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Uber den Einsatz hochtouriger Laborgerdte
bei der Untersuchung des Bodens
auf zystenbildende Nematoden'
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Mit 4 Abbildungen und 4 Tabellen

Die zystenbildenden wurzelparasitischen Nematoden der Gattung
Heterodera gehoren zu unseren gefidhrlichsten Pflanzenschéddlingen. Ihre
gegeniiber den Umwelteinfliissen auflerordentlich widerstandsfahigen Brut-
kapseln (Zysten), in denen die zahlreichen Eier und Larven jahrelang
lebens- und infektionsfihig verbleiben konnen, werden mit Erd- und
Pflanzentransporten, den Bearbeitungsgeriiten sowie durch den Wind leicht
verschleppt und verbreitet. Die Bekéampfung dieser Schadlinge ist infolge
der groflen Widerstandsfdahigkeit der Zysten gegeniiber chemischen Mit-
teln und ihrer Langlebigkeit noch sehr problematisch und erfolgt gegen-
wirtig vorwiegend durch FruchtfolgemaBnahmen. Die Kenntnis der Ver-
seuchungslage ist aus betriebswirtschaftlichen und handelspolitischen Er-
wagungen (Fruchtfolgegestaltung, Innen- und AuBenhandelsmalinahmen)
von grofler Bedeutung.

Zur Teststellung einer bestehenden Verseuchung lassen sich ver-
schiedene Methoden verwenden. Voraussetzung ist bei allen Methoden
das Vorhandensein einer reprisentativen Probe. Uber die Art und Weise
der Probenentnahme (Zahl und Tiefe der Einstiche, Probenmenge, Bezugs-
basis g oder em?®) gehen die Meinungen weit auseinander. Auf die ein-
zelnen Ansichten kann im Rahmen dieses Vortrages jedoch nicht ndher

1 Vortrag zum Bodenzoologischen Kolloquium am 6. und 7. April 1961 in Gorlitz.

2 Meinen Mitarbeiterinnen, ¥Frl. CHR. HOLM und Frau L., TEICHERT, mdachte
ich riir die wertvolle Unterstiitzung bei der Durchfithrung der Arbeiten herzlich danken.
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eingegangen werden. Es sei hier nur angefiihrt, dall gegenwiirtig auf der
Grundlage der 10. Durchfiihrungsbestimmung vom 24.6.1959 zum Gesetz
zum Schutze der Kultur- und Nutzpflanzen — Bekdmpfung des Kartoffel-
nematoden — Richtlinien tber die Entnahme und Untersuchung von
Bodenproben zur Ermittlung des Besatzes mit Zysten des Kartoffel-
nematoden (Heterodera rostochiensis Woll.) erarbeitet werden. Nach den
vorliegenden Entwiirfen sollen von allen Flichen, die auf Grund der
Ergebnisse der routinemiBigen Bodenuntersuchung der Institute fiir
Landw. Versuchs- und Untersuchungswesen (LVU) als befallen anzusehen
sind, auf denen wiihrend der Vegetationszeit an unterirdischen Pflanzen-
teilen Nematodenzysten festgestellt wurden und bei denen Befallsverdacht
besteht, mit einem Bohrstock 200 Einstiche/ha vorgenommen weérden. Die
Zahl der Einstiche ist zu verdoppeln bei Flichen, auf denen Kartoffeln fiir
Vermehrungs- und Exportzwecke sowie andere Pflanzen, die mit Knollen,
Wurzeln oder anderen unterirdischen Teilen fiir den Export vorgesehen
sind, angebaut werden!. Die Einstichtiefe soll 5 cm betragen. Die erhaltenen
Bodenmengen sind zu 4 Mischproben/ha zu vereinigen und diese getrennt
zu untersuchen. Als Bezugsgrofie gelten 100 em” lufttrockener Boden.

Fiir wissenschaftliche Untersuchungen ist die Zahl der in den Richt-
linien genannten Einstiche viel zu gering. Die ungleichmiilige Verteilung
der Zysten im Boden erfordert eine moglichst grofie Anzahl von Proben,
damit ein einigermalien zutreffendes Bild erhalten wird. Wir diirfen nicht
vergessen, dafl kein e noch so genaue Methode bei der Untersuchung des
Bodens den Fehler einer ungeniigenden Probenentnahme ausgleichen
kann. Allerdings wird andererseits aus arbeitstechnischen und arbeits-
wirtschaftlichen Griinden eine gewisse Grenze notwendig. Bei unseren
Untersuchungen entnehmen wir von Kleinstparzellen (10 m®) 2—4 Ein-
stiche/m® und von grifleren Parzellen (100 m?) insgesamt 50 Einstiche. Die
Einstichtiefe betriagt dabei 20 em.

Die bekanntesten Methoden zur Untersuchung von Bodenproben auf ihren
Zystengehalt sind: die Siebmethode nach BAUNACKE (1922), das Schliimmverfahren
mit der Fenwick-Kanne (FENWICK, 1940), die Grol-Liisewitzer-Papierstreifen-
methode (BUHR, 1954) und das Trichterverfahren nach KIRCHNER (1954). Alle ge-
nannten Verfahren arbeiten nach dem Prinzip, mittels Wasserzufuhr die im luft-
trockenen Zustand schwimmifihigen Zysten von den Bodenteilchen zu trennen. Die
genannten Verfahren unterscheiden sich in der Trennungsart der Zysten vom
Boden, bedingt durch die verwendeten technischen Mittel. Auf die Handhabung der
verschiedenen Verfahren soll allerdings hier nicht eingegangen werden. Inter-
essenten seien auf die entsprechende Literatur verwiesen (BAUNACKE, 1922; FEN-
WICK, 1940; OOSTENBRINK, 1950; BUHR, 1954; KIRCHNER. 1954, 1955; GOFFART,
1958; SCHMIDT, H. A., 1959). Bemerkt werden soll nur, dafl nach den bereits er-

wiihnten Richtlinien die routinemiiBige Untersuchung zukiinftig nach der KIRCHNER-
schen Trichtermethode vorgenommen werden soll.

1 Anmerkung: In der am 31. 8. 1961 verdffentlichten Richtlinie wird auf eine Ver-
doppelung der Einstichzahl verzichtet. Verlangt wird zusédtzlich eine Untersuchung
der Fliichen, auf denen Kartoffelmieten angelegt werden sollen.
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Untersuchungen von Bodenproben auf Nematodenzysten sind aber
nicht nur zur Feststellung der Verseuchungslage, sondern auch bei Ar-
beiten iiber Fragen der Populationsdynamik, der Wirksamkeit chemischer
Bekimpfungsmittel usw. notwendig. Dabei kommt es darauf an, mdglichst
alle in der Probe vorhandenen Zysten zu erfassen. Mit der im Institut fiir
Phytopathologie und Pflanzenschutz der Universitit Rostock bereits seit
einer Reihe von Jahren benutzten Zentrifugiermethode ldBt sich
die genannte Forderung weitgehend erfiillen.

Diese Methode wurde seinerzeit von Prof. Dr. E. REINMUTH in Vor-
schlag gebracht und von dem fritheren Mitarbeiter Dr. J. SCHMIDT in
zahlreichen Versuchen benutzt und verbessert. Im vergangenen Jahre
ersetzten wir die bis dahin benutzte Zentrifuge mit einer Umdrehungs-
geschwindigkeit von 3000 U min (SCHMIDT., J., 1959) durch eine grofiere mit
einer Leistung von 6000 U/min. Gleichzeitig wurden auch die Zentrifugen-
gliiser von 15 em” Fassungsvermégen durch solche von 25 em* Inhalt aus-
gewechselt. Dementsprechend konnen die Gldser nun mit 10 cm? statt wie
bisher mit 5 em* Boden gefiillt werden.

Die zur Untersuchung gelangenden Bodenproben werden an der Luft
(oder im Trockenschrank bei ca. 30 “C) getrocknet und anschlieBend
gesiebt. Hierzu verwenden wir ein elektrisch betriebenes Schiittelsieb.
Nachdem der Boden gut vermischt ist, werden die graduierten Zentrifugen-
gliser mit jeweils 10 em” Boden und 10 em? Wasser gefiillf. Um einen
gleichméBigen Lauf der Zentrifuge zu gewiihrleisten, tarieren wir je 2 ge-
fiillte Glidser auf einer selbstgefertigten Balkenwaage (Abb.1 der Bild-
beilage) mit einigen Wassertropfen aus der Spritzflasche aus. Sodann er-
folgt ein kriftiges Schiitteln der mit dem Daumen oder Gummistopfen
verschlossenen Glidser. Wenn sich Boden und Wasser gut vermischt haben,
werden die offenen Glaser moglichst schnell in die Zentrifugenbecher
gestellt und die Zentrifuge nach Auflegen des Deckels in Betrieb gesetzt.
Die von uns verwendete Zentrifuge Type EZ-3 (6000 U/min, Firma Paul
Kayser, Leipzig, Abb. 2 der Bildbeilage) enthélt 6 Becher, von denen aus
arbeitstechnischen Griinden meist nur jeweils 2 gegeniiberliegende benutzt
werden. Durch die Einwirkung der Zentrifugalkraft (Arbeitsncrm 4500
U/min) erfolgt die Trennung der Zysten vom Boden. Die Zysten sammeln
sich auf der Wasseroberflache an, wiahrend sich der Boden unten im Glase
absetzt. Das Wasser mit den Zysten wird anschlieend in eine kleine
weille Schale (Abdampfschale 6—8 cm ()) gegossen. Beim Ausgieflen und
beim Nachspiilen mittels einer elastischen Spritzflasche wird das Zentri-
fugenglas um seine Lingsachse gedreht, um ein Abschwemmen des sedi-
mentierten Bodens zu verhindern. Durch das Nachspiilen gelingt es auch,
die nicht schwimmfidhigen Zysten, die auf dem abgesetzten Boden liegen,
sowie die an der Glaswand haftenden Zysten mitzuerfassen. Die Zysten
lassen sich leicht vom weillen Schalenrand abnehmen bzw. die abge-
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sunkenen aus dem klaren Wasser aufsaugen und auf einen Objekttriager
uberfiihren. Das Auszdhlen erfolgt unter dem Stereo-Mikroskop.

Die Zentrifugiermethode arbeitet mit einem hohen Genauigkeitsgrad.
Wenn abgezihlte Zysten dem Boden in den Zentrifugenglisern zugesetzt
wurden, so konnten sie zum grofiten Teil durch das Zentrifugieren wieder-
gewonnen werden (Tab. 1).

Tabelle 1

Die Wirksamkeit der Zentrifugiermethode bei unterschiedlichen Bodenarten
(12fache Wiederholung)

Ackerboden (lehmiger Sand mit

Hohenbockaer Quarzsand 2,20 organischer Substanz)

zugesetzte wieder= Zugesetzte wieder-
Zystenfl0 em? gewonnene Zysten/10 em? gewonnene
Sand Zysten in % Boden Zysten in %,

1 100 1 100

2 100 2 100

5 100 5 98,3

10 99,2 10 98.1

20 97,5 20 96,6

30 98,3 30 98,3

40 98,1 40 97,5

a0 97,3 50 96,0

Bei der Priifung des Einflusses der Zenftrifugierungszeit zeigte sich, dal3
bereits die Zeit von 1 Minute zu den gleichen Ergebnissen fiihrte wie
lingere Einwirkungszeiten (Tab. 2).

Tabelle 2
Einflufl der Zentrifugierungszeit

zugesetzte Zysten

rj- wiedergewonnene Zysten
ganul (in 24310 cm? N HL
fugierungszeit Boden) Anzahl Y
1 Minute 640 624 97,5
2 Minuten G40 G20 96,9 °
J Minuten 640 G20 96,9

Wie bei allen anderen Methoden ist es auf Grund der ungleichmiBigen
Verteilung des Zystenbesatzes in den vorliegenden Mittelproben von
groBter Bedeutung, fiir eine gute Durchmischung der Untersuchungsproben
Sorge zu tragen. In Tabelle 3 ist die Variation des Zystenbesatzes inner-
halb einer Mittelprobe, die vor der Untersuchung nicht besonders homo-
genisiert wurde, wiedergegeben.

Die Variationsbreite der 100 Einzelproben erstreckt sich von 21—48 Zysten/
10 em? Boden. Der Mittelwert betrigt 32,01 + 0,66 und die Streuung 6,58.
Die grofle Variationsbreite macht es notwendig, eine Reihe Auszihlungen
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Tabelle 3

Variation der Zystenzahlen einer Mittelprobe (Zysten/10 em? Boden)

Reihe 1 2 3 4 5 6 T 8 ) 10
23 31 34 31 36 a1 27 38 23 a2
36 24 22 30 38 25 27 35 42 48
21 39 39 38 31 40 28 31 28 a7
40 43 36 38 22 42 27 38 30 27
34 42 28 44 22 33 37 26 39 23
30 33 28 43 25 24 40 36 24 30
31 27 25 26 41 26 28 39 36 28
27 40 33 32 30 27 24 33 32 40
40 22 2 23 37 24 33 23 36 34
42 25 27 33 25 41 34 26 35 25

324 326 314 438 307 313 305 325 325 324

zusammenzufassen, um einen reprisentativen Mittelwert zu erhalten. Die
Zahl der notwendigen Auszihlungen wird sich nach der Verseuchungs-
stirke, dem Schwankungsbereich sowie dem Zweck der Untersuchung
richten miissen. Bei den in Tabelle 3 wiedergegebenen Werten kommen
wir durch eine Zusammenfassung von 10 oder noch besser von 20 Einzel-
werten dem Mittelwert von 32,01 schon sehr nahe,

Bei der Beurteilung des erhaltenen Zystenmaterials unterschied man
bislang zwischen leeren Zysten und solchen mit lebensfdhigem Inhalt.
Auch im anfangs zitierten Gesetz zur Bekdmpfung des Kartoffelnematoden
wird als Beurteilungsmafistab die Zahl der Zysten ,mit lebendem Inhalt®
genannt. Dabei spielt es keine Rolle, ob sich 10, 100 oder 400 Eier und
Larven in einer Zyste befinden. Dies mag fiir praktische Belange (z.B.
Quarantanemafinahmen) auch von untergeordneter Bedeutung sein, bei
wissenschaftlichen Untersuchungen, namentlich bei populationsdynami-
schen Arbeiten, sind diese Dinge jedoch von grofler Bedeutung. Deshalb
wird in zunehmendem Male als Bezugselement nicht die Zystenzahl, son-
dern die Zahl der Eier und Larven pro Bodeneinheit angegeben. Die Fest-
stellung ihrer Zahl erfordert natiirlich zusétzliche Arbeit. Das anfangs
‘gelibte Verfahren, die Zysten einzeln aufzureien und den Inhalt auszu-
zahlen, ist viel zu zeitaufwendig. Daher versuchte man bald, durch den
Einsatz von Laborgeriten diese Arbeit zu mechanisieren. Von BIJLOO
(1954), GOFFART (1958), HUIJSMAN (1959) u. a. wurden rotierende Labor-
geridte zum Zerquetschen oder Zerreillen der Zysten und der Freisetzung
ihres Inhaltes verwendet. Wir beschafften uns fiir diese Arbeit gleichfalls
einen Homogenisator fiir wiss. Zwecke der Firma E. Buhler, Tibingen
(50 000 U/min. 100—200 W, Abb. 3 der Bildbeilage), der sich bereits im
Institut flir Pflanzenziichtung der DAL GrofB-Liisewitz bewihrt hatte !, Das

I Herrn H. STELTER vom Institut fiir Pflanzenzilichtung der DAL GrofB-Lilsewitz
mochte ich an dieser Stelle fiir die Unterweisung und Ratschliige herzlichen Dank
sagen.
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Arbeitsprinzip ist folgendes: Die abgezihlten Zysten werden in einem
halb mit Wasser geftillten kolbenformigen Glasgefild durch die rotierenden
Kreuzmesser zerschlagen und der Inhalt wird freigesetzt. Die Suspension
wird sodann in ein Becherglas gespiilt und auf ein bestimmtes Mal auf-
gefiillt. Aus dieser durch einen ., Vibro-Mischer® (Abb. 4 der Bildbeilage)
in Bewegung gehaltenen Nematodensuspension werden bestimmte Anteile
mikroskopisch ausgezihlt und der durchschnittliche Ei/Larvenbesatz er-
rechnet.

Bei unseren Arbeiten verwenden wir fiir jede Probe 100 Zysten.
Dariiker hinaus zu gehen, hat sich als unnotig erwiesen. In mehreren ver-
gleichenden Versuchen wurden bei der doppelten Zystenzahl (200) auch die
doppelte Larvenzahl ausgezidhlt (100 Zysten — 1009, Larven : 200 Zysten

197,9 94, Larven). Das Homogenisieren erfolgt in der Regel mit 35 000
U/min und einer Zeit von 3...5 Min.

Trotz der hohen Geschwindigkeiten kommt es nur ganz vereinzelt vor,
daB Larven zerrissen werden. Die Lebensfihigkeit wird aber doch beein-
triichtigt, wie sich bei einer Priifung mit dem nach DOLIWA (1955/1956)
hierfiir geeigneten Vitalfarbstoff Chrysoidin (1 : 20 000) ergab (Tab. 4).

Tabelle 4

Einflull der Homogenisierung auf die Lebensfiihigkeit der Kartoffelnematodenlarven
(Vitalitéitstest mit Chrysoidin, Prilfung 6 Tage nach der Behandlung)

Anzahl der Larven

Behandlungs-  einwandfrei ! lebend T gesamt
art tot vital geschiidigt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %

35 000 U/min; 0

5 Min. 165 60.9 Tl 26,2 35 12,9 271 100
35 000 Ufmin;

10 Min. 157 73,3 23 10,8 34 15,9 214 100
unbehandelt 174 28,6 397 65,3 37 6,1 G08 100

Aus der auf 100 em? aufgefiillten Nematodensuspension werden 25 bzw.
50 mal 0,1 em? abpipettiert und in Hohlschliffobjekttrigern ausgeziihlt. Es’
werden demnach 2,5 bzw. 5 ecm?, d. h. der 40. bzw. 20. Teil der Suspension
ausgeziahlt. Bei einer ‘durchschnittlichen Ei/Larvenzahl von > 10/0,1 cm?
reichen 25 Auszidhlungen aus, bei einem geringeren Ei/Larvenbesatz sind
sicherheitshalber 50 Auszihlungen zu machen, Durch Multiplikation der
ausgezihlten Eier und Larven mit dem Faktor 40 bzw. 20, je nach Zahl der
durchgefiihrten Auszdhlungen, erhiilt man die Gesamtzahl der in der
Suspension enthaltenen Nematodeneier und -larven. Zur Berechnung des
durchschnittlichen Zysteninhaltes mufl diese Zahl durch die Zahl der
homogenisierten Zysten (100) dividiert werden. Sollten evtl. einmal eine
oder mehrere Zysten heil bleiben, so werden diese bei der Division in
Abzug gebracht.
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Dafl bei sorgfiltiger Arbeit 25 Ausziihlungen zur Inhaltsbestimmung
geniigen, zeigt folgendes Beispiel: In einem Versuch mit 5 bzw. 6100
Zysten ergab die Inhaltsberechnung bei 25 Auszidhlungen im Durchschnitt
190,40 Eier + Larven/Zyste, bei 50 Auszihlungen 188,12 Eier + Larven/
Zyste.

Den in der Bodenprobe enthaltenen durchschnittlichen EifLarvenbesatz
erhdlt man durch Multiplikation des durchschnittlichen Zysteninhaltes
mit der zuvor festgestellten Zystenzahl/Bodeneinheit. Bei der Beurteilung
der erhaltenen Endwerte darf man allerdings nicht vergessen, dal} sie mit
Methoden ermittelt wurden, die mit gewissen Fehlermoglichkeiten behaftet
sind.

Zusammenfassung

Fiir wissenschaftliche Untersuchungen ist die Kennzeichnung des Ver-
seuchungsgrades einer Bodenprobe durch die Zystenzahl allein nicht mehr
ausreichend, sondern mulBl durch Inhaltsbestimmungen erginzt werden,
so dafi im Endergebnis der Verseuchungsgrad durch die Zahl der Nema-
todeneier und -larven pro Bodeneinheit ausgedriickt werden kann.

Im Institut fiir Phytopathologie und Pflanzenschutz der Universitit
Rostock wird der Zystenbesatz des Bodens durch die Zentrifugiermethode
ermittelt. Die Methode gewiihrleistet ein schnelles und sauberes Arbeiten
und erfaB3t auch die nicht schwimmenden Zysten. Die graduierten Proben-
gliser werden jeweils mit 10 em® Boden + 10 em? Wasser gefiillt, durch-
geschiittelt und 1 Min. bei ca. 4500 U/min zentrifugiert. Die im Boden ent-
haltenen Zysten schwimmen im klaren Wasser bzw. liegen auf dem Boden-
satz und konnen sodann zur Auszihlung in weille Abdampfschalen gespiilt
werden.

Zur Zysteninhaltsbestimmung werden je Probe 100 Zysten in 40 bis
50 em? Wasser im Homogenisator fiir 3...5 Min. einer Umdrehungs-
geschwindigkeit von ca. 35000 U/min ausgesetzt, wobei die Zystenhdute
durch das Kreuzmesser zerschlagen und die Eier und Larven frei werden.
Aus der auf 100 em® aufgefiillten und durch einen Vibrator in Bewegung
gehaltenen Suspension werden 25 bzw. 50 X 0,1 em? Fliissigkeit mit einer
Pipette auf Hohlschliffobjekttriger iibertragen und unterm Mikroskop
die Nematodeneier und -larven ausgezihlt.

Die Multiplikation des durchschnittlichen Zysteninhaltes mit der fest-
gestellten Zystenzahl ergibt den Verseuchungsgrad an EifLarven je Boden-
einheit.
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Abb. 1. Waage zum Austarieren der Zentrifugengliiser
(Zu DECKER, Untersuchungen auf zystenbildende Nematoden)



Abb. 2. Zentrifuge Type ZE-3 zur Untersuchung des Bodens auf Nematodenzysten



Abb. 3. Homogenisator mit Zubehdr zum Freimachen des Zysteninhaltes



Abb. 4. ,Vibro-Mischer“ (Typ E 1, Bobb & Reuther, Mannheim-Waldhof)
zur Durchmischung der Nematodensuspension



