40C rep. 220C) 

- Künstliche Keimruhebrechung (Vergasung mit Rindite) 

- Virusnachweis in infizierten Pflanzen wãhrend der 

Vegetationsperiode 

- Infektionserfolg bei den Tochterknollen 

3.1. Virusnachweis an Kartoffelpflanzen wãhrend der 

vegetativen Phase 

3.1.1. Nachweis von PVY 

In allen Infektiongruppen konnte, unabhãngig vom gewãhlten 

Infektionszeitpunkt, ein 

werden. Bei den primãren 

PVY-infizierter Pflanzen 

hoher Infektionserfolg 

Infektionen betrug der 

in der ersten und 

erzielt 

Anteil 

zweiten 

Infektionsgruppe 98% In der dritten Infektionsgruppe waren 

91% der Pflanzen virusinfiziert. Die vierte Infektionsgruppe 

bestand aus 100% sekundãr infizierten Pflanzen. 

Der Nachweis von PVY in der Kartoffelpflanze ist wãhrend 

der vegetativen Phase massgeblich vom Infektionzeitpunkt 

abhãngig. In sekundãr infizierten Pflanzen war der 

Virusnachweis, vom Jugendstadium der Pflanzen bis zur 

Frühernte mit hundertprozentiger Sicherheit in allen 

Organen, ausgenommen der Wurzel, m6glich. Sowohl die 

Blãtter- und Stengelproben, als auch Stolonen und neu 

gebildete Knollen, eignen sich für die ELISA-Untersuchung 



103 

sehr gut. In der Wurzel konnten dagegen weder in der oberen 

(~lteren), noch in der Spitzenzone, positive Reaktionen 

gemessen werden. 

Ue be r einen unzul~nglichen, mit fortscreitendem Alter 

immer schlechter werdendem PVY-Nachweis in Wurzeln sekund~r 

infizierter Pflanzen, berichtet auch Vulic (1963a). Seine 

Ergebnisse zeigen a b d er 7 . Alterwoche eine stark 

rückl~ufige Viruskonzentration. Bei Pflanzen im Alter von 43 

bis 47 Tagen war in der ganzen Wurzel serologisch kein Virus 

nachweisbar. Die Nachweissicherheit im A6-Test ging in der 

~ltesten Wurzelzone au f 64%, in d en jüngsten Teilen d er 

Wurzel au f 36% zurück. Di ese Beobachtungen von Vulic 

entsprechen au eh unseren Ergebnissen , bei de nen di e er s te 

durchgeführte Wurzeluntersuchung i m Alter von 51 Tagen 

stattgefunden hat . 

De r Erfolg des Virusnachweises an gleich alten, 

prim~rinfizierten Kartoffelpflanzen wird entscheidend vom 

Entwicklungszustand de r gesunden Pflanze zum 

Infektionszeitpunkt beeinflusst. Erfolgte die Infektion an 

jungen Pflanzen (Infektionsgruppe l), so kann w~hrend der 

vegetativen Phase ein Teil der PVY-infizierten Pflanzen im 

ELISA erfasst werden (Tab . 1) . 

Ta g e !.B! at t 3. B! at t 6 .Blatt 3. B la t t I.Blatt Stengel 
na eh von von von von von oberirdisch unterirdisch S tolan. Wurzel 
In t. oben o ben o ben un t en unten o ben H l t te un t en Hltte Ba s l s 

19 58% 54% 54% 42% 25% 54% 58% 54% 58% 54:1: 50% o 
33 53% 53% 53% 18% o 53% 53% 53% 53% 18% 10% 

Tabelle 1: Na chweis von PVY an Pflanzen der Infektionsgruppe 
(Mittelwert von 30 Einzelpflanzen) 

Innerhalb de r reagierenden Pflanzen ist das 

mehrheitlich in Organen lokalisiert, di e er s t na eh 

erfolgten Infektion gebildet wurden . Pflanzenteile , 

bereits vor der Infektion ausgebildet waren (l. und 3 . 

o 

Virus 

de r 

di e 

Blatt 

von unten, Stengelbasis, Stolonen) reagieren schlecht , die 

Viruskonzentration ist gegenüber neugebildeten Blãttern viel 
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niedriger . Einige Pflanzen, die 19 Tage nach der Infektion 

positive Reaktionen lieferten, zeigten 33 Tage nach der 

Infekti on weniger Reaktionen, dies vor allem in den unteren 

Pflanzenorganen (unterste Blãtter, Stengelbasis, Stolonen). 

Dies lãsst vermuten, dass das Virus mit den Assimilaten an 

Stellen der Zellneubildung, wo anschliessend auch die 

Virusvermehrung stattfindet, weitertransportiert wird . Wie 

bei sekundãren Infektionen, ist bis zu der Frühernte in der 

Wurzel kein Virus nachweisbar. 

Hat die Infektion an ãlteren Pflanzen stattgefunden 

(lnfektionsgruppe 2 und 3), so 

unabhãngig vom untersuchten Organ , 

an einzelnen Pflanzen erst sehr spãt 

ist der Virusnachweis, 

nicht oder gelegentlich 

(bei der Frühernte) und 

nur bei geringer Viruskonzentration moglich. 

In der Abbildung 45 ist die Nachweisbarkeit von PVY in 

Blãttern gleich alter, kurz vor der Frühernte stehender 

Pflanzen dargestellt, die aber zu verschiedenen Zeitpunkten 

infiziert wurden. Unabhãngig vom untersuchten Blatt, konnen 

alle sekundãr infizierten Pflanzen erfasst werden. In primãr 

infizierten Pflanzen ist dagegen der Nachweis an den 

obersten (=jüngsten), voll ausgebildeten Blãttern am 

sichersten. Mit zunehmendem Pflanzenalter zum Zeitpunkt der 

Infektion (Spãtinfektionen) werden immer weniger 

virusinfizierte Pflanzen erfasst . In der dritten 

Infektionsgruppe war bis zu der Frühernte (=7 Tage nach der 

Infektion) kein Virus nachweisbar . Der ungenügende 

Nachweiserfolg deckt sich mit den Beobachtungen anderer 

Autoren (Singh et al . , 1983) . Sie berichten Uber einen 

erfolgreichen Virusnachweis an im Feld gewachsenen PVY 

primãr infizierten Pflanzen ab der sechsten Woche nach der 

erfolgten Infektion. 

Bei der Saatkartoffelproduktion ist der Zeitpunkt der 

Infektion im Feld nicht bekannt. Obwohl ein grosser Teil der 

Pflanzen durch spãte Infektionen befallen werden kann, sind 

diese Virussymptome bis zu der Frühernte an der Pflanze 

meist nicht sichtbar oder nachweisbar. Aus diesem Grund ist 

es in der Praxis sehr problematisch, die Resultate vom Test 



105 

an Pflanzen selbst für eine Prognose betreffend Virusbefall 

der Knollen zu verwenden. Kno llen aus einem scheinbar 

gesunden Pflanzenbestand, k~nnen zu einem hohen Grad mit 

Virus befallen sein . 

3 . 1 . 2. Nachweis von PLRV 

Bis zu hohem Pflanzenalter (=Tage nach Pflanzung) konnte 

ein grosser Teil der gesunden Pflanzen im Feld mit PLRV 

infiziert werden : 

- l . Infektionsgruppe: Alter 38 Tage , Infektionserfolg = 96% 
- 2 . Infektionsgruppe: Alter 58 Tage, Infektionserfolg = 98% 

- 3 . Infektionsgruppe: Alter 66 Tage, Infekti onserfolg 85% 
- 4. Infektionsgruppe: 100% sekundãr infizierte Pflanzen 

Eine Altersresistenz macht sich bei den Pflanzen der 

dritten Infektionsgruppe bemerkbar; de r Anteil an 

virusinfizierten Pflanzen sinkt auf 85%. 

Der Nachweis von PLRV in sekundãr infizierten Pflanzen 

bietet 

bis 

keinerlei Probleme. An allen Untersuchungszeitpunkten 

zu der Frühernte k~nnen die Viren in allen 

Pflanzenorganen, ausgenommen de r Wurzel, mit 

hundertprozentiger Sicherheit nachgewiesen werden. 

Die Erfassung von primãr infizierten Pflanzen ist dagegen 

wãhrend der gesammten Vegetationsperiode auf einen kleinen 

Teil der sehr früh infizierten Pflanzen beschrãnkt. In der 

Infektionsgruppe l werden kurz vor der Frühernte (=30 Tage 

nach der Infektion) 20% der Primãrinfektionen erfasst. Für 

den Nachweis 

ausgewachsene 

eignet sich am besten das oberste, 

Blatt (Erfassung von 20% der virusinfizierten 

Pflanzen) . Gegen den unteren Planzenbereich nimmt die 

Nachweissicherheit stark ab (mittleres Blatt=4%, unterstes 

Blatt=O%). 

Virusbefall 

Auffallend 

einzelner 

ist au eh de r 

Pflanzentriebe, 

unterschiedliche 

teilweise sin d 

positive Reaktionen nur an einem Trieb feststellbar. An 
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allen früheren Untersuchungsterminen und bei den primãr 

infizierten Pflanzen der Infektionsgruppen 2 und 3 ist es 

wãhrend der ganzen Vegetationsperiode in keinem der 

untersuchten Organe gelungen, das PLRV nachzuweisen. 

Auch in der Arbeit von Ehlers et al . (1983) wird gezeigt, 

dass der Nachweiserfolg an mit PLRV primãrinfizierten 

Pflanzen stark vom Infektionszeitpunkt abhãngig ist. Frühe 

Infektionen konnen 4 Wochen nach der Infektion in jüngsten, 

voll ausgebildeten Blãttern mit 55%-iger Sicherheit 

nachgewiesen werden, bei spãten Infektionen betrãgt die 

Erfolgsrate nur noch 20%. 

3.2. Nachweis von PVY und PLRV an der Knolle 

3.2.1. Nachweis an unbehandelten Knollen sofort nach 

der Ernte 

Unmittelbar nach der Ernte wurden unbehandelte Knollen der 

vier Infektionsgruppen am Nabel, in der Knollenmitte und am 

Kronenende, zwecks Ermittlung der Nachweissicherheit, mit 

Hilfe von ELISA auf Virusbefall untersucht. Der Einfluss des 

Infektionszeitpunktes auf den Nachweiserfolg ist für PVY aus 

den Abbildungen 46 und 47 ersichtlich, die Resultate der 

PLRV-Infektionen sind in den Abbildungen 48 und 49 

zusammengefasst . 

Die Testierung von sekundãr infizierten Knollen liefert 

zuverlãssige Resultate . Sekundãre PVY und PLRV Infektionen 

konnen an frisch geernteten, unbehandelten Knollen mit 

hundertprozentiger Sicherheit nachgewiesen werden. Der 

zuverlãssige Nachweis von Blattroll ist sowohl am Nabel, wie 

auch an der Krone moglich (Abb. 48), allerdings sind am 

Nabelende der Knolle gesichert hohere Viruskonzentrationen 

(Abb . 49) 

sich für 

am besten . 

infizierten 

feststellbar. Beim Nachweis von Virus Y eignet 

die Knollensaftentnahme das Kronenende der Knolle 

Wãhrend am Nabel nur 85% der mit PVY sekundãr 

Knollen im ELISA erfasst werden, betrãgt die 
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Nachweissicherheit am Kronenauge 100% (Abb. 46). Zusãtzlich 

werden am Kronenende gegenüber dem Nabel stets h~here 

Viruskonzentrationen gemessen (Abb. 47), die die Testierung 

auf Virusbefall zusãtzlich vereinfachen . 

Unmittelbar nach der Ernte ist die Nachweisbarkeit von 

primãren Infektionen an unbehandelten Knollen wesentlich vom 

Zeitpunkt der erfolgten Infektion der Pflanze abhãngig. Je 

spãter die Infektion im Feld stattgefunden hat, umso 

schwieriger und unzuverlãssiger wird der Nachweis von PVY 

und PLRV . Am deutlichsten machen sich die Unterschiede bei 

der Testierung von Virus Y bemerkbar. In Knollen sehr früh 

infizierter Pflanzen erreicht das Virus Y die hochste 

Konzentration (Abb. 47) und ist gleichmãssig über die Knolle 

verteilt. Am Nabel, der für den Nachweis von 

Primãrinfektionen am besten geeignet ist, werden 90% der am 

frühesten infizierten Knollen erfasst. Je spãter die 

Primãrinfektion im Feld stattgefunden hat (Infektionsgruppe 

2 und 3), umso schlechter wird die Testsicherheit, der 

Anteil an nachgewiesenen Infektionen verringert sich auf 50% 

bis 30% (Abb. 46) . Der ungenügende Nachweiserfolg wird bei 

spãten Primãrinfektionen zusãtzlich durch den Ort der 

Knollensaftentnahme merklich beeinflusst; am Kronenende und 

vor allem in der Knollenmitte nehmen Nachweissicherheit und 

Viruskonzentration weiter ab. 

Weniger ausgeprãgt als beim Virus Y, aber trotzdem gut 

erkennbar, sind die durch den Infektionszeitpunkt 

induzierten Unterschiede beim Nachweis von PLRV . Auch beim 

PLRV sind die Testresultate (Abb. 48 und 49) ums o 

unzuverlãssiger, je spãter die Primãrinfektion stattgefunden 

hat . Der beste Nachweiserfolg und die hochsten 

Viruskonzentrationen werden wiederum am Nabelende 

festgestellt . Von den sehr früh infizierten Knollen konnen 

am Nabel 80% im ELISA nachgewiesen werden, bei spãten 

PLRV-Infektionen verringert sich der Anteil an erfassten 

Knollen auf 70% (Abb. 48) . An der Basis des Kronenauges 

erreicht die Nachweissicherheit , unabhãngig vom Zeitpunkt 

der Primãrinfektion, 70%. Die am Nabel gemessenen 
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Extinktionswerte im Bereich von 0 . 8 bis 1.1 sinken an der 

Krone auf 0 . 5 bis 0 . 6, die untersuchten Infektionsgruppen 

zeigen am Kronenende keinen signifikanten Unterschied in der 

Viruskonzentration (Abb. 49) . 

3.2.2 . Nachweis an Knollen verschiedener Infektionsgruppen 

nach künstlicher Keimruhebrechung 

Wãhrend der ersten 9 Wochen nach der Ernte wurde die 

Nachweisbarkeit der Infektionen an Knollen der verschiedenen 

Infektionsgruppen weiterverfolgt. Da der Virusnachweis an 

unbehandelten Knollen stark vom Infektionszeitpunkt abhãngig 

ist, untersuchten wir wãhrend dieser Zeit, wie gut und 

schnell der Nachweiserfolg bei den sekundaren und zeitlich 

gestaffelten, primaren Infektionen durch künstliche 

Keimruhebrechung verbessert werden kann. Drei Wochen nach 

der Ernte wurde die Halfte der Knollen jeder 

Infektionsgruppe mit Rindite vergast. Ein Teil der Knollen 

wurde vorgãngig einer Kãlteschockbehandlung ausgesetzt. Auf 

eine separate 

Knollen wurde 

Versuches ke in 

Auswertung der durch Kalteschock behandelten 

im weiteren verzichtet, da im Rahmen dieses 

signifikanter Unterschied zu ungekühlten 

Knollen feststellbar war. 

- Infektionen mit PVY 

Der Virusnachweis an unbehandelten Knollen mit Hilfe von 

ELISA liefert vor allem bei spateren Primarinfektionen 

ungenügende Ergebnisse. Die durch den Infektionszeitpunkt 

induzierten Unterschiede bleiben wahrend der gesamten 

Beobachtungsperiode erhalten (Abb. 50 - 52) . Bei sekundãren 

und sehr frühen primaren Infektionen eignet sich für die 

Knollensaftentnahme das Kronenende der unbehandelten Knollen 

am besten. Spate Primarinfektionen werden jedoch mit 

grosserem Erfolg am Nabelende erfasst. Bei allen 

Infektionsgruppen kann man in unbehandelten Knollen mit 
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zunehmender Lagerdauer eine deutliche Abnahme der 

Nachweissicherheit und der Viruskonzentration beobachten . 

Von den anfãnglich erfassten 90% bis 100% der frühen Primãr

(Gruppe 1) und Sekundarinfekionen konnen nach 9 Wochen nur 

noch 40% bis 70% nachgewiesen werden . Bei spãten 

Primãrinfektionen (Gruppen 2 und 3) ist der Nachweiserfolg 

mit nur 5% bis 15% noch geringer . Bewegten sich die nach der 

Ernte gemessenen Absorptionswerte in unbehandelten Knollen, 

je nach Infektionsgruppe , im Bereich von 0 . 40 bis 1.10, so 

konnten nach 9 Wochen lediglich Werte zwischen 0.20 und 0.40 

registriert werden . 

Der erste Effekt der künstlichen Keimruhebrechung ist 

bereits eine Woche nach der Rinditebehandlung feststellbar 

(Abb. 50-52); bei allen untersuchten Proben wird der 

Nachweiserfolg verbessert. Vor allem bei spãten 

Primãrinfektionen steigt nicht nur die Nachweissicherheit 

sprunghaft 

gegenüber 

hoher . In 

an, auch die gemessenen Viruskonzentrationen sind 

unbehandelten Vergleichsproben zwei bis drei Mal 

sekundãr infizierten Knollen sind wãhrend der 

ersten 4 Wochen nach der Behandlung keine signifikanten 

Unterschiede in der Viruskonzentration bei behandelten resp . 

unbehandelten Knollen feststellbar. Erst gegen das Ende der 

Beobachtungsperiode macht sich der Vorteil der 

Keimruhebrechung deutlich bemerkbar . Wãhrend dem die 

Viruskonzentration in unbehandelten Knollen deutlich 

rücklãufig ist (Absorptionswert 0.4 - 0 . 8), konnen in mit 

Rindite behandelten Knollen Absorptionswerte von 1.3 - 1.5 

gemessen werden. 

In der ersten Woche nach der Vergasung mit Rindite 

variiert noch der Anteil an erfassten Infektionen stark in 

Abhãngigkeit vom Infektionszeitpunkt, bei spãten Infektionen 

bleibt für die Knollensaftentnahme das Nabelende am besten 

geeignet (Verbesserung der Nachweissicherheit um 20% 

gegenüber Kronenende). Bei den Untersuchungen in den 

folgenden Wochen werden jedoch am Kronenende der behandelten 

Knollen durchwegs die besseren Ergebnisse erzielt . Am Nabel 

und in der Knollenmitte konnen auch nach achtwochiger 
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Woche 

110 

al le 

na eh 

Primãrinfektionen erfasst 

de r Behandlung kan n de r 

unterschiedliche Nachweiserfo lg innerhalb der einzelnen 

Infektionsgruppen durch die künstliche Keimruhebrechung 

weitgehend ausgeglichen werden . Der Anteil an erfassten 

virusinfizierten Knollen betrãgt in den Infektionsgruppen l 

und 2 über 90% . Bei sekundaren Infektionen erreicht die 

Nachwéissicherheit 100%. Auch nach der Rinditebehandlung 

bleibt der Nachweis von sehr spãten Primãrinfektionen 

(Gruppe 3) schwieriger . Eine genügende Testsicherheit wird 

erst in der fünften Woche nach der Behandlung erreicht . 

Trotz den Unterschieden in der Nachweissicherheit, weisen am 

Kronenende alle vergasten Knollen, unabhangig vom 

Infektionszeitpunkt, immer hohe Viruskonzentrationen auf. 

Die gemessenen Extinktionswerte bewegen sich im Bereich von 

1.0 bis 1 . 6 (am Nabel 0.5 1.0) . Bei gesunden 

Vergleichsknollen übersteigen diese Werte die Grenze von 

0.09 nicht . 

- Infektionen mit PLRV 

Entsprechend den Versuchen an PVY-infizierten Knollen 

wurden auch Infektionen mit PLRV untersucht . Wãhrend der 

neunwochigen Untersuchungen an unbehandelten, bei 220C 

gelagerten Knollen, verflachen die durch die gestaffelten 

Primãrinfektionen verursachten Unterschiede in de r 

Nachweisbarkeit von PLRV. 

Unmittelbar nach der Ernte ist das Blattrollvirus in 

unbehandelten Knollen mit ziemlich gutem Erfolg 

(Primãrinfektionen 70-80%, Sekundãrinfektionen 100%) sowohl 

am Nabel-, wie auch 

Wãhrend der Lagerung 

am Kronenende nachweisbar (Abb. 48) . 

erreichen die Knollen allmãhlich die 

volle Keimruhe, der Virusnachweis wird zunehmend 

unzuverlãssiger (Abb . 53-55). Vor allem am Kronenende 

erfasst man immer weniger Infektionen (Abb . 55). Neun Wochen 

nach der Ernte konnen am Nabel 45% bis 55% der Primãr- und 
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75% der Sekundãrinfektionen n~chgewiesen werden. Die 

Vergleichswerte an der Krone bewegen sich zwischen 25% und 

45% bei den primãr-, resp . 17% bei den sekundãr- infizierten 

Knollen . Nicht nur die Nachweissicherheit wird schlechter, 

sondern auch die Viruskonzentrati on in den Knollen nimmt ab . 

Die anfãnglich am Nabel stets h~heren Absorptionswerte (0.8 

1.1) sinken nach 9 Wochen auf das gleiche Niveau , wie an 

der Krone (0 . 2 - 0 . 3) . 

Nach künstlicher Keimruhebrechung k~nnen 

Blattro llinfektionen mit hoher Reproduzierbarkeit, wahrend 

lãngerer Zeit sehr zuverlassig nachgewiesen werden. Die 

Verbesserung des Virusnachweises wird bereits eine Woche 

nach der Behandlung erreicht. Sowohl die Nachweissicherheit 

(Abb. 53-55), wie auch die Viruskonzentration nehmen 

deutlich zu. Die gemessenen Absorptionswete sind gegenüber 

unbehandelten Knollen durchschnittlich zweimal hoher (0.4 -

1.1); verglichen mit dem Kronenende werden am Nabel etwas 

hohere Extinktionen erreicht (Verbesserung um 20%- 30%) . 

Mit zunehmender Inkubationsdauer (6 Wochen nach der 

Vergasung) ist auch in behandelten Kno llen eine abnehmende 

Viruskonzentration , 

0 . 4, feststellbar. 

mit Absorpti onswerten im Bereich von 

Die Testsicherheit verschlechtert sich 

trotz dieser Konzentrationsabnahme nicht, da der Unterschied 

zu gesunden Knollen mit Absorptionswerten um 0 . 1 genügend 

gross bleibt . 

Die geringsten Schwierigkeiten bietet der Nachweis von 

Sekundãrinfektionen. Unabhãngig vom Ort der 

Knollensaftentnahme konnen ab der ersten Woche nach der 

Rinditebehandlung immer alle infizierten Knollen erfasst 

werden . 

Obwohl auch bei den Primarinfekti onen an der ganzen Knolle 

gegenüber unbehandelten Vergleichproben bessere Resultate 

erzielt werden, liefert die Untersuchung am Kronenende die 

besten Testergebnisse . Von der ersten Woche an ist hier die 

Nachweissicherheit besser als 85% (am Nabelende 60%). Ab der 

vierten Woche konnen alle primarinfizierten 

zuverlassig nachgewiesen werden (Abb. 55). 

Knollen 
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Abbildung 45 
Einfluss des Infektionszeitpunktes auf die Nachweisbarkeit von PVY in 
primaer und sekundaer infizierten Pflanzen (Bintje) ab Blatt. unmitte l
bar vor d er Fruehernte (P f lanzena lter = 73 Tage) ; F e ldversuch 1985 
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Abbildung 46 
PVY-Nachweissicherheit an unbehandelten Knollen sofort nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel. in der Knollenmit te und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen. Feldversuch 1985 
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Abbildung 47 
PVY - Konzentration in unbehadelten Knollen sofort nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel, in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen. Feldversuch 1985 
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Abbildung 48 
PLRV-Nachweissicherheit an unbehandelten Knollen sofort nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel . in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen. Feldversuch 1985 
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Abbildung 49 
PLRV - Konzentration in unbehandelten Knollen sofort nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel. in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen. Feldversuch 1985 
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Abbildung 50 
PVY-Erfassung am Nabel von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infekt ionszeitpunktes (Pri m. 1, 2, 3, Se k. l, F e ldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollenl 
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Abbildung 51 
PVY-Erfassung in der Mitte von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infektionszeitpunktes (Prim . 1. 2, 3, Sek.), Feldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollen) 
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Abbildung 52 
PVY-Erfassung an der Krone von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infekt ionsze i tpunktes (Pri m. 1. 2, 3, Se k.) , F e ldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollen) 
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Abbildung 53 
PLRV-Erfassung am Nabel von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infektionsze i tpunktes (Pri m. 1. 2, 3, Se k. l . F e ldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollen) 
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Abbildung 54 
PLRV-Erfassung in der Mitte von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infekt ionszei tpunktes (Pri m. 1. 2. 3, Se k.) . F e ldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknol l en) 
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Abbildung 55 
PLRY-Erfassung an der Krone von vergasten und unvergasten Knollen (Bintje) 
Einfluss des Infektionszeitpunktes (Prim. 1. 2. 3, Sek .). Feldversuch 1985 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Yergleichsknollen) 
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3.2.3. Nachweissicherheit an natürlich keimenden Kno l len 

verschiedener Infektionsgruppen 

Nach der Loslosung 

erreichen die Knollen 

von der Mutterpflanze bei der Ernte 

allmãhlich die volle Keimruhe . Die 

Dauer der Keimruhe ist sehr unterschiedlich und wird durch 

Sorteneigenschaften, Reifegrad der Knollen, Lagertemperatur 

usw. stark beeinflusst. Durch tiefere Lagertemperaturen 

(40C) kann die Keimruhe verlangert werden , nac h 

gewisser Zeit gelingt es jedoch nicht mehr, die natürli c h e 

Keimung zu verhindern. 

Im Rahmen dieses Versuchs wurde auch di e Nac hwei sbarke i t 

von Infektionen an natürlich keimenden Kno llen der 

verschiedenen Infektionsgruppen unters ucht. Die erste 

Untersuchung erfolgte 160 Tage nach de r Ernte. Zu die s e m 

Zeitpunkt hat bei allen Knollenmustern die natü rliche 

Keimung , trotz Lagerung bei 40C , bereits de utlich 

eingesetzt. 

Die Resultate des Virusnachweises mit Hilf e von ELI SA 

zeigen wiederum das gewohnte Bild. Der Nachweis von PVY 

(Abb. 56 und 57) gestaltet sich gegenüber PLRV ( Abb . 58 und 

59) schwieriger, der Einfluss des Infektionszeitpunktes der 

Pflanzen ist bei den PVY-Infektionen ausgeprãgter. 

Bei den Untersuchungen an mit Virus Y infizi e r t en Kno llen 

wird der beste Nachweiserfolg bei sekundaren und sehr f rühen 

primãren Infektionen (Infektionsgruppe l) registrie rt . Für 

die Probensaftentnahme eignet sich das Kronenende der Knoll e 

am besten . An der Basis der Kronenaugen werden 85% de r 

Sekundarinfektionen und 61% der frühen Primarinfektionen 

(Nachweissicherheit am Nabel betragt 75% resp. 56%) mit 

gesichert hoheren Viruskonzentrationen erfasst (Abb . 56 und 

57). Deutlich schlechtere Testresultate liefern Kno llen 

spãtinfizierter Pflanzen. Am Nabel, der für den Nachweis v on 

spãten Primarinfektionen am besten geeignet ist, konnen nur 

27% (Krone 15%) resp . 18% (Krone 0%) der infizierten Knol len 

nachgewiesen werden (Abb. 56). 
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Sekundãre Blattrollinfektionen konnen nach Uberwundener 

Keimruhe, unabhãngig vom Ort der Knollensaftentnahme, 

hundertprozentig erfasst werden (Abb. 58). Bei der 

Untersuchung von primaren Blattrollinfektionen erreicht man 

die beste Nachweissicherheit am Kronenende. Ueber 90% der 

mit Blattroll infizierten Knollen aus den Infektionsgruppen 

1 und 2 konnen an der Basis von apikalen Augen nachgewiesen 

werden. Bei spaten Pflanzeninfektionen (Infektionsgruppe 3) 

wird der Virusnachweis mit 67% deutlich schlechter (Abb . 

58). Der signifikante Einfluss des Infektionszeitpunktes auf 

den Virusnachweis macht sich 

Nabelende bemerkbar . Spãte 

Abnahme der Testsicherheit 

auch bei der Untersuchung am 

Infektionen verursachen eine 

(Abb. 58) . Wahrend in der 

Infektionsgruppe.1 75% der infizierten Knollen erfasst 

werden, sinkt die Nachweisrate in den Infektionsgruppen 2 

und 3 auf 65% resp . 58%. 

Nach der 160-tagigen Lagerung bei 40C erfolgte eine 

zusatzliche Aktivierung der natürlichen Keimung durch die 

weitere Inkubation der Knollen bei 220C. Zu 

Vergleichszwecken wurde gleichzeitig ein Teil der Knollen 

einer zusãtzlichen Behandlung mit Rindite unterworfen. Nach 

einer vierwochigen Inkubation bei 220C haben die Keime 

aller Knollen, unabhãngig von der Art der Keimruhebrechung, 

eine Lange von 12 bis 18 mm erreicht. Die Testierung mit 

Hilfe von ELISA zeigt, dass mit der fortschreitenden 

natürlichen Keimung und der damit verbundenen Aktivierung 

des Knollenmetabolismus zwar auch eine Verbesserung des 

Virusnachweises an Knollen aller Infektionsgruppen 

festgestellt werden kann, für einen zuverlassigen 

Virusnachweis reicht jedoch die natürliche Keimruhebrechung 

nicht aus. Vor allem für die vollstandige Erfassung der 

spaten PVY-Primarinfektionen ist eine zusãtzliche künstliche 

Aktivierung mit Rindite unumgãnglich. 

In den Abbildungen 60 und 61 sind die Resultate des 

Virusnachweises an mit Rindite 

unbehandelten PVY- infizierten Knollen, 

Inkubation bei 220C im Anschluss an 

behandelten resp. 

nach 4-wochiger 

die Lagerung 
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wãhrend 160 Tagen dargestellt. In unbehandelten Knollen 

konnen trotz der deutlich verbesserten Nachweissicherheit 

nicht a ll e infizierten Knollen erfasst werden. Der 

Testerfolg bleibt weiterhin vom Ort der Knollensaftentnahme 

un d vor allem vom Infektionszeitpunkt stark abhãngig. 

Wãhrend an der Basis der apikalen Augen 90% der frühen 

primãren und sekundaren Infekti onen erfasst werden, sinkt 

die Nachweissicherheit an spãtinfizierten Knollen auf 38%. 

Durch die künstliche Keimruhebrechung mit Rindite wird der 

Yi rusnachweis vom Infektionszeitpunkt unabhãngig. Yier 

Wochen nach der Behandlung konnen s owohl am Nabel- wie auch 

am Kronenende über 96% der Yirusinfekti onen nachgewiesen 

werden (Abb . 60) . Die Testsicherheit wird dabei durch die 

erhohten Yiruskonzentrationen weite r verbessert (Abb. 61) . 

Ungeachtet der Tatsache, ob die Keimruhe auf natürliche oder 

künstli che Art gebrochen wurde, zeigt die Untersuchung 

direkt am Keim die hochsten Yiruskonzentrationen (Abb. 61) . 

Die erhohte Nachweissicherheit ist vor allem gegenüber der 

Testierung an unbehandelten Knollen von Bedeutung (Abb . 60). 

Die Zuverlãssigkeit des Nachweises von PLRY an bereits 

keimenden, infizierten Knollen kann durch eine zusãtzliche 

künstli che Keimruhebrechung massgebl ich verbessert werden 

(Abb. 62 und 63) . In der zweiten Woche nach der Behandlung 

mit Rindite stellt man ih allen Infektionsgruppen einen 

sprunghaften Anstieg der Nac hweissi cherheit und der 

Yiruskonzentration fest. Nach 18-tãgiger Inkubati on konnen 

alle Blattrollinfektionen zuverlãssig nachgewiesen werden . 

Eine vergleichbare Testsicherheit erreicht man bei der 

Untersuchung an unbehandelten Knollen erst 2 Wochen spãter, 

wobei die gemessenen Extinktionswerte gegenüber behandelten 

Knollen deutlich tiefer bleiben. 

Die Nachweisbarkeit von PLRY ist bei der direkten 

Yerwendung der Keime 

der Keimruhebrechung 

ausgezeichnet. Unabhãngig von der Art 

konnen dank der Herstellung des 

Probensaftes aus Keimen alle infizierten Knollen zuverlãssig 

erfasst werden . 
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3.3. Infektionserfolg bei den Knollen primaer und 

sekundaer infizierter Pflanzen 

Der Zeitpunkt der Pflanzeninfektion im Feld beeinflusst 

nicht nur die Nachweisbarkeit der Viren entscheidend. Auch 

der tatsãchliche Virusbefall der einzelnen Pflanzen bzw . die 

Einwanderung der Viren in die Tochterknollen stehen in 

direkter Beziehung zum Infektionszeitpunkt. Dies überrascht 

nicht, wenn man bedenkt, dass die Virusaufnahme, 

Viruswanderung und die Virusvermehrung eng mit der 

physiologischen Aktivitãt der Pflanzen zusammenhãngen. Der 

hochste Virusbefall ist bei frühen Infektionen zu erwarten . 

Einerseits verfügen die jungen Pflanzen über eine sehr hohe 

Stoffwechselaktivitãt, anderseits ist auch die Zeitspanne 

zwischen der Infektion und der Ernte am lãngsten; wahrend 

dieser Zeit konnen sich die Viren optimal vermehren und in 

der ganzen Pflanze verteilen. 

Die Verwendung nummerierter Pflanzen und Knollen der 

einzelnen Infektionsgruppen' ermoglichte, dass nach Abschluss 

der Untersuchungen über die Virusnachweisbarkeit auch 

Schlussfolgerungen in Bezug auf den Infektionserfolg der 

Pflanzen und deren Tochterknollen gezogen werden konnten. 

Der Anteil erfolgreich infizierter Pflanzen und Knollen bei 

Sekundarinfektionen resp. gestaffelten Primarinfektionen ist 

aus Tabelle 2 ersichtlich. 

Infektions- I n f e k t 1 o n s e r f o l g b e 1 
gruppe PVY-Pf lanzen PVY-Knollen Pl.RV-Pflanzen Pl.RV-Knollen 

Sekundaer 100 % 98 % 100 % 91 % 

Pr1•aer - 1 98 % 76 % 96 % 62 l 

Pr1eer - 2 91 % 81 % 98 l 67 % 

Pr1.aer - 3 91 % 62 % 85 l 40 l 

Tabelle 2: E1nfluss des Infekt1onsze1tpunktes auf den Infektionserfolg 
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Die Ergebnisse basieren auf e1njãhrigen Erhebungen und 

sind daher nur als Tendenzen aufzufassen. Der Virusbefall 

und die Virusverteilung sind von verschiedenen Variablen , 

wie Datum d er 

un d 

Infektion, Temperaturschwankungen, 

Pflanzenalter Inkubationsdauer bis zu der Ernte, 

abhãngig. Die Untersuchungen an der Sorte Bintje zeigen, 

dass in jungem Zustand praktisch alle Pflanzen erfolgreic h 

infiziert 

sich die 

werden konnen. Bei spãten Primãrinfektionen macht 

Altersresistenz bemerkbar, es werden deutlich 

weniger Pflanzen von einem Virus befallen. Betrachtet man 

den Anteil an infizierten Tochterknollen innerhalb der 

jeweiligen Infektionsgruppen, so bemerkt m an e ine sehr 

ausgeprãgte Abnahme d er infizierten Knollen bei d en 

Spãtinfektionen. Mit zunehmendem Alter d er Pflanzen ist al so 

e ine Infektion no eh gut moglich, di e Abwanderung der Viren 

in die Knollen wird aber bereits stark verlangsamt. 

Informativer als die Angabe des Durchschnittbefalls der 

Knollen einer Infektionsgruppe ist die Betrachtung der 

Knolleninfektionen innerhalb jeder einzelnen Pflanze. In den 

Abbildungen 64 und 65 ist die Hãufigkeitsverteilung des 

Anteils PVY- resp . PLRV-infizierter Knollen einer Staude der 

verschiedenen Infektionsgruppen dargestellt . In PVY- und 

PLRV-sekundãr infizierten Pflanzen und bei mehr als 50% der 

mit PVY früh infizierten Stauden sin d samtliche 

Tochterknollen vom Virus befallen. 

Spate PVY-Primãrinfektionen führen zwar weiterhin bei mehr 

als 90% der infizierten Stauden zu Virusbefall an 

Tochterknollen, dabei wird jedoch nur noch ein kleiner Teil 

der Knollen einer Pflanze infiziert. Ein ãhnliches Verhalten 

ist auch 

infizierten 

bei PLRV feststellbar, obwohl der Anteil an 

Tochterknollen allgemein geringer ist. Wahrend 

die früh infizierten Stauden zu vorwiegend infizierten 

Knollen führen, variiert bei Spatinfektionen der Anteil an 

virusbefallenen Tochterknollen einer Pflanze gleichmãssig 

zwischen 0% und 100%. 
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4. GEWAECHSBAUSVERSUCH 1986 

Die Wanderung und Vermehrung der Viren 

Sekundarinfektionen ( PVY und PLRV) resp. bei 

gestaffelten PVY-Primarinfektionen mit Hilfe 

wurde bei 

zeitlich 

von ELISA 

untersucht. U m e ine Gesamtübersicht Ub er di e 

Virusausbreitung wahrend der Vegetati onsperiode zu erhalten, 

erfolgte der Virusnachweis in allen Organen der Pflanze. Die 

Untersuc hungen an 

angezogenen Pflanzen 

einwochigen Abstanden 

durchgef Uhrt . 

den im 

wurde, 

bis 

Gewachshaus einstengelig 

von der 3. Woche an, in 

zu der 15. Alterswoche 

4.1 . Verteilung von PVY und PLRV in sekundãr infizierten 

Pflanzen 

Unabhangig vom Pflanzenalter und vom untersuchten Organ 

konnen die Blattro llinfektionen bei sekundar infizierten 

Pflanzen bis zu der 15 . Alterswoche vollstandig (Nachweis

sicherheit immer 100%) und in hoher Viruskonzentration 

( Extinktionswerte Wurzel: l. 2 ! O. 5; Stengel : l . 3 ! O. 5 ; 

Blatter : 1 . 5 ! O. 5; Mutterknolle : 1 . 6 O. 5; Tochterknolle : 

1. 2 ! O. 5) nachgewiesen werden . Di e PLRV-Erfassung ist al so 

auch in Wurzel, Mutterkno lle, St o lonen und neugebildeten 

Kno llen sehr gut mogli c h . 

PVY lasst s i c h wahrend der gesamten Vegetationsperiode 

sehr sicher und bei unverandert hohen Extinktionswerten in 

Stolonen ( 1. 5 ! O. 6) , Stengeln ( 1 . 4 ! O. 6) und Blattern 

(1 . 8! 0 . 5) sekundar infizierter Pflanzen nachweisen . 

Lediglich in der 14 . und 15 . Alterswoche sank die 

Nachweissicherheit 

DurchfUhrung des 

Stengelabsc hnitt 

in Sto lonen auf BO% bis 90% . FUr die 

Tests ist es dabei unbedeutend, welcher 

resp . welches Blatt fUr die 

Press saftherstellung verwendet wurde. Au eh in de r 
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Mutterknolle 

Knollenzerfall 

ist der Nachweis bis zum altersbedingten 

sehr zuverlãssig. 

Untersuchungswoche werden zwischen 

infizierten Knollen erfasst . 

Bis 

80% 

z ur 

bis 

achten 

100% der 

Ab der 8 . Woche konnten auch die neu gebildeten 

Tochterkno llen , von Stolonen getrennt, untersucht werden . Im 

ELISA ab Knolle betrãgt der Anteil an erfassten 

Virusinfektionen 80% bis 100%, bei gr~sseren Knollen stellt 

m an bei de r Untersuchung am 

Viruskonzentrationen 

Krone: 1.4! 0 . 6) fest. 

(Extinktionwerte 

Kronenende h~here 

am Nabel : l . O ! O. 6; 

Der Nachweis von PVY in der Wurzel ist unregelmãssig und 

stark vom Pflanzenalter und der untersuchten Wurzelzone 

abhãngig . Die stengelnahen (=ãltesten) Wurzelabschnitte 

zeigen di e besten Ergebnisse un d di e h~chsten 

Viruskonzentrationen. In den ersten sieben Wochen konnten 

bei den jungen Pflanzen in den ãltesten Wurzelzonen bis zu 

100% der Virusinfektionen nachgewiesen werden. Der 

entsprechende 

Abnahme der 

Virusnachweis in den Wurzelspitzen zeigte eine 

Testsicherheit um bis zu 50% . Ab der achten 

Alterswoche wurde der Nachweis von PVY in der Wurzel 

allgemein unzulãnglich. Mit fortschreitendem Pflanzenalter 

machte sich vermehrt eine abnehmende Testsicherheit und 

I m Gegensatz z u Viruskonzentration 

Blattrollinfektionen, 

bemerkbar. 

bei denen der Nachweis in der Wurzel 

wãhrend der ganzen Vegetationsperiode hundertprozentig war, 

konnten von der 11 . Woche an überhaupt keine PVY-Infektionen 

mehr in der Wurzel nachgewiesen werden. 

4.2 . PVY-Verteilung bei zeitlich gestaffelten 

Primarinfektionen 

Die Untersuchungen über die Nachweisbarkeit von PVY in 

verschiedenen 

durchgeführt, 

Organen wurden an zwei Pflanzengruppen 

bei denen die künstliche Infektion mit PVY an 
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2 resp. 8 Wochen alten Pflanzen erfolgte . Zum Zeitpunkt der 

frühen Infektion hatten die Pflanzen durchschnittlich 5 

Blãtter, bei der Spãtinfektion durchschnittlich 15 Blãtter 

ausgebildet . In der Gruppe der früh infizierten Pflanzen 

betrug die weitere Zuwachsrate 10 bis 11 Blãtter. Dagegen 

konnte bei spãten Primarinfektionen altersbedingt nach der 

Infektion praktisch kein Zuwachs an Blattern mehr 

festgestellt werden. Die ELISA-Ergebnisse des 

Virusnachweises sind in den Tabellen 3 (frühe 

Primarinfektionen) und 4 (spate Primarinfektionen) 

zusammengefasst . 

4.2.1. Frühe Primãrinfektionen 

In den ersten zwei Wochen nach der Infektion ist der 

Virusnachweis an der Pflanze unzulanglich . PVY ist vorlaufig 

nur im inokulierten Blatt lokalisiert, ein Teil der 

Infektionen (35% - 85%) kann hier nachgewiesen werden. 

In der dritten Untersudhungswoche macht sich eine starke 

Verbesserung des Virusnachweises bemerkbar . Im inokulierten 

Blatt erhoht sich die Nachweisrate auf 100%. Zusãtzlich ist 

PVY auch in neu gebildeten Blãttern (85%), Stengel (70%-

100%) und Stolonen (90%) gut nachweisbar. Vor der 

Inokulation bereits ausgewachsene Blatter, die sich in der 

unmittelbaren Nachbarschaft des infizierten Blattes befinden 

und auch die Wurzel sind zum grossen Teil virusfrei . 

Von der vierten Woche nach der Infektion an bleibt der 

Virusnachweis wãhrend der ganzen Vegetationsperiode sowohl 

im inokulierten Blatt, wie auch in neu gebildeten Blattern , 

Stolonen und im Stengel hundertprozentig . Die zum ersten Mal 

von den Stolonen getrennt untersuchten Tochterknollen sind 

bereits zum grossen Teil (70%) vom Virus befallen . Mit 

fortschreitendem Pflanzenalter wird PVY in allen 

Tochterknollen nachweisbar, wobei sich für die Untersuchung 

stets das Nabelende der Knollen als besser geeignet erweist. 



Test- Wurzel stol. Nutter- Tochterknolle Stengel BLATI (Pos . von unten nach oben, I• inf . Blatt) 
Woche OI! en lklten knolle Nabel Krone Oben Mitte Un t en 1 I 3 4 5 6-16 

1 o o o o - - o o o o 35 o o o o 
2 o o o o - - o 17 o o 85 o o o o 
3 30 60 90 o - - 70 80 100 30 100 25 50 75 85 

4 65 70 100 o 70 70 100 100 100 25 100 40 90 100 100 

5 33 50 100 45 70 70 100 100 100 33 100 30 70 100 100 

6 85 100 100 35 90 75 100 100 100 100 100 35 70 100 100 

7 o o 70 40 90 80 100 100 100 100 100 40 70 100 100 

8 10 10 100 - 100 90 100 100 100 100 100 50 90 100 100 

g o o 100 - 100 90 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

10 o o 100 - 100 90 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

11 o o 100 - 100 80 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Ta be l le 3: Ausbreitung von PVY in d er P f lan z e be i fruehen Primaer infekt ionen, Pflanzena l t er bei 

der Infektion = 2 Wochen (% erfasster Infektionen im ELISA) 

-w -



Tes t- Nurzel Stol. Knolle Stengel B L A T T (Position von unten nech oben, I • in f. Blettl 
Woche Oben Mitte Un t en 1 2 3-7 B 9 10 11 12 I 14 15 16 

1 o o o o o o o o o o o o o o BO o o o 
2 o 16 o 40 100 BO 20 20 20 o o 60 BO 60 100 40 20 20 

3 o 25 o 100 100 100 20 o o 20 20 60 BO BO 100 BO 60 BO 

4 o 60 o 100 100 100 20 o o BO BO 100 100 100 100 100 100 100 

5 o 71 o 100 100 100 20 o o 40 100 100 100 100 100 100 100 100 

6 o B4 o 100 100 100 20 20 o 40 BO 100 100 100 100 100 100 100 

Ta be lle 4: Ausbreitung von PVY in d er P f lan z e be i spaeten Primaer infekt ionen, P f lanzenalter be i 

der Infektion = B Wochen (% erfasster Infektionen im ELISA) 
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Die Einwanderung der Viren in die Knollen kann auch an den 

ursprünglich gesunden Mutterknollen festgestellt werden . In 

der fünften 

durchschnittlich 

Ergebnisse; 

verunm~glichte 

Infektion. 

de r 

bis siebten Untersuchungswoche zeigen 

40% der Mutterknollen im ELISA positive 

fortschreitende Zerfall der Knollen 

weitere Aussagen über den Verlauf der 

Betrachtet man die Einwanderung der Viren in die bereits 

vor der Inokulation ausgebildete Blãtter, so stellt man eine 

Virusausbreitung in beide Richtungen fest; sowohl ein Teil 

(ca . 30%) der oberen, wie auch der unteren Nachbarblãtter 

wird ab der dritten Woche vom Virus befallen . Bei den 

weiteren Untersuchungen fãllt jedoch die schnellere 

Viruseinwanderung in die unteren Nachbarblãtter auf : 6 

Wochen nach der Infektion hat PVY alle unteren Blãtter 

befallen. Die oberen, bereits vor der Infektion 

ausgebildeten Nachbarblãtter , reagieren im gleichen Ausmass 

erst 3 Wochen spãter; von der neunten Untersuchungswoche an 

ist der Nachweis von PVY in allen Pflanzenorganen, 

ausgenommen der Wurzel, zu 100% m~glich. 

In der Wurzel erreicht die Virusnachweisbarkeit 6 Wochen 

nach der Infektion ihren H6hepunkt. Im unteren Wurzelteil, 

der für den Virusnachweis stets besser geeignet ist, kann 

hundertprozentiger Virusbefall festgestellt werden. Nach dem 

Erreichen dieses Maximums geht die Nachweisbarkeit 

schlagartig zurück, der Nachweis in der Wurzel fãllt bis zum 

Ende der Vegetationsperiode negativ aus. 

4.2.2 . Spãte Primãrinfektionen 

Zum Zeitpunkt der spãten Infektion haben die Pflanzen ihr 

Wachstum praktisch abgeschlossen, alle Organe waren bereits 

gut ausgebildet . Eine Woche nach der Infektion ist der 

Virusnachweis nur im inokulierten Blatt mõglich. Die 

Nachweissicherkeit am infizierten Blatt betrãgt 80%, sie ist 

also verglichen mit den frühen Primãrinfektionen 
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(Nachweissicherheit=35%) bedeutend hoher. 

Ab der zweiten Woche nach der Infektion erreicht die 

Nachweissicherheit am inf izierten Blatt 100% und das Virus 

ist zum ersten Mal ausserhalb des inokulierten Blattes 

nachweisbar . Vor allem unterhalb der Infektionsinsertion 

kann das PVY in Blãttern (60% - 80%) und im Stengel (80% -

100%) gut erfasst werden . 

Wãhrend der weiteren Wochen dringt das Virus in 

entferntere Teile der Pflanze vor , dies sowohl oberhalb wie 

auch unterhalb der Infektionsstelle . Drei Wochen nach der 

Infektion ist der Virusnachweis im ganzen Stengel , eine 

Woche spãter auch in den 6 bis 7 obersten Blãttern (Zentrum 

= inokuliertes Blatt), hundertprozentig . Ein Vordringen des 

Virus in die weit entfernten unteren Blãtter (Blattposition 

1-7) , sowie in die unterirdischen Pflanzenteile , ausgenommen 

der Stolonen, konnte jedoch bis zur Pflanzenabreife mit 

Hilfe von ELISA nicht nachgewiesen werden . 

Die Einwanderung der Viren in die Stolonen ist bereits ab 

der zweiten Untersuchungswoche zu beobachten . Bis zum 

Abschluss des Versuches s~eigt die Nachweissicherheit in 

Stolonen kontinuierlich von 16% auf 84% . Trotz der 

Viruseinwanderung in die Stolonen zeigt die 

ELISA- Untersuchung an den Tochterknollen immer negative 

Resultate ; genauso gelingt es bis zur letzten 

Untersuchungswoche nicht, in der Wurzel das PVY 

nachzuweisen . 

4.2.3. Diskussion 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass für die Ausbreitung der 

Viren nach erfolgter Primãrinfektion vor allem der 

Entwicklungszustand der Pflanzen zum Zeitpunkt der Infektion 

von grosser Bedeutung ist . Der beste Nachweis ist in ober

und unterirdischen Organen moglich, die erst nach der 

erfolgten Infektion neu gebildet wurden oder zumindest noch 

im weiteren Aufbau standen. So konnte PVY immer zuverlãssig 
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bei neu gebildeten Bl!l.ttern , wi'e auch in Stolonen und 

Knollen, die erst nach der Infektion ausgebildet wurden 

(frühe Prim!l.rinfektionen), nachgewiesen werden. Bei sp!l.ten 

Infektionen blieben die gleichen Organe ganz oder zumindest 

w!l.hrend l!l.ngerer Zeit weitgehend virusfrei, sofern sie 

bereits vor der Infektion ausgebildet waren . Diese 

Unterschiede überraschen nicht, wenn man bedenkt, dass die 

Viren nicht in ruhenden, sondern in stoffwechselaktiven, 

wachsenden Geweben vermehrt werden . 

Zu grundsatzlich gleichen Schlussfolgerungen kam auch 

Vulic (Vulic et al., 1963b), der die Ausbreitung und die 

Konzentration von PVY bei zeitlich gestaffelten 

Primãrinfektionen mit Hilfe von A6-Test und Serologie 

untersuchte. Der beim genannten Autor geschilderte 

unzul!l.ngliche Virusnachweis in de r Serologie 

(Prãzipitationstest) konnte durch die 

hochempfindlichen ELISA-Methode widerlegt 

Anwendung 

werden. 

de r 

Di e 

bedeutend 

Serologie 

(Gugerli, 

hõhere Empfindlichkeit gegenüber herkommlicher 

und A6-Test wird auch durch die Arbeit von Gugerli 

1979b) bestãtigt . In seiner Arbeit berichtet 

Gugerli über eine 10-tãgige Zeitspanne zwischen Inokulation 

und Untersuchungszeitpunkt, die benotigt wird , bis die 

minimale Viruskonzentration für den Nachweis mit ELISA in 

nicht inokulierten Organen der jungen Pflanze erreicht wird. 

Die Resultate von Gugerli zeigen im weiteren, dass der 

PVY-Nachweis in primãrinfizierten jungen Knollen zum 

Zeitpunkt der Ernte ungenügend sein kann. 

Hit dem Nachweis von Viren in Kartoffelpflanzen haben sich 

auch andere Autoren beschãftigt . In einem Gewãchshausversuch 

mit eintriebigen Pflanzen stellt Munzert (Munzert et al., 

1981) in Uebereinstimmung mit unseren Ergebnissen eine 
sichere 

Stolonen 

Nachweisbarkeit von PVY in Bl!l.ttern, Stengel, 

und Tochterknollen fest. W!ihrend unsere 

Untersuchungen 

Knollenzerfall 

auch an Mutterknollen bis zum altersbedingten 

gute Nachweissicherh~it zeigen, gelingt 

PVY-Nachweis an Mutterknollen nicht . Im 

unseren Ergebnissen berichtet Munzert im 

Hunzert 

Gegensatz 
de r 

z u 



weiteren über 

Viruskonzentration. 

Viruskonzentration 

de r 5 . 
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altersbedingte Wechsel in der 

Mit zunehmendem Pflanzenalter steigt die 

und nimmt nach dem Erreichen eines 

bis 6 . Alterswoche wieder deutlich ab. Maximums in 

Bei unseren 

signifikante 

Versuchen konnten wir wãhrend 15 Wochen keine 

altersbedingte Aenderungen der Extinktionswerte 

in den 

Wurzel, 

verschiedenen 

feststellen. 

untersuchten Organen, ausgenommen der 

Obwohl auch bei uns die hochsten 

Blãttern gemessen wurden, sind die Viruskonzentrationen in 

Unterschiede zu Stengel, 

so deutlich. Lediglich in 

Stolonen und Tochterknollen nicht 

der Wurzel zeigen auch unsere 

Pflanzenalter eine deutliche Ergebnisse mit zunehmendem 

Abnahme der Viruskonzentration. Ab der 8. Alterswoche konnte 

PVY in der Wurzel nicht mehr nachgewiesen werden. 

Die Untersuchungsergebnisse von Daniel (Daniel et al . , 

1982) bestatigen unsere Beobachtungen und zeigen, dass PLRV 

mit ELISA an allen sekundarinfizierten Pflanzenteilen 

nachgewiesen werden kann . Die bei unseren Versuchen in den 

verschiedenen Pflanzenteilen festgestellten Virus

konzentrationen zeigen wahrend der ganzen Vegetationsperiode 

keine deutlichen Konzentrationsverschiebungen, was im 

Widerspruch zu den Befunden von Daniel steht. In der Arbeit 

von Daniel sind 

Pflanzenteil und 

unterschiedliche 

Autoren (Tamada 

die Extinktionswerte stark vom verwendeten 

vom Untersuchungszeitpunkt abhãngig. Ueber 

Viruskonzentrationen 

e t al.' 

jedoch 

1980; 

berichten auch andere 

Casper, 1977b). Ihre 

Beobachtungen 

Widerspruch. 

stehen 

5. ZOSAHMENFASSUNG 

Unter natürlichen Bedingungen 

unkontrollierte Primãrinfektionen 

zueinander teilweise i m 

konnen im Feld laufend 

der Pflanzen stattfinden . 

Der Zeitpunkt der Infektion und das infizierte Blatt bleiben 

dabei unbekannt. Der routinemãssige Nachweis einer erfolgten 

Primãrinfektion ist am sichersten, wenn für die Herstelluns 
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des Presssaftes die obersten, voll ausgebildeten Blãtter 

verwendet werden . Eine zusãtzliche Untersuchung an den 

Stolonen gibt Auskunft, wie weit das Virus bereits in die 

Pflanze v orgedrungen ist . 

Die Virusverteilung und Vermehrung ist ein zeitabhãngiger 

Prozess . Die grossten Konzentrationen findet man dort , wo 

neue Zellen und Gewebe gebildet werden. Beim Nachweis von 

spãten Primãrinfektionen an der Pflanze muss man daher 

berücksichtigen , dass es wegen der geringen 

Viruskonzentration vereinzelt zum Versagen des 

ELISA-Verfahrens führen kann . Einerseits ist die Zeitspanne 

zwischen dem Infektions- und Untersuchungszeitpunkt zu kurz . 

Anderseits sind die Stoffwechselaktivitãt und damit auch die 

Virusvermehrung am Ende der Vegetationsperiode reduziert. 

Am sichersten und wãhrend der ganzen Vegetationsperiode 

unverãndert ist der Virusnachweis bei sekundãr infizierten 

Pflanzen ; das Virus kann in allen Organen, ausgenommen der 

Wurzel , hundertprozentig nachgewiesen werden . 

Die Bedeutung des Infektionszeitpunktes für den 

Virusnachweis wird bei der Testierung von unvergasten 

Knollen deutlich . Wãhrend die sekundãr infizierten Knollen 

immer zu positiven ELISA-Ergebnissen führen, nimmt die 

Nachweissicherheit bei spãten Primãrinfektionen stark ab . 

Diese ausgeprãgten Unterschiede bleiben auch nach der 

natürlich überwundenen Keimruhe bestehen . Erst die 

künstliche Keimruhebrechung mit Rindite gewãhrleistet eine 

hundertprozentige Viruserfassung, wobei die Testbereitschaft 

bei frühen Primãrinfektionen schneller erreicht wird . 

Bei spãten Primãrinfektionen erlauben die negativen 

ELISA-Ergebnisse der Blatt-Testierung im Feld kurz vor der 

Ernte nicht , ohne weitere Abklãrungen, zuverlãssige 

Rückschlüsse auf den Virusbefall der Knollen zu ziehen . 

Trotz vermeintlich geringem Virusbefall der Pflanzen, konnen 

sich die Knollen im Nachbau als infiziert erweisen . 

Die unter kontrollierten Bedingungen im Gewãchshaus 

durchgeführten Untersuchungen an sekundãr sowie gestaffelt 

primãr infizierten Pflanzen erlauben ein Studium über die 
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Ausbreitung und Vermehrung von Viren in der Pflanze . Die 

Resultate des Virusnachweises bei Sekundãrinfektionen sind 

gut reproduzierbar und stimmen mit den Beobachtungen im Feld 

überein. 

Der Nachweis der Viren in verschiedenen Organen primãr 

infizierter Pflanzen ist von mehreren Faktoren abhãngig. Die 

Gewachshausergebnisse sind daher nur als Tendenzen zu 

verstehen und dürfen nicht ohne weiteres auf unter 

natürlichen Bedingungen im Feld gewachsene Pflanzen 

übertragen werden . Für den Nachweiserfolg ist das 

Pflanzenalter zum Zeitpunkt der Infektion, die Zeitspanne 

zwischen Infektions- und Untersuchungszeitpunkt, die 

Entfernung des untersuchten Organs vom Ort der Infektion 

sowie der physiologische Zustand der Pflanze von grosser 

Bedeutung. 
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Abbildung 56 
PYY-Nachweissicherheit an unbehandelten Knollen 160 Tage nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel. in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen, Feldversuch 1985 
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Abbildung 57 
PVY - Konzentration in unbehandelten Knollen 160 Tage nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel, in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen, Feldversuch 1985 
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Abbildung 58 
PLRV-Nachweissicherheit an unbehandelten Knollen 160 Tage nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel, in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen, Feldversuch 1985 
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Abbildung 59 
PLRV - Konzentration in unbehandelten Knollen 160 Tage nach der Ernte 
Untersuchung bei Bintje am Nabel, in der Knollenmitte und an der Krone 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen, Feldversuch 1985 
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Abb ildung 60 
PVY-Nachweiss icherheit, Einfluss des Infektionszeitpunktes, Feldversuch 1985 
Knollen (Bintje) 160 Tage gekuehlt gelagert. vergast und be i 22°C inkubiert 
ELISA am Nabel, Knollenmitte, Krone und ausgebildetem Keim nach 4 Wochen 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollenl 
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Abbildung 61 
PVY - Konzentration . Einfluss des Infektionszeitpunktes, Feldversuch 19B5 
Knollen (Bintje) 160 Tage gekuehlt gelagert, vergast und bei 22°C inkubiert 
ELISA am Nabel, Knollenmitte, Krone und ausgebildetem Keim nach 4 Wochen 
(schwarz = Viruskonzentration in unvergasten Vergleichsknollen) 
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Abbildung 62 
PLRV Nachweissicherheit, Einfluss des Infektionszeitpunktes. Feldversuch 1985 
Knollen (Bintje) 160 Tage gekuehlt gelagert. vergast und bei 22°C inkubiert 
ELISA am Nabel, Mitte und Krone 18 resp .32 Tage nach der Keimruhebrechung 
(schwarz = Nachweissicherheit an unvergasten Vergleichsknollen) 

f-

f-

f-

1-

f-

-
-
-- li -
f-

f-

r 
f-

1-

r 
f-

r 
f-

1 2 3 s 1 2 3 s 1 2 3 s 1 2 3 s 1 2 3 s 1 2 3 s 

H A B E L 14 I T T E K R O N E N A B E L 14 I T T E 
(18 Tage) (18 Tage) (18 Tage) (32 Tage) (32 Tage) 

-
-
-
-
-

•• -
- -- ~ 

Ul -
-
-

-
-
-

-
-
-
-
-
-

1 2 3 s 

K R O N E 
(32 Tage) 



2.0 

1.8 

E 1.6 
e 

LO 
~1.4 
..... 
~ 1.2 
e 
o z 1.0 

.:.!. 
e 
:;j . 8 
x 
w 

.6 

.4 

.2 

.o 

Abbildung 63 
PLRV-Konzentration. Einfluss des Infektionszeitpunktes, Feldversuch 1985 
Knollen (Bintje) 160 Tage gekuehlt gelagert, vergast und bei 22°C inkubiert 
ELISA am Nabel, Mitte und Krone 18 resp. 32 Tage nach der Keimruhebrechung 
(schwarz = Viruskonzentration in unvergasten Vergleichsknollen) 
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Abbildung 64 
Anteil infizierter Knollen in PVY - Infizierten Pflanzen 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen, Feldversuch 19B5 
Haeufigkeitsverteilung bei Bintje 

o 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 

infizierte Knollen pro Pflan ze [%] 

--+- Pr imaer 
----2- Primaer 2 
---3--- Primaer 3 
-s- Sekundaer 
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Abbildung 65 
Anteil infizierter Knollen in PLRV - infizierten Pflanzen 
Einfluss des Infektionszeitpunktes der Pflanzen. Feldversuch 19B5 
Haeufigkeitsverteilung bei Bintje 

o 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 

in f i z ierte Kno llen pro Pflanze [%] 

--+- P r i ma er 1 
----2- Primaer 2 
-3--- Primaer 3 
-s- Sekundaer 
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C) ANWENDUNG VON MISCHSKRUH R/Y IM RAHMKN DKR ZKRTIFIZIKRUNG 

VON PFLANZKARTOFFKLN SOWIE ZUVERLAESSIGKEIT IN 

ROUTINEUNTERSUCHUNGEN 

l. EINLEITUNG 

Im Rahmen der Zertifizierung von Saatkartoffeln wird der 

weitaus gr~sste Teil der anfallenden Proben auf PLRV- resp . 

PVY-Befall untersucht . In den meisten Fãllen genügt es zu 

wissen, ob das untersuchte Knollenmaterial virusinfiziert 

ist oder nicht . Nur bei einem Virusbefall zwischen 1% und 2% 

erfolgt eine genaue Bestimmung des Virus , da für die 

Weitervermehrung die Grenze von 1% für PVY resp. 2% für PLRV 

und PVY nicht überschritten werden darf . Neben dem Vorteil, 

dass durch die ''Mischserum''-Variante der Verbrauch an 

Mikrotitrationsplatten und Serum stark vemindert wird, kann 

auch eine grosse Arbeitsersparnis erzielt werden. 

2 . VERSUCHSANORDNUNG 

Grundsãtzlich gelten die . im Abschnitt " II" (MATERIAL UND 

ALLGEMEINE VERSUCHSMETHODIK) aufgeführten Vorschriften . Für 

die Untersuchung über die Eignung von Mischserum zum 

Nachweis von PLRV bzw. PVY haben wir den gleichen 

Knollensaft in gleicher Reihenfolge sowohl auf 

"Einzelserum-Platten", wie auch auf "Mischserum-Platten" 

aufgetragen . Bedingt durch den gleichzeitigen Nachweis 

beider Viren mussten die ELISA-Schritte "Beschichtung der 

Platten mit Antik~rpern" sowie "Konjugatzugabe" leicht 

verãndert werden . Die beschriebenen Antik~rper-

konzentrationen und Mischungsverhãltnisse wurden auf Grund 

unserer Experimente mit Verdünnungsreihen ausgewãhlt. 
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2.1 . Die Beschichtung der Platten mit Antikõrpern 

Für die Beschichtung werden die beiden verwendeten Seren 

im Verhãltnis 1 : 1 in der Pufferlosung gemischt 

(Endkonzentration 1:1'000) und in die Testplatte pipettiert. 

Die Anlagerung der Antikorper erfolgt wie üblich im 

Kühlschrank (60C) über Nacht . 

2.2. Die Konjugatzugabe 

Beim gleichzeitigen Nachweis beider Viren werden die 

Platten in einem Schritt mit den entsprechenden PVY und PLRV 

enzymgebundenen Antikorpern beschichtet und wãhrend 

mindestens 4 Stunden bei 300C inkubiert . Das 

Mischungsverhãltnis der PVY- resp . PLRV-Antikorper betrãgt 

1:2 , die Endkonzentration im Konjugatpuffer 1:750. 

3. DIE VERWENDUNG VOH HISCHSERUH R/Y 

Dass der Einsatz von Mischserum R/Y eine brauchbare Losung 

für den gleichzeitigen Nachweis beider Viren darstellt, ohne 

dass damit eine Abnahme der Nachweissicherheit verbunden 

ware, ist der Tabelle 5 zu entnehmen . Ergãnzend zu diesen 

Resultaten muss erwãhnt werden, dass alle bei der Verwendung 

von "Einzelserum" erzielten positiven Ergebnisse auch durch 

die "Mischserum"- Variante bestãtigt werden konnten. 

Ueber gelungene Mischserum-Versuche 

und Daniel (1984). In ihren 

Kartoffelblãttern vergleichen di e 

berichten auch Grimm 

Untersuchungen an 

beiden Autoren die 

Mischserum-Ergebnisse von zwei bis sechs Antiseren mit 

Einfachseren. 

Der schlechte Nachweis der reinen PVY-Infektionen beim 

Verfahren A ist nicht überraschend; eine zweiwochige 

Zeitspanne zwischen der künstlichen Keimruhebrechung und dem 



Anzahl Anteil an Knollen •it erwartete/aufgetretene Anz . Aeakt . bei Nachweiss i cherhei t bei Verw . von 
Vertahren in f. PVY- PLAV- PVY+Pl.AV Einzelseru• Einzelseru• Mischseru• Einzelseru• Einzelseru• 

Knollen Infekt. Infekt. Mischinf . PVY PLAV PVY + PLAV PVY PLAV 

A 52 21 16 15 36/24 31/31 52/46 67 :1: 100 x 
B 52 21 16 15 36/33 31/31 52/49 92 x 100 :1: 

e 58 24 18 16 40/37 34/33 58/55 93 x 97 :1: 

Tabelle 5: Nachweis von PLRV und PVY mit Mischserum (PLRV+PVY) . 

Vergleich der Nachweissicherheit bei der Einzeltestung •1t PLRV- resp . PVY-Antikoerpern und bei 
der Verwendung von Mischplatten (gleichzeit1ge Beschichtung •1t Ant1serenko~inat1on PLAV + PVYJ . 
I• Experi.ant wurden je 100 nu-rierte Knollen der Sorte Bintje untersucht: 
- Al Knollen 2 Wochen bei 22•c vorgelagert, ELISA 2 Wochen nach der Kei~uhebrechung 
- B) Knollen 2 Wochen bei 22•c vorgelagert, ELISA -4 Wochen nach der Kei~uhebrechung 
- C) Knollen -4 Wochen bei 22•c vorgelagert. ELISA -4 Wochen nach der Kei~uhebrechung 

Mischseru• 
PVY + PLAV 

88 :1: 

94 :1: 

95 :1: 

Ul 
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Untersuchungszeitpunkt mit ELISA ist für den zuverlãssigen 

Nachweis von PVY nicht ausreichend. Die gute Erfassung der 

Mischinfektionen auf der '" Mischplatte ·· ist dem 

Blattro llanteil der Infektion zu verdanken , da der Nachweis 

von PLRV praktisch unmittelbar nach der Rindite-Behandlung 

moglich ist . 

Bei den Verfahren B und C entspricht die erreichte hohe 

Nachweissicherheit den Erwartungen. Vier Wochen nach der 

Keimruhebrechung konnen s owohl PLRV- , wie auch 

PVY-Infektionen sicher erfasst werden . 

Gegenwãrtig ist beim Einsatz von Mischserum der einzige 

Nachteil die Tatsache , dass man auf Grund der positiven 

Reakti on nicht weiss , um welches der zwei moglichen Viren es 

sich handelt. Benotigt man eine genaue Virusbestimmung, so 

muss die entsprechende Probe noch einmal mit '" Einzelserum '" 

untersucht werden . 

Die Verwendung von unterschiedlich konjugierten 

diesen Nachteil bald beseitigen . Antikorpern konnte 

Entsprechende 

Mitteilung 

modifizierten 

gleichzeitig 

(Peroxydase 

Versuche wurden bereits durch Gugerli (pers. 

1986) mit Erfolg durchgeführt . Bei diesem 

ELISA-Verfahren wird die Mikrotitrationsplatte 

mit zwei unterschiedlich markierten Antikorpern 

für PVY resp. Phosphatase für PLRV) beschichtet 

und inkubiert . Nach der Auswaschung des ungebundenen 

Konjugats werden die entsprechenden Reaktionen nacheinander 

mit Hilfe der zwei verschiedenen enzymspezifischen Substrate 

ausgelost . Dabei wird die Phosphatase-Reaktion durch die 

vorausgegangene Peroxydase - Substrat-Reaktion um ca . 10% 

erniedrigt . 

4. DIE ZUVERLAESSIGKEIT VON ELISA UND DER VERGLEICB MIT 

ANDEREN TESTMETHODEN 

Fuer den erfolgreichen Einsatz des ELISA-Verfahrens in der 

Praxis genügt es nicht , wenn man nur mit kleinen Serien 

unter sehr guten Laborverhãltnissen zuverlãssig arbeiten 
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kann. Die serienmãssigen Massenuntersuchungen mit ELISA, wie 

wir sie im Rahmen der Saatkartoffelzertifizierung ben~tigen, 

müssen auch dann zuverlãssige Resultate 

maximale Tagesleistungen mit angelerntem 

verlangt sind. 

liefern, wenn 

Aushilfspersonal 

Wãhrend der 

der Frage der 

Herbstuntersuchungen 1982 

Testsicherheit im Rahmen 

sind wir erstmals 

der praktischen 

Anerkennung nachgegangen. Zu diesem Zweck wurde eine gewisse 

Zahl von Saatgutproben 5 bis 6 Wochen nach der künstlichen 

Keimruhebrechung mit Rindite parallel zu Igel-Lange- und 

A6-Test in ELISA überprüft. Die Resultate der Testverfahren 

(Tab. 6) wurden miteinander verglichen und bei vorhandenen 

Differenzen im ELISA ab Augenstecklingsblatt zusãtzlich 

überprüft . Die Kontrolle der Proben im Augenstecklingstest 

bestãtigte dabei die hohe Nachweissicherheit und die 

grossere Empfindlichkeit 

bisherigen Testmethoden . 

ILT und A6-Test ein 

festgestellt werden, dies 

des ELISA-Verfahrens gegenüber den 

In einigen Fãllen konnte zwar im 

scheinbar hoherer Virusbefall 

ist jedoch unter Umstãnden auf 

PVA-Symptome im A6-Test resp. physiologische Kallosebildung 

im ILT zurückzuführen. 

Auch nach dem endgUltigen Einbezug des ELISA-Verfahrens in 

die praktische Anerkennung erfolgte im Anschluss an ELISA 

eine weitere, regelmãssige Ueberprüfung grosserer 

Stichproben im Augenstecklingstest. Die Proben wurden rein 

zufãllig oder bei sehr hohem Virusbefall gezielt ausgewãhlt. 

Die in der Tabelle 6 zusammengefassten Ergebnisse zeigen 

deutlich, dass mit dem ELISA-Verfahren, bei konsequenter 

Einhaltung der experimentell festgestellten Wartefristen, 

zuverlãssige Resultate gewonnen werden k~nnen. 
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Sorte Anzahl Anzahl Aeakt1onen 1• T e s t s 1 e h e r h e 1 t 
un d unters . ELISA ELISA ILT und ELISA ELISA ILT und 

Testjahr Knollen Augenst . Knollen A6-Test Augenst . Knollen A6-Test 

AlLA/1982 1100 - 11 4 - 100 % 38 % 

BINTJÉ/1982 9670 494 494 412 100 % 100 % 83 % 

EBA/1982 3190 47 47 27 100 % 100 % 57 % 

OSTAAA/1982 3420 - 27 37 - 100 % 138 % 

SIATEMA/1982 2320 252 235 191 100 % 93 % 76 % 

lJAGENT Al 1982 1850 - 10 14 - 100 % 140 % 

At«<ERE/ 1982 5890 - 72 40 - 100 % 56 % 

TOTAL/1982 26340 - 885 721 - 100 % 81 % 

BINT JE/ 1983 7700 1292 1272 - 100 % 98 % -
PALMA/1983 1050 28 28 - 100 % 100 % -

lJAGENT Al 1983 1100 41 41 - 100 % 100 % -

At«<ERE/ 1983 3660 111 100 - 100 % 90 % -

TOTAL/1983 13510 1472 1441 - 100 % 98 % -

BINTJE/1984 11890 1750 1698 - 100 % 97 % -
DESIAEE/1984 1440 39 39 - 100 % 100 % -
SIATEMA/1984 1120 242 219 173 100 % 90 % 71 % 

At«<ERE/ 1984 2860 195 193 - 100 % 99 % -
TOTAL/1984 17310 2226 2140 - 100 % 97 % -

Tabelle 6: Ueberpruetung der Zuverlaessigkeit von ELISA im 

Rahmen der Zertifizierung von Saatkartotfeln mit 

Mischserum R/Y 
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IV . SCHLOSSFOLGKRUNGEN FOKR DIE SERIENONTKRSOCBUNGEN 

l. EINLEITONG 

Besonderes Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Untersuchungen war die Einführung des ELISA-Verfahrens zum 

sicheren, rationellen und kostengünstigen Nachweis von 

Viruskrankheiten im Anerkennungssystem für Saatkartoffeln. 

Für die praxisorientierte Anwendung galt es dabei nicht nur 

die biologischen Aspekte wie z . B. Zeitpunkt der Untersuchung 

im Zusammenhang mit dem physiologischen Zustand der Knolle, 

Einfluss des Pflanzenalters bei der Infektion, 

Virusverteilung in der Knolle, Sortenunterschiede, 

Zuverl~ssigkeit des Testes, Einsatz von Mischseren usw. in 

mehrj~hrigen Versuchen zu überprüfen. Auch die Suche nach 

Einrichtungen für den zuverl~ssigen 

serienm~ssigen 

der Methode 

technischen 

Einsatz von 

bildeten einen 

ELISA und die Standardisierung 

wichtigen Bestandteil unserer 

Experimente. Immerhin gilt es an der Forschungsanstalt 

Zürich Reckenholz im Rahmen der Saatkartoffel 

zertifizierung j~hrlich zwischen Mitte August und Mitte 

Oktober rund eine halbe Million Knollen zu untersuchen . 

Mit den 

Erfahrungen 

w~hrend d er Forschungsarbeiten gesammelten 

haben wir das neue Verfahren den Erfordernissen 

d er Einbezug in di e praktische soweit angepasst, dass 

Anerkennung gewagt werden 

Bew~hrungsprobe w~hrend 

konnte. Nach der erfolgreichen 

ELISA-Verfahren im 

Entscheidungsgrundlage 

d er 

Jahre 

für die 

gesamtschweizerisch zum Einsatz . 

Testsaison 

1984 

1983 kam das 

vollends al s 

Saatkartoffelzertifizierung 

Basierend auf unseren Erkentnissen wird im folgenden 

Abschnitt eine genaue Anleitung für den qualitativen 

Virusnachweis angegeben , so wie er in unserem ELISA-Labor im 

Rahmen von serienm~ssigen Massenuntersuchungen durchgeführt 
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wird. Für die standardisierte ELISA-Durchführung haben wir 

solche Bedingungen (Serumkonzentration, Inkubationszeit und 

-temperatur, Knollenvorbehandlung usw . ) gewãhlt, die auch 

unter ungünstigsten probenbedingten Verhãltnissen (geringe 

Viruskonzentration, spãte Primãrinfektionen usw.) ein 

Maximum an Testsicherheit garantieren. Um Wiederholungen zu 

vermeiden, wird auf die bereits im Abschnitt "II" (MATERIAL 

UND ALLGEMEINE VERSUCHSMETHODIK) beschriebenen Details 

betreffend Gerãte , Reagenzien und Vorschriften hingewiesen . 

Die folgenden Prãzisierungen beschrãnken sich auf die, für 

die serienmassige Anwendung von ELISA notwendigen 

Ergãnzungen. 

2. GERAETE 

An der Forschungsanstalt Zürich - Reckenholz werden die 

serienmãssigen Untersuchungen in einem hierfür speziell 

eingerichteten modernen ELISA-Labor durchgeführt. Für 

rationelles Arbeiten stehen zur Bewaltigung der tãglich 

anfallenden rund 150 Testplatten folgende Gerãte im Einsatz : 

- Tecan Sampler 505, ausgerüstet mit einem B-Kanal manifold 

(Abb.4 und 4B), für das Einfüllen der L~sungen in die 

Mikrotitrationsplatten. 

- Waschmaschine SLT 220 (Abb . 5 und 5A), die das 

automatische Auswaschen aller freien Komponenten aus den 

Plattenkavitãten besorgt . 

- Knollensaftextraktor nach Dr. Gugerli (Abb. 7), ermoglicht 

die Saftgewinnung und -verteilung aus 300 bis 400 Knollen 

in der Stunde . 

- Photometer-Anlage MR-600 (Abb. 8), mit der die Farb

reaktionen gemessen und über Nacht automatisch ausgewertet 

werden. 
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3. VORARBEITEN FUER DAS ELISA - VERFAHREN 

3.1. Reagenzien und Puffer 

Di e bei der Durchführung von ELISA benotigten fünf 

verschiedenen Puffer bleiben bei der Lagerung im Kühlschrank 

(40C) wãhrend mehrerer Monate stabil . Sie konnen daher 

ohne Bedenken für die ganze Testsaison ausreichend auf 

Vorrat zubereitet werden; vor der Verwendung müssen jedoch 

die benotigten Puffer-Aliquoten auf die Zimmertemperatur 

gebracht werden. Bei der Testdurchführung kann man den 

Verwechslungen 

immer gleichen , 

und Kontaminationen durch die Verwendung der 

mit unterschiedlichen Farben etikettierten 

Flaschen vorbeugen . 

Da der Waschpuffer immer in sehr grossen Mengen verbraucht 

wird, ist es zweckmãssig die Kühllagerung durch die 

Pufferzubereitung in 10-facher Konzentration zu umgehen. 

Eialbumin hat die Eigenschaft, im Probenpuffer zu 

prãzipitieren . Daher erfolgt dessen Zugabe in die Losung 

erst kurz vor der Verwendung. Die fertige Pufferlosung 

bleibt mehrere Stunden aktiv. Sie wird zweimal am Tag frisch 

angesetzt. 

Der im letzten Schritt verwendete Substratpuffer muss in 

dunkelglasigen Flaschen aufbewahrt werden . Die 

Substratzugabe (p-Nitrophenylphosphat) hat unmittelbar vor 

der Verwendung 

Zersetzung des 

auftreten konnen. 

zu erfolgen, da auch durch nichtenzymatische 

Substrates unerwünschte Gelbfãrbungen 

Unverdünnte Antikorper und Enzym-Antikorper Konjugate 

konnen bei 40C lãnger als ein Jahr ohne bedeutenden 

Aktivitãtsverlust gelagert werden. Die Verdünnung auf die 

benotigte Konzentration mit Puffer erfolgt unmittelbar vor 

der Verwendung, so dass der ganze Ansatz innerhalb l bis 2 

Stunden verbraucht werden kann . Wãhrend der ganzen 

Testsaison werden Antikorper vom gleichen Batch, der vor dem 

Einsatz auf Qualitãt und Stabilitãt sorgfãltig geprüft wird, 

verwendet. 
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3.2. Die Beschichtung der Platten mit Antikõrpern 

Die Beschichtung der Platten mit Antikorpern kann ohne 

Qualitãtseinbusse vor Beginn der Testperiode auf Vorrat (ca. 

5'000 Hikrotitrationsplatten) erfolgen. Der gleichzeitige 

Nachweis v on PLRV und PVY ist durch den Einsatz von 

Hischserum moglich (vgl . Abschnitt III / C). Zwecks 

Verhinderung von unspezifischen Reaktionen wird für die 

Beschichtung mit Antikorpern das grosste Volumen (220 

pl/Kavitat) gewãhlt . Durch diese Hassnahme kann der 

unerwünschte Kontakt des Probensaftes sowie des 

Enzym-Antikorper Konjugats mit unbeschichteter Polystyrol

oberflãche der Kavitãtenwand vermieden werden . 

In unseren Versuchen haben wir die besten Resultate durch 

die Inkubation der dicht verschlossenen Platten bei soe 
wãhrend mindestens 16 Stunden erreicht. Eine Ausdehnung der 

Inkubationsdauer auf 72 Stunden (Einstellung des Arbeit am 

Wochenende) ist ohne Nachteil mogli ch . 

Die beschichteten Platten konnen nach der Inkubation 

sofort verwendet werden . Sie bleiben jedoch im trockenen 

Zustand bei -220C gelagert mindestens ein Jahr voll 

aktiv . Für die praktische Arbeit bedeutet dies eine 

willkommene Hoglichkeit der Verlagerung dieses 

Arbeitsschrittes in eine weniger arbeitsbelastete Zeit. 

3.3. Die Vorbereitung der Knollen 

Eine richtige Knollenvorbereitung ist für die sichere 

Durchführung von ELISA unerlãsslich. Ab Knolle erlaubt der 

Test nur dann zuverlãssige Ergebnisse, wenn die Keimruhe 

vorgãngig künstlich gebrochen wurde. Bevor Ende Juli/Anfang 

August mit der Rinditebehandlung (vgl. Abschnitt II/2.3.) 

begonnen werden kann, müssen die eintreffenden Proben bis 

zum Erreichen der Schalenfestigkeit bei 150C gelagert 

werden, um Fãulnis durch Rinditeschaden zu vermeiden. Für 

eine sichere Testdurchführung ist die künstliche Aktivierung 
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mit Rindite auch dann angebracht, wenn bei physiologisch 

alten Knollen die natürliche Keimung bereits eingesetzt hat. 

Eine zusãtzliche Verbesserung des Nachweises von PVY und 

PLRV kann man durch eine Kãltevorlagerung der Knollen 

erreichen . 

In einer Reihe von Versuchen stellten wir fest, dass die 

Wartefrist zwischen Keimruhebrechung und Knollensaftentnahme 

von vielen Faktoren (Virus, physiologischer Zustand der 

Knolle, Zeitpunkt 

der Ernte), die 

der Infektion, Zeitraum der Lagerung nach 

bei der Untersuchung von Saatknollen 

meistens unbekannt sind, abhãngig ist . Bei wiederholten 

Versuchen hat si eh jedoch gezeigt, dass auch unter 

ungünstigsten Bedingungen ( schwierigerer Nachweis von PVY , 

sehr spate Infektion usw . ) diese Wartefrist die Dauer v on 5 

Wochen nicht überschreitet. Für den gleichzeitigen Nachweis 

von PLRV un d PVY mit Mischserum R/Y bedeutet dies, 

Kno llen vom Zeitpunkt de r Rinditebehandlung 

Testbeginn wãhrend mindestens 4 bis 5 Wochen bei 
gelagert werden müssen, für den Nachweis von nu r 

die Lagerdauer auf 2 Wochen verkürzt werden. 

4. UNTERSUCHUNG DER PROBEN 

4.1 . Hassnahmen zur Vermeidung von unspezifischen 

Reaktionen 

das s di e 

bis zum 

220C 

PLRV kan n 

Die Testsicherheit des ELISA-Verfahrens kann durch das 

Auftreten unspezifischer Reaktionen (Gelbfãrbung der 

Substratlosung ohne Vorhandensein von Viruspartikeln) 

negativ beeinflusst werden. Eine saubere Trennung zwischen 

virusnegativen und viruspositiven Proben wird dadurch 

erschwert. Für die standardisierte ELISA-Durchführung müssen 

daher Massnahmen getroffen werden, die diese Gefahr auf ein 

Minimum reduzieren. 

Bei der Untersuchung von Knollenmaterial gibt es für 

unspezifische Reaktionen verschiedene Ursachen (Gugerli , 

1986), wovon ein Teil direkt auf die verwendeten Seren und 
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Puffer zurückzuführen ist. Nur qualitativ hochstehende, mit 

Vorteil monoklonale Antikorper 

hoch spezifischen Reaktion mit 

daher gehort die vor der 

führen zu der erwünschten, 

dem untersuchten Antigen; 

Testsaison durchgeführte 

Qualit~tsprüfung des 

Voraussetzungen für 

zus~tzliche Einsatz 

vorgesehenen Serums zu den wichtigsten 

einen sicheren Virusnachweis. Der 

geeigneter Pufferreagenzien (z.B. 

Eialbumin) verhindert die unspezifische Antigen-Antikorper 

Bindung durch die i m Knollensaft vorhandenen Lektine. 

Die unerwünschte Verf~lschung der Losungskonzentration und 

vor allem die irreversible Bindung des Konjugates an die 

feste Phase durch partielle Verdampfung der Flüssigkeit 

wahrend d er Inkubation müssen durch das unmittelbare 

Verschliessen de r gefüllten Platten mit abgedichteten 

Plastikdeckeln verhindert werden (Abb. 66). 

Abbildung 66: Inkubation der dicht verschlossenen Platten 

Zu weiteren Vorsichtsmassnahmen gehort auch die Beladung 

de r einzelnen Kavitaten mit je nach ELISA-Schritt 

verschiedenen Losungsmengen (Antikorperbeschichtung = 
220 pl, Proben- und Konjugatzugabe = 190 pl. Substratzugabe 

= 160 pl). Das erhohte Volumen wãhrend der 

Antikorperbeschichtung verhindert den gefahrlichen Kontakt 

des Antigens resp. des Konjugates mit der unbeschichteten 
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Polystyroloberfl&che . 

Nicht zuletzt soll au eh au f di e Wichigkeit des 
Plattenwaschens hingewiesen werden . Nur das sorgfãltige 

Auswaschen aller freien Komponenten garantiert die hohe 

Reproduzierbarkeit des Tests . Wahrend den serienmãssigen 

Untersuchungen hat 

Platten bew&hrt . In 

sich eine 

e ine r 

zweistufige 

ersten Stufe 

Waschung 

wird 

d er 

di e 

Mikrotitrationsplatte ca . 4 Sekunden lang von Hand, unter 

Verwendung eines "96-Düsen-Kopfes", mit Leitungswasser 

durchgespült . Dieses "Vorwaschen" dient zwar haupts&chlich 

der Auswaschung groberer Knollensaftpartikel. Unsere 

Ergebnisse haben jedoch gezeigt, dass diese einfache 

Waschung mit Leitungswasser bereits voll befriedigen würde. 

Trotzdem erfolgt wegen der angestrebten hohen Testsicherheit 

in einem nachfolgenden Schritt die maschinelle (SLT 220) 

Plattenwaschung mit PBS-Tween. Dabei wird die Platte in zwei 

sich wiederholenden Arbeitszyklen je fünf Sekunden lang mit 

Waschpuffer durchgespült und w&hrend je einer Sekunde mit 

Pressluft getrocknet. 

4.2. Die Beschichtung der Platten mit Knollensaft 

Die Gewinnung des Knollensaftes bildet den 

zeitaufwendigsten Teil des Virusnachweises ab Knolle. Um den 

Anforderungen der Serienarbeit gerecht zu werden, haben wir 

wahrend der Serienuntersuchungen 6 Knollenbohrer nach Dr. 

Gugerli (Abb. 67) eingesetzt. Die Testbohrer sind dabei auf 

speziellen, nach unseren Erkentnissen gebauten Tischen 

montiert, die ein rationelles und moglichst ermüdungsfreies 

Arbeiten ermoglichen. 

Damit sich die Abnahme der Konzentration des Personals 

nicht nachteilig auf die Testsicherheit auswirkt, erfolgt 

die Bohrarbeit in halbt&giger Schicht. Die so erreichte 

Tagesleistung (ca. 9 Arbeitsstunden) betragt 25 bis 30 

Mikrotitrationsplatten pro Arbeisplatz; unser ELISA-Labor 

kann somit t&glich rund 15'000 Knollen auf Virusbefall 

untersuchen. 
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Abbildung 67: Serienarbeit am Knollenbohrer nach Dr . Gugerli 

Zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen und 

Kontaminationen innerhalb des Dilutorsystems ist es 

sinnvoll, eine nicht unnotig grosse Knollensaftkonzentration 

zu wãhlen . Wiederholte Versuche haben gezeigt, dass eine 

Saftverdünnung von ca. 1 : 20 (10 pl Saft + 180 pl 

Probenpuffer) für einen sicheren Virusnachweis voll 

ausreicht. Die Nachweissicherheit wurde sogar bis zu einer 

Verdünnung von 1 : 40 Uberhaupt nicht beeinflusst. 

Nach abgeschlossener Beschichtung mit Knollensaft werden 

auf jede Platte positive Referenzen aufgetragen. 

Anschliessend erfolgt die Inkubation der dicht 

verschlossenen Platten bei soe Uber Nacht . Nach einer 

Inkubationsdauer von mehr al s 16 Stunden konnen am 

darauffolgenden Tag alle Platten des Vortages weiter 

entwickelt werden. Eine Verlãngerung der Inkubationszeit bis 

zu 72 Stunden verursacht keine nachteilige Wirkung auf das 

Untersuchungsergebnis. Dies bedeutet für die Praxis, dass 

Proben, die am Freitas gewonnen und in die Platten 

einpipettiert wurden, bis a m Montag im Kühlschrank 

verbleiben konnen, um dann weiter verarbeitet zu werden. 
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4.3. Die Konjugatzugabe 

Im Gegensatz zu den ersten zwei ELISA-Schritten ist die 

Nachweissicherheit stark von den Inkubationsbedingungen bei 
de r Konjugatreaktion abhãngig. Wãhrend unserer 

Serienuntersuchungen haben wir durch eine vierstündige 

Inkubation der dicht verschlossenen Platten bei 300C 

optimale Resultate erzielt . Auf hohere 

Inkubationstemperaturen wurde verzichtet, da sie 

gelegentlich zu unspezifischen Reaktionen geführt haben . 

Dagegen ist es bei geringen Viruskonzentrationen moglich, 

die Testergebnisse durch verlãngerte Inkubationszeit (5-6 

Stunden) erheblich zu verbessern . Eine Inkubationsdauer 
un t er 4 Stunden verursacht e ine Erniedrigung de r 

Extinktionswerte, was eine sichere Trennung zwischen 

virusnegativen und viruspositiven Proben erschwert . 

Zur Bewãltigung der grossen Anzahl Mikrotitrationsplatten 

wird der Arbeitsablauf im Labor, von der Konjugatzugabe bis 

zur photometrischen Plattenmessung, fliessbandmãssig 

organisiert . Dabei bestimmt der langsamste Schritt in der 

Arbeitskette, bei uns die Messung der Farbreaktionen, den 

Arbeitsrhytmus . Die Fliessbandarbeit ermoglicht nicht nur 

die volle Ausnützung der Laborkapazitãt, der gestaffelte 

Ablauf garantiert auch die Einhaltung vorgeschriebener 

Inkubationszeiten. 

4.4. Die Hessung und Auswertung der Ergebnisse 

Die Moglichkeit der automatischen Datenanalyse ist ein 

nicht unwichtiger Vorteil der ELISA-Methode gegenüber 

früheren Virusnachweisverfahren. Der Einsatz des Computers 

erlaubt eine sekundenschnelle Grenzwertbestimmung zur 

Unterscheidung zwischen negativen und positiven Reaktionen. 

Zugleich konnen die Testergebnisse schriftlich in Form eines 
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Beleges festgehalten werden . 

Das Prinzip der bei uns angewandten plattenspezifischen 

Grenzwertbestimmung wurde bereits im Abschnitt II/1.2 . 5 . 

ausführlich behandelt . Bei der Programmierung der 

Auswertungsanlage haben wir die Anforderungen der 

serienmãssigen Massenuntersuchungen mitberücksichtigt . Damit 

die Messung der Reaktionen ohne Verzogerung moglichst 

schnell erfolgen kann, werden im ersten Programmschritt 

zuerst alle Platten gemessen und die Extinktionswerte 

gespeichert . Ein vorheriges Abstoppen der Substratreaktion 

erübrigt sich, da die bereits erwãhnte fliessbandmãssige 

Durchführung der Konjugat- und Substratreaktion im 

Messrhythmus des Photometers die Einhaltung der einstündigen 

Substratinkubation garantiert . Dies ist sehr wichtig, weil 

mit verlangerter Inkubationsdauer storende unspezifische 

Reakti onen zunehmen. Die auf jeder Platte mitgeführten 

Referenzen dienen dabei nicht der Grenzwertbestimmung , 

sondern nur der Kontrolle der Arbeitsqualitãt. Die Analyse 

der gemessenen Extinktionswerte und das Drucken der 

Probenresultate erfolgt in einem zweiten Programmschritt 

vollautomatisch wahrend der Nacht. 
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V. ZUSAHHENFASSUNG 

Ei n Virusbefall an Kartoffelpflanzen kann sowohl 

qualitative wie auch quantitative Auswirkungen haben. Da die 

Vermehrung der Kartoffel auf vegetativem Weg erfolgt, ist 

die Verwendung von gesundem, zertifiziertem Ausgangsmaterial 

eine der wichtigsten Voraussetzungen für einen 

wirtschaftlichen Ertrag . Seit Jahrzehnten wird die 

schweizerische Saatkartoffelproduktion vor der definitiven 

Anerkennung auf das Vorkommen von Viruskrankheiten 

untersucht. Trotz der guten Qualitãt der Testergebnisse hat 

man vor allem aus arbeitstechnischen Ueberlegungen nach 

neuen Wegen in der Testierung gesucht . Die Hoffnung auf den 

serienmãssigen Einsatz der Serologie er~ffnete sich erst mit 

der sehr empfindlichen ELISA-Variante. Bedeutende Vorteile 

(hohe Spezifizitãt, grosse Empfindlichkeit und 

Leistungsfãhigkeit) haben zu Anstrengungen geführt, die 

bisherigen Testverfahren (Igel-Lange-Test und A6-Test) durch 

ELISA abzul~sen. 

Unterschiedliche, teilweise widersprüchliche Aussagen 

verschiedener Autoren haben jedoch gezeigt, dass die 

Anwendung von ELISA zum Nachweis von Kartoffelviren, vor 

allem die Testierung ab Knolle, mit einigen Problemen 

verbunden ist . Die vorliegende Arbeit befasst sich mit 

verschiedenen pflanzenphysiologischen Fragen, die mit der 

Eignung von ELISA zum Nachweis von Viren bei der Kartoffel 

zusammenhãngen . Zur Zielsetzung geh~rt auch die 

Charakterisierung von Bedingungen, die es erm~glichen, ELISA 

als sicheres, rationelles und kostengünstiges 

Virusnachweisverfahren ab Knolle einzusetzen. 

Der experimentelle Teil umfasst mehrjãhrige Versuche, die 

den Einfluss verschiedener Faktoren auf ·die 

Nachweissicherheit mit ELISA prüfen . Zu den wichtigsten 

Themen zãhlen die folgenden : 
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Bedeutung des physio logischen Zustandes der Kartoffel

knolle zum Zeitpunkt des Virusnachweises (Vorlagerungs

bedingungen, künstli che Keimruhebrechung, jahresbedingte 

Unterschiede, Sorte usw . ). 

Auswirkungen des Infektionszeitpunktes auf den Nachweis 

von Viren in verschiedenen Pflanzenorganen, insbesondere 

in den Kartoffelknollen (Sekundãrinfektionen, Primar

infektionen, Pflanzenalter bei der Infektion) . 

Technische Aspekte für den Einsatz im Rahmen der 

Zertifizierung von Saatkartoffeln (Einsatz vom Mischserum, 

Verwendung geeigneter Gerãte , Computer usw. ) . 

Für den Virusnachweis ab Knolle konnen die wichtigsten 

Ergebnisse wie folgt zusammengefasst werden : 

Die Testsicherheit variiert stark in Abhãngigkeit vom 

physiologischen Zustand der Knolle, vom Pflanzenalter bei 

der Infektion und nicht zuletzt vom untersuchten Virus 

selbst . In unbehandelten, ruhenden Knollen ist der 

Virusnachweis am schwierigsten; lediglich 

Sekundarinfektionen konnen unmittelbar nach der Ernte 

zuverlãssig erfasst werden . Bei der Untersuchung von 

Primãrinfektionen ist mit zunehmendem Pflanzenalter zum 

Zeitpunkt der Infektion eine starke Abnahme der 

Nachweissicherheit festzustellen . Wãhrend PVY in ruhenden 

Knollen sehr schlecht bis gar nicht und nur in geringen 

Konzentrationen nachweisbar ist , liefert der Test von PLRV 

bedeutend bessere Resultate. Auch wãhrend der weiteren 

mehrmonatigen Lagerung der Knollen bleibt die Erfassung der 

Viren ungenügend . Auffallend sind die starken 

musterbedingten Schwankungen in der Nachweissicherheit . Mit 

d er einsetzenden natürlichen Keimung kann zwar eine 

deutliche Verbesserung de r Testergebnisse festgestellt 

werden, de r Virusnachweis bleibt trotzdem weiterhin 

ungenügend . Nur bei der Verwendung des Presssaftes aus 

Keimen konnen alle Infektionen sicher erfasst werden. 

Langfristige Beobachtungen wãhrend mehrerer Jahre haben 

gezeigt, dass für einen zuverlãssigen Nachweis beider Viren 
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(PLRV und PVY) die künstliche Keimruhebrechung mit Rindite 

unerlãsslich ist . Eine zusãtzliche Nachweisverbesserung kann 

durch Kãlteschock an den Knollen erzielt werden . Die 

Rinditebehandlung ist auch dann notwendig, wenn nach langer 

Lagerung bereits die natürliche Keimung der Knollen 

eingesetzt hat . Für die Saftentnahme hat sich die Basis von 

apikalen Augen als besonders günstig erwiesen . Unabhãngig 

von untersuchter Sorte und Infektionszeitpunkt ist der 

Nachweis von PVY fünf Wochen, der Nachweis von PLRV zwei 

Wochen nach der Rinditebehandlung mit hundertprozentiger 

Sicherheit moglich . Dabei muss erwãhnt werden, dass der 

Zeitpunkt der hochsten Viruskonzentration nicht immer mit 

dem der hochsten Nachweissicherheit korreliert . 

Für den gleichzeitigen Nachweis beider Viren im Rahmen der 

Zertifizierung 

Mischserum R/ Y 

von Saatkartoffeln hat sich der Einsatz von 

bewãhrt . Auf Grund der im Rahmen dieser 
Arbeit Erkentnisse konnten 

Zürich-Reckenholz die 

gewonnenen 

Forschungsanstalt 

Testverfahren im Herbst 1984 vollumfãnglich 

an der 

bisherigen 

durch ELISA 

abgelost werden . 

Bei spãten Primãrinfektionen sind an den Pflanzen bis zur 

Frühernte meistens keine Virussymptome sichtbar oder 

nachweisbar, obwohl sich die Knollen im Nachbau als 

infiziert erweisen. Aus diesem Grund ist es sehr 

problematisch, die Resultate vom Test an Pflanzen selbst für 
e ine Prognose betreffend Virusbefall der Knollen zu 

verwenden . 
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SUHHARY 

Viral infeetions of potatoes affeet both quality and 

quantity. Sinee potatoes are vegetatively propagated the use 

of healthy, eertified seed material is eritieal for good 

yields. In Switzerland seed potatoes are tested for viral 

infeetions before final eertifieation. The tests used in the 

past (ILT and A6-Test) are aeeurate but labor- intensive, 

therefore we investigated new methods for deteetion of viral 

infeetions. The introduetion of serology for use in 

large-seale testing eame with modern immunoassays sueh as 

ELISA . Important advantages (high speeifieity, sensitivity 

and eost-effeetiveness) lead to efforts to replaee the ''old" 

tests with ELISA. 

In the literature there are reports about problems when 

using ELISA to deteet viral infeetions in tubers . This 

thesis deals with plantphysiologieal issues eoneerning viral 

deteetion in potatoes by ELISA. It also eharaeterizes the 

eonditions needed for a reliable and eost-effeetive use of 

ELISA for large-seale deteetion of viruses in potato tubers. 

The experimental part eontains investigations over several 

years on the influenee of different faeters on the 

reliability of ELISA: 

- Importanee of physiologieal state of tuber at time of test 

(storage eonditions, artifieial interruption of tuber 

dormaney, seasonal differenees, eultivars ete.). 

- Effeet of time of infeetion on virus deteetion in 

different plant organs, espeeially tubers (seeondary and 

primary infeetions, age of plant at infeetion). 

- Teehnieal aspeets of the test proeedure (applieation of 

a mixture of antibodies to PVY and PLRV; instrumentation , 

eomputer ete . for automation of ELISA). 
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The most important results can be summarised as follows: 

The reliabili ty o f viral detection varies with 

physiological age of tuber , plant age at infection and 

different viruses. The detection of virus in untreated, 

dormant tubers is very difficult, only secondary infections 

are detected right after harvest. In the case of primary 

infections the test reliability decreases as plant age at 

infection time increases. In dormant tubers PVY was rarely 

detected, whereas for PLRV the test was more reliable. Also 

after several months of storage the detection of virus 

remains unreliable and variability between the different 

lots of tubers adds uncertainty to the test results . Natural 

sprouting improves test reliability, but the results remain 

unsatisfactory. Only the use of sap extracted directly from 

sprout tissue allows detection of all virus-infections. 

Long-term observations have indicated, that for a reliable 

detection of PLRV and PVY in tubers, the dormancy has to be 

broken artificially by a treatment with Rindite . An 

additional improvement of the test can be achieved by 

cold-shock. Rindite treatment is necessary even if natural 

sprouting is in progress. The tissue below the dominant 

sprouts is most suitable for sap extraction. Independent of 

cultivar and time of infe.ction, PVY- and PLRV-detection is 

100% reliable five respectively two weeks after 

Rindite-treatment. Time of highest reliability is not always 

correlated with time of highest virus concentration. In 

routine application of ELISA a mixture of antibodies to PVY 

and PLRV can be successfull used to detect the two viruses 

in the same ass·ay. Based on resul t s of this thesis, ELISA 

has been used for routine virus-detection in seed potato 

certification since fall of 1984. 

Late primary infections do not lead to visible or evident 

symptoms at early harvest time, although tubers .are 

infected . Therefore it is very problematic to use the 

results from virus-detection in leaves for a reliable 

Prediction concerning infection of tubers. 
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