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INLEIDING.

De onderzoekingen van BARRUS (1911, 1915, 1918) over het
voorkomen van biologische rassen van Colletotrichum Lindemu-
thianum (Sacc. et Magn,}) Bri, et Cav, in Noord-Amerika gaven
aanleiding de vraag onder de oogen te zien of zoodanige rassen
ook in Europa en-speciaal in Nederland voorkwamen.

Dit is een vraag, welke voor het kweeken van tegen anthracnose
resistente boonenvariéteiten van groot belang is. (MC. ROSTIE
1919, 1921 @ en b, REDDICK 1922, BURKHOLDER 1923). Wanneer
men de biologische rassen van de zwam kent, kan men meer
doelbewust kruisingen gaan uitvoeren tusschen voor een of meer
‘biologische rassen onvatbare boonenvariéteiten.

Bij ons onderzoek is geen poging gedaan om alle in Nederland
voorkomende rassen van Colletotrichum Lindemuthianum (Sacc.
et Magn.} Bri, et Cav. te verzamelen, noch om de vatbaarheid
van de Nederlandsche boonenvariéteiten voor die rassen na te
gaan. Door gebrek aan plaatsruimte in de kassen was het niet
mogelijk een onderzoek in deze richting te doen, want dit werk
behoort in goed geisoleerde infectiecellen te geschieden om ver-
menging van de rassen te voorkomen.

Wij hebben ons daarom bepaald tot een nader onderzoek van
enkele rassen en daarbij nagegaan of behalve de verschillen in
virulentie voor bepaalde boonenvariéteiten andere physiologische
en ook morphologische verschillen tusschen de rassen te consta-
tfeeren waren,

- Verder werd nagegaan of de geisoleerde rassen identiek waren
met de door BARRUS (1911, 1918), BURKHOLDER (1923} en
LEACH (1923) in Amerika gevonden rassen van de zwam.
‘Daar niet met voldoende zekerheid bekend was of Collefo-
trichum Lindemuthianum bij afwezigheid van boonenplanten of
-resten in de aarde kan overwinteren, werd nagegaan of de zwam
in aarde vrij van deelen van boonenplanten kon leven en welke
temperaturen beneden het vriespunt doorstaan konden worden.



Slechts een enkele maal vindt men in de literatuur devallen
van aantasting van Phaseolus multiflorus Wild door anthracnose
vermeld.

Toen ons dan ook een door deze ziekte aangetaste peul van de
nronkboon in handen kwam, was dit een aanleiding om te onder-
zocken of de veroorzaker van deze aantasting een speciaal
,multiflorus” ras van Colletotrichum Lmdemuthzanum {Sacc. et
Magn.) Bri. et Cav. was.

- De resultaten van kweekproeven met de u1t de aangetaste
peul geisoleerde zwam leidden tot de veronderstelling, dat deze
een vorm van Gloeosporium fructigenum Berk, zou zijn. De juist-
heid van deze veronderstelling werd door infectieproeven op
Phaseolus vulgaris, appels en tomaten bevestigd. - |

Bij deze proeven werd gevonden, dat de virulentie van deze
zwam in hooge mate door het substraat beinvloed wordt en er
ontstonden door het kweeken op bovengenoemde substraten een
aantal zeer constante variaties van de zwam. (In dit verband
willen wij er op wijzen, dat het ons ongewenscht voorkomt derge-
lijke vormen als ,,mutaties’”’ te betitelen, daar door de asexueele
voortplanting van de zwam het bewijs niet te leveren is, dat er
een verandering in genotype is opgetreden.) Het was mogeljjk
eenerzijds stammen te verkrijgen met grooter virulentie voor
Phaseolus vulgaris L, en geringer virulentie voor vrichten dan
-de oorspronkelijke stam en anderzijds stammen, waarvan de
virulentie voor appels en tomaten sterk vergroot was in verge-
lijking met de oorspronkelijke stam, Deze groote mate van varia-
biliteit, welke ook bij verwante Gloeosporién voorkomi, achten:
wij van belang om inzicht te krijgen in de specialisatie ten
opzichte van de voedsterplanten, (Zie Deel 11, § 8.)

- Door de groote virulentie, welke de zwam bezit voor vruchten,
vertoont deze veel overeenkomst met Gloeosporium fructigenum
Berkeley. Zij is echter niet identiek met de door KRUGER (1913)
- beschreven Gloeosporium fructigenum Berk, forma americana en
‘Gloeosporium fructigenum Berk. forma germanica. Wij meenen
haar daarom als een nieuwe vorm van Gloeosporium fructigenum
Berk. te moeten beschouwen en hebben deze vorm genoemd

forma hollandica nov. forma.



" HOOFDSTUK I |
" BIOLOGISCHE RASSEN VAN COLLETOTRICHUM LINDE-
MUTHIANUM (SACC. ET MAGN) BRI ET CAV.

§ 1. LITERATUUR OVER HET VOORKOMEN VAN
BIOLOGISCHE RASSEN.

BARRUS (1911) 'concludeert na infectieproeven met rein-
cultures, dat er minstens 2 rassen van de zwam moeten bestaan,
die verschillen in specifiek infectievermogen ten opzmhte van
verschlllende boonenvariéteiten. '

'EDGERTON en MORELAND (1916) vonden bij het onderzoek
van isolaties van Colletotrichum Lindemuthianum van Verschll-
lende herkomst 3 rassen van de zwam. - :

In 1918 vermeldt BARRUS de resultaten van infectieproeven
op een groot aantal boonenvariéteiten met talrijke isolaties van
de zwam. Uit deze resultaten besluit BARRUS, die blijkbaar het
onderzoek van EDGERTON en MCRELAND niet kende, dat er 2
rassen bestaan, die hij ras a en ras f noemt. Zeer overtuigend
is het betoog van BARRUS niet, wanneer hij aantoont, dat er niet
“meer dan 2 rassen zijn. In zijn tabellen zijn meerdere gegevens
~ {e vinden, waaruit men evengoed tot het bestaan van meer dan

'~ iwee rassen kan concludeeren. Op p. 600 zegt BARRUS zelf:
»From table 3 one would conclude that .culture K, with possibly
two exceptions, is closely related to strain §, but in these latter
varieties, as shown in table 4, it appears, except for three
varieties to be related to strain a”. Toch rekent BARRUS deze
stam K tot ras f. Hij had deze stam echter met meer recht
als een nieuw ras kunnen beschouwen,

Ook LEACH (1923) gaat niet met de indeeling van de stammen
van BARRUS in 2 groepen accoord. Hij zegt (p. 103): ,,if we con-
-sider difference in parasitism a sufficient basis for distinguishing
biologic forms, a difference can not justly be disregarded even if
manifested on one host only, Furthermore, these forms may act
differently on many other bean varletles whlch were not
inoculated”. |

‘Maar dadelijk hierna begaat LEACH dezelfde fout, die hij
BARRUS verwijt. LEACH heeft 8 biologische rassen gevonden en
geeft dan met behulp van de bekende vatbaarheid van 7 boonen-
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variéteiten voor deze 8 rassen een sleutel, waarmede, naar hij
zegt: ,,an unknown b1olog1c form may be readily identified by a
few simple inoculations” (p. 10). LEACH rekent er nu niet mee,
dat onder de talrijke andere boonenvariéteiten wel verschillen in
vatbaarheid voor, volgens den sleutel van LEACH gelijke, rassen
kunnen optreden, Dat dit inderdaad kan voorkomen, zal in het
‘onderstaande (§ 2. ¢ p. 12) aangetoond worden.

In 1923 vermeldt BURKHOLDER het bestaan van een p ras
van de zwam, zoo genoemd in onderscheiding van de door
BARRUS gevonden o en f rassen. Dit y ras bleek boonen-
variéteiten aan te tasten, die zoowel voor de rassen a als ﬁ
resistent waren,

"In de meeste van de bovengenoemde gevallen vertoonden de
verschillende rassen behalve in hun verschillen in specifiek
infectie vermogen ten opzichte van boonenvariéteiten geen mor-
fologische verschillen. |

- Het zijn u1tslu1tend Amerlkaansche auteurs, welke het bestaan
van biologische rassen van de zwam constateerden.

In het werk van enkele EurOpeesche onderzoekers komen wel
eenige aanwijzingen voor, waaruit blijkt, dat waarschijnlijk ook
in Europa rassen van de zwam voorkomen. -

Zoo zegl FISCHER (1919), dat naar zijn opvatting de tegen-
strijdige meeningen in Duitschland over de vatbaarheid van be-
paalde boonenvariéteiten voor anthracnose hun verklaring kunnen
vinden in het voorkomen- van verschillende rassen van de zwam
in de verschillende plaatsen, zoodat een boon, die in de eene
streek weinig vatbaar is, in een andere streek sterk aangetast
wordt, - ' | -

" SCHAFFNIT en BONING (1925) vermelden elchter dat zij bij een
onderzoek - met cultures van wuit verschlllende streken van

Duitschland atkomstige aangetaste peulen geen biologische rassen
~ hebben gevonden,

§ 2, 'ONDERZOEK OVER HET VOORKOMEN VAN RASSEN VAN
- COLLETOTRICHUM LINDEMUTHIANUM IN NEDERLAND.

. a. MATERIAAL. |
. Infectieproeven zijn gedaan op een aantal van dezelfde boonen-

‘variéteiten, die BARRUS (1918) en LEACH (1923) voor hun
infectieproeven gebruikten en welke zij welwillend ter onzer
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beschikking stelden, Er werd met deze Amerikaansche varié-
{eiten gewerkt om na te kunnen gaan of de eventueel te vinden
rassen van de zwam identiek zouden zijn met de in Amerika door
BARRUS, BURKHOLDER en LEACH devonden rassen. Van de door
Prof. BARRUS gezonden boonen was bekend of zij al dan niet
voor een of meer van de rassen a, § en y vatbaar waren.
Dr. LEACH zond de 7 in zijn ,,analytical key to biologic forms of
Colletotrichum Lindemuthianum” genoemde soorten, |

Al deze boonen behoorden tot de soort Phaseolus vulgaris L.

Van de voor de infectieproeven gebruikte reincultures van de
zwam waren er twee geisoleerd van aangetaste peulen van bruine
boon atkomstig uit ‘s Heer Arendskerke (Zeeland). Deze cultures
zijn in het onderstaande aangeduid als cultures Z I en Z 11.

Cultuur Z I werd uit een boon geisoleerd, waarvan in de’
avervuli in de aangetaste plekken abnormaal veel setae voor-
kwamen, waardoor deze inplaats van de normale grijsroode kleur
een zwarte kleur vertoonden. Deze afwijking is echter later
slechts zelden weer gevonden bij avervuli op kunstmatig geinfec-
{eerde boonenplanten of -peulen. |

Verder werden infectieproeven verricht met een cultuur, geiso-
leerd van een peul van de ,,Dubbele Hollandsche Princesseboon”,
~afkomstig uit 's Gravenzande in het Westland. Deze cultuur is
in het vervolg met de letter W aangeduid.

Een vierde cultuur werd geisoleerd van een peul van de
snijboonvariéteit ,,Noordster”, afkomstig uit Enkhuizen. Deze
cultuur is in het onderstaande met de letter E aangeduid.

-b. WERKWIJZE.

De als uitgangsmateriaal voor de infectieproeven gebruikte
cultures werden ieder eenige malen achtereen uit één spore gde-
kweekt. Deze één-spore-cultures werden verkregen door een
druppel eener verdunde sporensuspensie op een zeer dunne laag
boonengelatine !) in Petrischalen uit te zaaien.

Na 24 uur werd met behulp van het microscoop apart liggende
kiemende sporen opgezocht en deze werden overgeént. Wanneer

1) De boonengelatine werd volgens het onderstaande voorschrift bereid:
100 Gr. boonen 1 uur in 1 L. warm water weeken, vervolgens de massa
1 uur koken. Filtreeren. Filtraat tot 1 L. aanvullen en 109, gelatine toe-
voegen, Vervolgens !/, uur bij 120° C, sterlhseeren Na 24 uur nogmaals
1/, uur bij 120° C, sterlllseeren '
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de op deze wijze verkregen cultuur sporen vormde, werden op
dezelide wijze, weer één-spore-cultures gemaakt en daarna werd
het geheele proces nog eens herhaald. |

Deze werkwijze is voldoende betrouwbaar, wanneer men de
sporensuspensie zoodanig verdunt, dat men per druppel sporen-
suspensie 10 a 15 conidién op de voedingsbodem brengt. Zeer
zelden blijven dan de sporen aan elkaar kieven en bovendien kan
men met behulp van het m1croscoop controleeren of men werke-
lijk één spore overent. , |

B1] de infectie werd als volgt te werk gegaan.

-Van de één-spore-cultures werd overgeént op door koken ge-
':terlhseerde stengels' van Vicia faba in cultuurbuizen, Op dit
substraat worden in korten tijd overvloedig acervuli en pseudo-
'pycniden gevormd. Sporensuspensies werden bereid door de
geénte stengels van Vicia faba in water te brengen, ze 10 minuten
te laten staan om de sporen te doen losweeken en ze vervolgens
met een glazen staaf te wrijven om de sporen te doen loslaten.

Ten slotte werd de vloeistof door een gazen lapje gefiltreerd
om de vaste deelen van den voedingsbodem te verwijderen. De
zoo verkregen sporensuspensie werd met behulp van een metalen
vaporisator over de te infecteeren planten verstoven.
- De infectieproeven werden verricht in de infectiecellen van
de kassen van het Laboratorium voor Mycologie en Aardappel-
onderzoek te Wageningen. De infectieproeven werden steeds
gelijktijdig met de 4 genoemde stammen genomen in 4 aparte
infectiecellen, o -

Van de te onderzoeken boonenvariéteiten werden in elk der
- 4 kasjes evenveel zaden afzonderlijk in potten gepoot in een
gekookt mengsel van kleigrond en turfmolm. Wanneer het eerste
paar bladen volledig ontwikkeld was, (ongeveer 14 dagen na het
zaaien) werden de planten geinfecteerd. De eerste dagen na de
infectie werd de temperatuur der kasjes op ongeveer 18°—20° C.
gehouden, daar dit volgens LAURITZEN (1919) de voor infectie
meest geschikte temperatuur is. Eenige uren voor de infectie
werd de grond in de bakken goed vochtig gemaakt en na de be-

. sproeiing met de sporensuspensie werden de bakken, waarin de

planten stonden afgedekt met glasplaten waarop pap1er kwam
te liggen.

Het afdekken der bakken met glas is noodig om 1 de voor infec-
tie noodige luchtvochtigheid te verkrijgen, Volgens LAURITZEN
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heeft de infectie alleen plaats bij een luchtvochtigheid van
95100 %. Het leek mij wenschelijk de planten de eerste dagen
na infectie niet in het volle licht te plaatsen, daar gebleken was,
dat het licht de eerste dagen na de kieming der sporen den groei
van de schimmel vertraagt. Of het licht het binnendringen der
zwam in de plant ook beinvloedt, kon niet worden nagegaan, .
Twee dagen na de eerste infectie werd de besproeiing met een
sporensuspensie herhaald en nog twee dagen later werd het glas
van de bakken afgenomen.
- Tegen het trekken van conclusies bij deze proefopzet zou men
als bezwaar kunnen aanvoeren, dat de planten in zeer abnormale
omstandigheden geplaatst zijn geweest, Proeven van BARRUS
[1921]_ en LEACH (1923), waarbij planten verwond werden of
zeer vochtig of zeer droog gekweekt werden, hebben echter be-
wezen, dat dergelijke abnormale groeiomstandigheden niet in
staat zijn de vatbaarheid van de planten te veranderen. )
Ongeveer 7 dagen na de 1ste infectie vertoonden zich de
ziekteverschijnselen. Twaalf dagen na de 1ste infectie werd het
- resultaat genoteerd. Bij de beoordeeling werd de aantastings-
raad met behulp van onderstaande puntenschaal aangeteekend:

- Aantastingsgraad. o  Symptomen.
10 . | Plant dood, :
g8 . - 4 -sterk aangetast, kans op de vlekken zeer
' ' op herstel gering. veel acervuli.

. vrij sterk aangetast, vrij veel acervuli.
. _licht aangetast, weinig acervuli.
4, zeer licht aangetast, geen acervuli,
Geen spoor van aantasting.

L= S I =

1) Dat zelfs vrij sterke verwondingen geen invloed hebben op vatbaar-
heidsgraad bleek toen bij een infectieproef,- dadelijk na de 1ste infectie
een ruit brak, waardoor 15 planten van de variéteit Red Indian Minn. 1101
en 17 planten van de variéteit Navy Minn. 1083 sterk beschadigd werden:
er waren stengels en bladsteelen gebroken of geknakt en bladeren ge-
kneusd. De ‘meeste van deze planten bleven in leven. De beschadigde
planten van de variéteit Red Indian Minn, 1101 werden in geen enkel
opzicht sterker aangetast dan de niet beschadigde. En de beschadigde
exemplaren van de variéteit Navy Minn. 1083, die voor hetras, waarmede
geinfecteerd was, immuun is, vertoonden ook geen sporen van aantasting,



g

Het geven van cijfers maakt het beter mogelijk de aantastmgen
door verschillende rassen van de zwam te verdelijken en een
gemiddelde te bepalen dan bij het geven van qualificaties zooals
sterk, vrij sterk, matig enz. het geval is. Ook is het nu mogelijk
- bij iedere infectieproef de middelbare fout van het gemiddelde in
den aantastingsgraad te berekenen en zoodoende de variabiliteit
in de vatbaarheid der variéteiten te bepalen en na te gaan of er
reéele verschillen in aantasting bestaan.

c. INFECTIEPROEVEN EN BESPREKING DER RESULTATEN.

De resultaten van de infectieproeven zijn neergelegd in de
~ tabellen 1 en 2. De eerste tabel geeft de graad van aantasting
met de daarbij behoorende middelbare fout van het gemiddelde

(berekend volgens JOHANNSEN, 1913) op door Prof. BARRUS ge-
10nden boonen.

Uit tabel 1 blijkt duidelijk, dat alle vier de cultures zich
ten opzichte der gebruikte boonenvariéteiten verschillend
gedragen. -

De cultures Z I en Z II zijn Verschlllend van de cultures E en
W door hun gedrag tegenover b.v. de variéteiten Red Kidney,
Well's Red Kidney, Yellow Eye 17-541-12-1-6 e.a. De stammen
ZI en ZII verschillen onderling in hun gedrag tegenover de
variéteiten Burpee White Wax, Extra Early Refugee, Kentucky
Wonder e, a.

De cultures E en W verschillen onderling door hun gedrag
tegenover de variéteiten: Round Pod Kidney Wax, Extra Early
Refugee, Black Kentucky Wonder, Refugee Wax, -

De cultures Z1, Z1I, E en W gedragen zich dus verschillend
bij infectie van dezelfde boonenvariéteiten, Deze cultures kunnen
hierom als aparte biologische rassen van Colletotrichum Linde-
muthianum beschouwd worden. S

Thans dient te worden nagegaan of deze rassen identiek zijn
met de rassen a, 8 en y van BARRUS en BURKHOLDER.

In kolom 6 van tabel 1 is aangegeven de vatbaarheid der
boonenvariéteiten voor de rassen q, B:en y. De kleine letters
a, b en ¢ duiden aan, dat de betreffende boonenvariéteit vat-
~baar is voor de rassen a, § en y en de letters A, B en C be-

teekenen, dat deze variéteit onvatbaar is voor deze rassen van
de zwam, -

Stam Z1 tast de varletelten Round Pod Kldney Wax en
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Burpee S White Wax, die volgens de opgave van BARRUS voor
de rassen a en f§ zeer vatbaar zijn, slechts licht aan. Stam Z1
is dus niet gelijk aan a en f# van BARRUS.

De variéteit Yellow Eye 17-541-12-1-6 is volgens BURKHOLDER
(1923) immuun voor ras y. Deze variéteit wordt door stam Z I
sterk aangetast, terwijl de voor ras y vatbare variéteiten White
Imperial en Perry Marrow zeer licht worden aangetast. Hieruit
blijkt, dat stam ZI niet gelijk is aan ras y van BURKHOLDER,

Stam ZII tast de voor ras a zeer \atbare variéteit Black
Kentucky Wonder bijna niet aan. De vocr ras g vatbare varié-
teiten Round Pod Kidney Wax en Extra Early Refugee zijn
eveneens resistent voor stam Z1I, Stam ZII is dus niet gelijk
aan de rassen a en f.

. De voor ras y onvatbare variéteit Yellow Eye 17-541-12-1-6
wordt sterk aangetast door stam ZII; de voor ras y vatbare
variéteiten White Marrow, White Imperial en Perry Marrow zijn
voor stam Z II resistent. ,

" Stam Z I1 is dus ook niet gelijk aan ras .

. Stam E komt in veel opzichten overeen met ras a; stam E tast
de voor ras a vatbare variéteiten Burpee's White Wax, Extra
Early Refugee, Black Kentucky Wonder en Refugee Wax sterk
aan. Alleen de voor ras a vatbare Round Pod Kidney Wax is voor
- stam E resistent. Verder wordt de voor ras a resistente variéteit
White Marrow door stam E zeer sterk aangetast. We kunnen dus
concludeeren, dat stam E toch niet gelijk is aan ras a van BARRUS,
Thans moeten we nog nagaan of stam E geh]k is aan een der- |
rassen f§ en y, o :

De voor f of y vatbare variéteiten Wh1te Kldney, Red
~ Kidney, White Imperial, Perry Marrow en Well's Red Kidney
- zijn zeer resistent voor stam E. Stam E komt dus ook niet overeen
met de rassen f en 7. |

Stam W tast de voor de rassen a en p vatbare variéteit
Round Pod Kidney Wax zoo goed als niet aan en ook voor «
vatbare variéteiten Black Kentucky Wonder, Refugee Wax en
Kentucky Wonder worden slechts licht aangetast. Hieruit blijkt,
~ dat stam W niet gelijk is aan ras a. De voor de rassen feny
- vatbare variéteiten White Kidney en Red Kidney en de voor ras
-7 vatbare variéteiten White Imperial, Perry Marrow en Well's
~ Red Kidney worden niet of zeer. licht door stam W aangetast
~ Stam W is dus niet gelijk aan een der rassen 8 en 7
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Uit het bovenstaande blijkt, dat geen der stammen Z I, Z I,
E en W overeenkomt met een der rassen @, ﬁ en ¥ Vvan
BARRUS en BURKHOLDER." - _

Ook werden infectieproeven genomen om na te gaan in hoe-
verre de gevonden biologische rassen overeenkwamen met de
door Dr. LEACH (1923} gevonden rassen. Om dit vast te stellen
werd gewerkt met door Dr. LEACH gezonden boonenvariéteiten,
welke volgens zijn opgave zouden kunnen dienen voor het identifi-
ceeren van onbekende biologische rassen van de zwam. Van iedere
boonensoort en met iedere stam werden 50 planten geinfecteerd.

Tabel 2 geeft de resultaten van deze infectieproeven en tabel 3
geeft weer de ,analytical key to biologic forms of Colletotrichum
Lmdemuthzanum van LEACH,

TABEL 2. Resaltoat ven de infeclieproeven met de stammen :

Boonnevariéteiten -
van LEACH. zr Z1 £ w
Brown Swedish, Minn, 152. 9,445 * 0,151 9,00 =+ 0,152 5644 * 0,264 | 2508 + 0,188
Navy, Minn. 69 . . ., . . 1,348 + 0,133 1,00 + 0,064 9,857 *+ 0,144 | 906 £ 0,048
Red Kidney, Minn. 156 . . ‘9,614 + 0,160 9,675 = 0,184 0 0
Red Indian, Minn. 1101 . .. 2,594 *+ 0,256 2,489 + 0.158 9,848 1 0,187 9,344 £ 0,124
Navy, Minn, 1083 . . . . 0,104 = 0,049 U 8,907 £ 0,261 7,147 £ 0,390
Ruby Horticultural Bush, ) » . _ i
Minn, 98 . . . . . . . 9,766 * 0,132 9,070 £ 0,129 0 . 0
Improved Yellow Eye, Minn., | E 0
o109 . . L . . . . L. 9,936 + 0,141 8364 + 0,182 _ 0 B
TABEL 3.
Analyt:cal Key to Biologic Forms of Colletotrichum Llndemuthlanum
Brown Swedish, Minn. 132, resistant . . . . . . . . . . . ., .V}
e y ., susceptible.- ' :
Navy, Minn. 69, resistant . . . ., .., . . . . . . . VI
" ., susceptible, : _ ‘
Red Kldney, Minn. 156, resistant . ., . . . . . . IV
. . . susceptible, :
Red Indlan, Minn. 1101 resistant.
Navy, Minn. 1083 resistant. ., . . . . . ., .1II
" w susceptible. ' ' ’

Ruby Horticultural Bush, Minn. 98 re31stant
Improved Yellow Eye, Minn, 1906

resistant . . . A ' 1§
- Improved Yellow Eye Minn. 1096
_ susceptible . .. . . . . VI
Ruby HOrtlcuItural Bush Msnn. 98 sus-
ceptible . , . . I 1
Red Indian, Minn. 1101, susceptlble P |

) De cijfers in deze kolom geven de door Dr. LEACH geVOnden rassen
van Coll. Lindem. aan. . : :
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Uit kolom 2 en 3 van tabel 2 blijkt, dat de stammen Z1 en
Z Il op de gebruikte boonenvariéteiten geheel gelijk werken en
volgens tabel 3 zouden ze beiden identiek met ras VIII zijn.

Uit de resultaten van de vroegere infectieproeven is echter wel

voldoende gebleken, dat de stammen Z I en Z II niet aan elkaar
~ gelijk zijn. Hieruit blijkt, dat het schema van LEACH, waarin het
al of niet vatbaar zijn van 7 boonensoorten dient om vast te
stellen of men met bekende-of met nieuwe biologische rassen te
doen heeft, hiervoor niet toereikend is. (Vgl. p. 4.)

De stammen E en W geven alleen een verschil in aantasting
van de variéteit Brown Swedish, Minn 132, op de andere soorten
geven ze een ongeveer gelijke mate van aantasting.

Volgens tabel 2 en 3 is stam E identiek met ras IV en stam W
-~ met ras V, doch het is niet zeker, dat dit werkelijk het geval is,
want ook hiervan kan gezegd worden, hetgeen LEACH als bezwaar
tegen conclusies van BARRUS (1918) aanvoert: ,these forms may
act differently on many other bean varieties which were not
inoculated,” (LEACH 1923, p. 9.} -

LEACH vermeldt, dat hij geen immune scorten gevonden heett
en dat de meest resistente planten nog kleine vlekjes vertoonden.
Bij onze proeven werden op de variéteiten Red Kidney en
Improved Yellow Eye na infectie met de stammen E en W in
het geheel geen sporen van aantasting gevonden. Ook dit wijst
‘er op, dat de stammen E en W niet identiek zijn met de rassen

IVenV,

d. VERSCHILLEN IN WIJZE VAN AANTASTING DCOR DE
VERSCHILLENDE STAMMEN. - o

In enkele gevallen werd waargenomen, dat behalve verschillen
in de mate van vatbaarheid der boonenvariéteiten voor de rassen
der zwam ook verschillen bestaan in de wijze, waarop de aantas-
ting plaats heeft,

De stammen ZI en ZII doen alle planten van de varidteit
Yellow Eye 17-541-12-1-6 afsterven,

Hoewel de planten op het tijdstip van infectie even oud, geheel
gelijk ontwikkeld en gelijk behandeld waren, werd bij de planten
geinfecteerd met stam Z II zoowel het hypocotyle als het epico-
lyte deel der stengel aangetast, terwijl bij de infectie met stam
Z 1 alleen aantasting van het epicotyle sten

geldeel en van den
~wortelhals optrad (zie plaat 3). S i
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. Een zeer eigenaardig verschil in aantastingswijze door de 4
rassen trad op bij de variéteit Michigan Robust Pea Bean. .

De planten waren op denzeliden dag gezaald gelijk behandeld
en gelijktijdig geinfecteerd.

- De stam Z II gaf zeer geringe aantastmg en dan nog alleen op
de jongste stengeldeelen, stam W deed de planten boven de
- kiembladen aisterven, stam Z I tastte de bladstelen en den stengel
boven het eerste paar bladen zoodanig aan, dat de bladen niet
. afstierven, doch de groei vrijwel geheel tot stilstand kwam, In
3 weken na- de infectic waren de planten ongeveer 2 c.M. ge-
‘groeid; de bladen waren wat krom getrokken en het aangetaste
“stengeldeel, de bladstelen en de bladnerven waren bruin gekleurd.
De aangetaste deelen waren niet ingezonken, doch bleven
turgescent en er waren deen scherp begrensde infectieplaatsen
waar te nemen, Ook werden geen acervuli gevormd. Stam E deed
de planten geheel afsterven, (Plaat 2 en 3.)

§ 3, MORPHOLOGIE-PHYSIOLOGIE DER BIOLOGISCHE RASSEN.
| a. LITERATUUR. |

EDGERTON (1915) vermeldt, dat het optimum voor groei van
Colletotrichum Lindemuthianum ligt bij 22° tot 23° C. en het
maximum voor groei tusschen 30° en 31° C.

EDGERTON onderzocht de 8 cultures van de zwam. Uit de in
zijn publicatie gegeven graheken blijkt, dat niet alle isolaties
dezelfde groeicurve vertoonen, doch hij geeft niet aan of er ver-
band bestaat tusschen de pathogeniteit der cultures voor ver-
schillende boonensoorten en de verschillen in groeicurve.

- BARRUS (1921) vermeldt, dat de minimum temperatuur voor
groei tusschen 0° en 4° C, ligt, de optimum temperatuur 22° en
de maximum temperatuur 34° .C, bedraagt. Hoe de door BARRUS
gevonden biologische rassen door de verschillende temperaturen
beinvloed worden, valt uit de door hem gegeven grafiek niet at
te leiden, |

LEACH (1923) nam proeven over den mvloed van de tempera-
tuur op den groei van 3 biologische rassen. De verschillen in
groeisnelheid en kolonievorm bij verschillende temperaturen van
deze rassen waren gering en vervolgens LEACH zijn ze van geen
waarde. Er dient echter hier vermeld te worden, dat uit zijn
grafiek figuur 2 blijkt, dat voor de rassen V en VI de optimum
~ temperatuur. ongeveer 18,5° C, bedraagt en voor ras VII 23° C,
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Uit een andere proef van LEACH blijkt, dat voor Colletotrichum
de maximum temperatuur 32,5° C. bedraagt en de optimum tem-
peratuur 22,5°, Het gelukte LEACH verschil-te vinden in de wijze
waarop 2 rassen op toevoeging van bepaalde suikers aan de
voedmgsoplossmg, waarin de rassen gekweekt werden, reageer-
den.

SCHAFFNIT en BONING [1925] vermelden, dat de optimum
temperatuur tusschen 18° en 22° C, ligt en de maximum tempe-
ratuur tusschen 33 en 35° C. - ‘

b. EIGEN ONDERZOEK. _
1. Materiaal en werkwijze. |

De proeven werden genomen met cultures van de stammen;
ZI1,ZII,Een W.

De te onderzoeken stammen werden gekweekt in Petrischalen
cp kersenagar. Er werd zorg voor gedragen, dat de laag agar in
alle schalen even dik was, De schalen werden geént met stukjes

mycelium en een weini¢ van den voedingsbodem (kersenagar),
~ groot 4 X 4 mm.,, afkoms‘ug uit jonge cultures der verschillende
stammen,

Na het enten werden de schalen cerst 2 dagen in een thermo-
~ staat bij een temperatuur van 20° C, en vervolgens 1 dag bij 5° C.
geplaatst. Dit plaatsen der cultures bij 4+ 5° C. werd gedaan om
den ingetreden groei tot stilstand te brengen. Daarna werden van
iedere stam telkens 3 schalen geplaatst in thermostaten van 5°,
10°, 15°, 20°, 25°, 28°, 30° en 35° C, Weer 1 dag later werd de
diameter der cultures gemeten. Vervolgens werden de cultures na -

2 en 4 dagen gemeten. Uit de op deze wijze verkregen gegevens
~ werd de dageh]ksche toename van de dlameter der cultures

berekend.

2, Resultaten en bes'prekzrig hzeibdn

De resultaten der in het bovenstaande beschreven proef z11n
samengevat in tabel 4. | -

De minimum-, optmum- en maximum-temperatuur voor g-r-oei
blijkt dus geheel over een te komen met die, welke EDGERTON,
BARRUS, LEACH en SCHAFFNIT en BONING vonden. Bij alle stam-
men ligt de maximum {emperatuur voor groei in de buurt van
30° C. Bij verhoogmg van de temperatuur van 28° C,, waarbij
alle nog meer of minder goed groeien, op 30° C, komt de groei
geheel tot stilstand. Bij stam Z I ligt de lethale temperatuur zeer
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- TABEL 4. Gemiddelde dagelijksche groei in mM

: ' Temperatuur .
Stam. :
59 10° 15° | 20° 25° | 28° | 30° | 35°C.
Zr. . . ., . .| 101} 09 4,1 | 4,7 4,0 29 0 0
ZI .. ... .| 06 20 42| 53| 49| 44| 01| O
E .. .. ... 02 | 1,2 3.1 4,2 5,0 44 0.5 0
W. .. ....|lo02|12] 33| 40 54| 43| 06| 0

dicht bij de maximum temperatuur voor groei, Worden de cul-
tures, welke bij 30° C. geplaatst geweest zijn, weer op lagere
temperatuur gebracht, dan heeft geen groei meer plaats. '

- Voor de andere stammen ligt de lethale temperatuur tusschen
30° en 35° C, :

Uit tabel 4 bll]kt dat b1] de temperaturen 5° tot en met 20°
de stammen E en W langzamer groeien dan de stammen Z / en
Z I1. Het groei-optimum voor de stammen Z [ en Z II ligt in de
buurt van 20° en dat van de stammen E en W in de buurt van
25°, Ook wordt door verhooging van de temperatuur van 28° op
30° bij de rassen ZI en ZII de groei meer beinvloed dan van
de rassen E en W. We hebben hier dus overeenkomst met hetgeen
uit de proeven van LEACH bleek; de rassen verschillen behalve
in hun gedrag ten opzichte van verschillende boonensoorten ook
* in de wijze, waarop hun groei door de temperatuur beinvloed wordt.
- Bij de resultaten van infectie proeven op verschillende boonen-
scorten bleek, dat de verschillen in infectievermogen tusschen
de stammen Z I en Z II onderling over het algemeen veel kleiner
zijn dan hun verschillen met de stammen E en W. (Zie tabel
1 p. 9en2p. 11.}) Ook de verschillen in infectievermogen tusschen
de stammen E en W onderling zijn veel geringer dan hun ver-
schillen met Z I of Z II. (Zie tabel 1 p. 9 en 2 p. 11,) Een derge- -
lijke overeenkomst tusschen de stammen Z1I en Z II onderling
en tusschen de stammen E en W onderling vinden wij terug in
de wijze, waarop de groei der stammen door de temperatuur
“beinvloed wordt: ZI en ZII hebben hun optimale groei b1]
dezelide temperatuur en de stammen E en W ook. -

- We kunnen dus concludeeren, dat de stammen ZI en ZII
betrekkelijk na aan elkaar verwant zijn en de stammen E en W
onderling ook. Er zijn nog meer feiten, die de juistheid dezer ver-
‘onderstelling staven, De stammen E en W vormen op kersenagar
niet veel en los lucht mycelium, Jonge cultures van de stammen
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E en W zijn niet wezenlijk van elkaar verschillend, De stammen
Z 1 en ZII daarentegen vormen veel meer lucht mycelium, dat
een compacte, wollige laag vormt. Jonge cultures van de stammen
Z 1 en ZII zijn ook niet van elkaar te onderscheiden. (Zie plaat
7 en 8) Een cultuur van de stammen E of W is daarentegen
steeds van een cultuur van de stammen Z [ of Z II te onderkennen
(zie plaat 4 en 5). Uit de groeiwijze op kersenagar blijkt dus, dat
de stammen ZI en ZII nauw verwant zijn en de stammen
E en W ook

Een overeenkomstig verschil in groeiwijze wordt gevonden bij
het kweeken der stammen op boonenagar (zie plaat 8). Stam
E en W zijn ook dan niet van elkaar te onderscheiden en de
~ stammen Z1 en ZII onderling ook niet, doch het verschil tus-
schen de cultures van de eene groep en die van de andere groep
is zeer groot, Er is verschil in hoevéelheid luchtmycelium en in
kleur der kolonies. De cultures van de stammen E en W worden
spoedig zwart door verkleuring der myceliumdraden en die van
de stammen Z [ en Z I blijven wit, | o

'LEACH (1923) vermeldt, dat bij zijn proeven de verschillen in
groeiwijze van hetzelfde ras bij verschillende temperaturen zoo
groot waren, dat het niet mogelijk was de groeiwijze der rassen
te gebruiken om ze van elkaar te onderscheiden, De platen 4 en 5
doen zien, dat bij onze proeven het verschil in groeiwijze tusschen
de rassen E en ZII bij ieder der verschillende temperaturen
blijft bestaan. o

Uit deze proeven mag geconcludeerd worden, dat de stammen
Z I en Z II nauwer verwant zijn met elkaar dan met de stammen
E of W en omgekeerd, dat de stammen E en W met elkaar
nauwer verwant zijn dan met de stammen Z I of Z ]I
- Was het mogelijk de cultures van de stammen Z I en ZII te
onderscheiden van die van de stammen E en W, het gelukte niet
een kenmerk te vinden waardoor cultures van de-: stammen
- E en W van elkaar te onderscheiden zijn. ,

Vermoedelijk bestaat er wel een zoodanig verschil tusschen
de stammen Z I en Z II. Verscheidene malen werd n.l. geconsta-
teerd, dat in de oudere cultures van stam Z II, gekweekt bij 20°,
25% en 30° C. op kersenagar, het mycelium in het centrum der

cultuur eerder zwart werd dan gelijktijdig, even oude, op gelijke

wijze en op dezelfde agar gekweekte cultures van stam Z1 (zie
- plaat 6), | | - |
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APPENDIX.

Na het afsluiten van het manuscript ontvingen wij nog een
publicatie van Dr, BONING (1926}, betreffende een onderzoek naar
de identiteit van de door SCHAFFNIT en BONING (1925) bij hun
onderzoekingen over de vatbaarheid van boonenvariéteiten ge-
bruikte z.g. ,,Bonner Stamm” van Colletotrichum Lindemuthia-
num (Sacc, et Magn.) Bri. et Cav. met de rassen a, § en y van
BARRUS (1911 en 1918) en BURKHOLDER (1923) en met de rassen
X,, X, en X, van LEACH (1923). -

BONING verrichtte infectieproeven op boonenpeulen, welke los
-van de plant geplaatst waren in vochtige kamers en infecteerde
de peulen door het opbrengen van druppels eener sporensuspensie.
Veertien dagen na de infectie werden de resultaten genoteerd.

SCHAFFNIT en BONING (1925) vermelden, dat de op deze wijze
‘verrichte infecties een even juiste maatstaf leveren voor de vat-
baarheid der boonenvariéteiten als de infectiés van planten of van
peulen, welke nog aan de plant vastzitten. | |
- Hoewel genoemde infectie-methode geheel van de door ons
gevolgde verschilt, meenen wij toch de uitkomsten van de proeven
van BONING te kunnen vergelijken met die, welke wij verkregen
bij infectie met de stammen Z I, ZII, E en W van een drietal
Amerikaansche boonenvariéteiten, die zoowel BARRUS (1918] als
BONING (1926) bij hun onderzoekingen gebruikten. |

In onderstaande tabel zijn' naast elkaar aangegeven: de vat-
baarheidsgraad voor de rassen ZI, ZII, E en W; de door
BARRUS (1918) en BURKHOLDER (1923) vermelde vatbaarheid van
deze variéteiten voor de rassen a, 8 en y en de door BONING
(1926) geconstateerde vatbaarheid voor de ,Bonner Stamm”.

Vatbaarheidsgraad voor de stammen:

Boonenvariéteit. | ZI9 |ZIY| EY | Wy | 3 | gponeer
Extra Early Refugee, . .} 65 3,9 80 | 58 | a.b. w.
Round Pod Kidney Wax .| 25 | 24 | 23 | 02 | a.b. h.
Kentucky Wender. . . .| 97 33 — 24 1aBC, i

Uit d-eze-‘-fabel blijkt duidelijk, dat de ,Bonner Stamm' niet
identiek is met een der rassen Z 1, Z II E of W. |

1) Vatbaarheidsgraad aangegeven als in tabel 1 p. 9.
%) Door BONING gebruikte aantastmgsgraden i= sehr w1derstandsfah1g,
W = w1derstandsfah1g. h = hoch anfillig.” :

2



HOOFDSTUK II.

OVERWINTERING VAN COLLETOTRICHUM
LINDEMUTHIANUM IN AARDE.

s 1. LITERATUUR.

- CUNNINGHAM - vermeldt, dat Colletotrzchum Lmdemuthzanum
kan overwinteren in aangetaste deelen van de boonenplanten.
Verder acht hij het waarschijnlijk, dat de zwam in staat is op
organisch materiaal in aarde gedurende eenige jaren te leven
en dat van daar uit infectie van boonenplanten kan plaats hebben.
" HALSTED (1896) vond, dat wanneer boonen verbouwd werden
op grond, waarin het vorige jaar zieke planten stonden, deze
4 tot 6 maal zooveel aangetaste peulen gaven, dan wanneer zij
verbouwd werden op grond, waarop nog deen boonen geteeld
- waren., '

In 1897 vermeldt HALSTED dat boonen op grond, waarin een
‘vorig jaar aangetaste planten en peulen ondergebracht waren,
meer zieke peulen gaven dan boonen geteeld op grond, waarin
heide ondergebracht was,

PFEIFFER (1910) deelt mede, dat de z1ekte wel optreedt in
jaren, dat elders geen aantasting plaats heeft op die plaatsen,
waar men elk jaar boonen verbouwt of waar men het boonenstroo
gelijk met de mest onderploegt. . - '

BARTRAM (1916) vermeldt, dat cultures van Collefotrichum
Lindemuthianum op waterhoudende agar door lage temperaturen
eerder tot afsterven .gebracht worden dan cultures op uitge-
droogde agar. Hij plaatste cultures op verschillende voedings-
bodems in een open schuur en vond, dat op gedroogde Lima-
boonenagar de zwam van 13 December tot 13 April in leven
bleef. Op niet-gedroogde agar waren de cultures op 17 Januari
~ nog in leven, doch op 21 Februari niet meer. De temperaturen,
" waaraan de cultures blootgesteld waren, waren herhaaldelijk
lager dan —10° C. De laagste geregistreerde minimum tempe-
raturen bedroegen —13°, —9°, —23°, —19°, —20°. __228°,
—20,5°, —14°, —26,6°, -—26°, —-—233° C. De cultures op niet
gedroogde agar waren na het optreden van de temperatuur van

- —29° C, nog in leven. de cultures op gedroogde agar hebben alle
- temperaturen kunnen doorstaan,
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MUNCIE (1917) vond, dat de zwam kan overwinteren in aan-
getast boonenloof en als spore in den grond.

SCHAFFNIT (1920) vermeldt, dat de sporen van aangetaste
peulen, die gedurende dem winter 1919-1920 buiten bewaard
waren, op 12 Februari 1920 nog kiemkrachtig waren.

BARRUS (1921) komt tot de conclusie, dat de zwam in den
¢rond kan overwinteren in aangetast loof en dat sporen, in aarde
gebracht, niet langer dan 7 weken in leven blijven. Hij vermeldt
niet of de in aarde gebrachte sporen daar kiemden,

SCHAFFNIT en BONING (1925) meenen, dat de op de peulen
‘gevormde conidien niet voor de overwintering. van de zwam
geschikt zijn, doch dat er wel overwintering door middel van in
den grond gebracht aangetast boonenloof kan plaats hebben. Zij
achten het waarschijnlijk, dat de door de zwam gevormde pycno-
sporen bij de overwintering een groote rol spelen. ,Die wahr-
scheinlich die Stelle von Perithezien vertretenden Pykniden kén-
nen andererseits in Ackerboden auf den Ernteriickstinden der
Bohnen iiberwinteren und ihrerseits durch Infektion vom Boden
her die Infektionsquelle fiir das Auftreten der Krankheit bilden”.

SCHAFFNIT en BONING komen tot deze conclusie naar aan- -
- leiding van proeven met pycniden, die omstreeks hall Januari
uit een voedingsoplossing genomen werden en na langzaam
drogen bewaard werden: a, in een kelder bij 10° C. in met
waterdamp verzadigde lucht, b, in het laboratorium in tamelijk
droge lucht. | |

De kiemkracht der pycnosporen van groep b verdween spoedig,
reeds eind Februari kiemden ze niet meer. Bij groep a bleven ze
langer in leven. Bij de sporen uit deze groep waren er, die begin
Juni nog kiemkrachtig waren, Mijns inziens gaan SCHAFFNIT en
BONING bij hun conclusies uit deze proeven fe ver: er is niet aan-

getoond, dat deze sporen buiten en onder de natuurlijke omstan-
 digheden kunnen overwinteren en zelfs is het geheel niet nage-
gaan in hoeverre zij lage temperaturen kunnen verdragen. Wel
hebben SCHAFFNIT en BONING nagegaan bij welke temperatuur
onder 0° C. de zwam in cultures afsterft. Zij vermelden, dat het
mycelium niet afsterft, wanneer het dagenlang bij een tempera-
tuur in de buurt van het nulpunt gehouden wordt. Eerst tempera-
turen van —3° tot —5° C. dooden het bij langdurige inwerking,
Cultures op stijisel, die 2—3 dagen bevroren gehouden werden,
tconden na ontdooien geen verderen groei. Kortstondig bevriezen
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{2—3 uur) doodde echter het mycelium niet. Het betrekkelijk
spoedig sterven der cultures bij een temperatuur van —3° tot
_5° C. kan m. i. wel veroorzaakt geweest zijn door het gebruik
van stijfsel als voedingsbodem. De structuurverandering van dit
substraat bij bevriezen is zeer waarschijnlijk de oorzaak van het
spoedig afsterven der cultures geweest.

§ 2. EIGEN WERK.

Uit de literatuuropgaven blijkt, dat niet zeker is, of de zwam
zonder deelen van boonenplanten in de aarde kan leven, en of zij
lage temperaturen verdragen kan,

Om in deze vragen meer inzicht te krijgen, werden volgende
proeven genomen: buizen met een steriel mengsel van beuken-
bladaarde -en zand werden overgoten met eenige c.c. eener
sporensuspensie, welke verkregen was door acervuli van stam E,
gekweekt op sterlele stengels van Vzcza faba, te brengen in steriel
walter,

Aan de bladaarde werd op deze wijze geen deelen van boonen
loegevoegd. |
" De op deze wijze behandelde buizen werden 4 dagen bij 17° C.

ceplaatst. Na deze 4 dagen was macroscopisch mycelium-ontwik-
~ keling waar te nemen. De aarde was toen geheel met mycelium
doorgroeid. Vervolgens werd een deel der cultures bij verschillen-
de temperaturen in thermostaten in een koelkelder, een ander
deel buiten geplaatst. | | :

Geregeld werd nagegaan of de zwam nog in leven was, door
| aarde uit de buizen op boonenagar in Petrischalen te brengen

' De buizen werden met de sporen suspensie overgoten 12 Novem-
ber 1923 en op 16 November werden ze gebracht:

'~ groep 1 in een thermostaat bij 20° C.; .
" II "o 14 ' 3] 2° C '.
',_, m ,, koelkelder, waarin de temperatuur overdag
~ daalde van —2° C tot —7° C. en 'snachts opliep
van —7° C. tot —2° C,; | : o
",‘,_' VI werd buiten geplaatst onder een afdak, opeh naar
de Z.W.- en de N.O.-zijde. De cultures stonden be-

schut tegen regen en sneeuw.

. Gedurende de proefperiode daalde de ’eemperatuur buiten
meerdere malen beneden 0° C. Op een, op korten afstand van de
plaats, waar de cultures bewaard werden, gelegen terrein werd
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geregistreerd, dat de temperatuur op 88 etmalen korteren of
langeren tijd beneden het nulpunt was; op 33 dagen was de
temperatuur lager dan —5° C., op 12 dagen lager dan —7° C.
en op 5 dagen lager dan —10° C, De laagste temperatuur werd
geregistreerd op 31 December 1923, deze bedroeg —16° C,

" Op de volgende data was de temperatuur geregeld onder 0° C.:
25—28 Nov. (min. temp. —5°); 30 Nov.—2 Dec, (min, temp.
—6,6°); 19—22 Dec. (min, temp. —6°); 25 Dec.—9 Jan, (min,
- temp. —16°); 14—18 Jan. (min. temp. —9°); 23—27 Jan. (min.
‘temp, —6,1°); 11—18 Febr., (min. temp, —9,1°}; 27—29 Febr.
- {min. temp, —8°), terwijl zij van 4—21 Maart iederen nacht
onder 0° C. daalde. Deze gegevens werden ons welwillend door
Professor Dr. D, VAN GULIK verstrekt. |

De resultaten van deze proef zijn weergegeven in tabel 5.
Telkens werd van twee buizen nagegaan of de. zwam nog in
leven was,

TABEL 5. Querwintering van Colletotrichum Lindemuthianum op bladaarde.

Bewaarwijze

~ Gecontroleerd na: 36 1017 ) 2762 | 68 | 80 | 132 155 dagen.

i
'

Groep I.' i ol I ol I ol o I ol T o el e +
o L +l+ |+ |+ |+ F ||+ +
B 1) madl Bl el e ol B o ol I o I ol e )
o IV + |+ ]+ |+ ]+ ")

Uit tabel 5 blijkt, dat de zwam onder de meest verschillende
omstandigheden op bladaarde kan blijven leven. Dat de cultures
uit groep IV, die buiten overwinterd hebben, na de extreem koude
winter van 1923—'24 nog in leven waren, maakt het zeer waar-
schijnlijk, dat de zwam in het Hollandsche klimaat in aarde,
saprophytisch levende, kan overwinteren. Over het algemeen
kunnen organismen zeer slecht een herhaald bevriezen en weder
ontdooien verdragen, doch hier hebben de cultures van groep IV
een dergelijke geregelde schommeling in temperatuur, zooals die
aan het einde van de bewaarperiode optrad (de nachtvorsten van
~ 4—21 Maart met hooge temperatuur overdag) zonder schade ver-
dragen. |

Verder werd nagegaan, hoe lang een temperatuur van —15° C.

') Niet meer gecontroleerd.
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tot —20° C., een temperatuur, die in Nederland in den grond
zeer zelden optreedt, verdragen kan worden.

Voor deze proef werden gebruikt cultures uit de groepen 1. I,
III en IV van de vorige proef.

De buizen werden in metalen kokers opgehangen op eenige
diepte onder de vloeistofspiegel van de pekel eener koelinrich-
ting' De temperatuur bedroeg overdag —19° a —20° C. en steeg
in den nacht tot —15°C, Na 2, 4, 6 8 en 10 dagen werd nagegaan
-of de zwam nog leefde.

Tabel 6 geeft de resultaten van deze proef.

TABEL 6.
Aantal
dagen,
Aan- | Aantal | Resul- | " o2t® Gemid-
| y . na de
tal Voorbehandeling. dagen bjj taat over- deld
cul- - | «15°-20° | - over- . aantal
: T ) enting
tures. . C. enting, . { dagen.
. . | acervuli
gevormd
worden.
2 80 dagen groep I (209) 2 + 6
2 |80 ., , 1 (0. 2 + 6 ? :
2 (80 , , II(-20tot-79)] 2 £+ 6 ( ©
2 80 ', , IV {buiten) - 2 | + 6 5
2 18 , o, I.. 4 + 1
2 |80 , I 4 -} )
2 80 o 11 4 4 ) _
2 & , ., IV . 4 + 3 % ,
2 |8 «w I 6 4 6
. 2 80 " n il 6 ' + 7
2 |80 , ., I 6 + 6.5 ‘ 63
2 |80 , IV 6 y 6.5
2 80 M | 8 -+ 7
2 18 , ., 1 8 + 7 2
2 |80 . I . 8 -+ 65 (  °°
2 80 " " Iv . A 8 o —l.- 7, s
2 80 "o » | e . P 10 -|-- 17 R
2 80 S | 10 -+ 7 '
2 |80 , . ,m.. . .| 1o + | s 723
2 ) 80 1] ‘u IV . o . 10 -l- . 7

) " Alle vormden sporen, doch de tijd, d; . .
werd niet genoteerd, o 1% l? voor de vorming H?O‘;lg was,
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Uit tabel 6 blijkt, dat de temperatuur van —15° C, tot —20° C.
goed werd verdragen. De duur van bewaring bij deze temperatuur
bieek invloed uit te oefenen op de tijdsduur, die de zwam noodig
heeft om, na het overenten van bladaarde op boonenagar, acervuli
te vormen en wel zd6, dat bij langere bewaring bij —15° C.—
—20° C. langeren tijd voor acervulus-vorming noodig is.
~ We kunnen, de resultaten. dezer proeven als volgt samen-
vatten: | | \

Collefotrichum Lindemuthianum kan 5 maanden lang, onder
de meest verschillende omstandigheden op bladaarde leven.

Cultures van Collefotrichum Lindemuthianum op bladaarde
kunnen 132 dagen bij een temperatuur van —2° C. tot —7° C.
bewaard worden, zonder af te sterven.

Een bewaring van 80 dagen bij een temperatuur van —2° C, tot
—7° C. gevolgd door 10 dagen plaatsen bij —15° C, tot —20° C.
is niet in staat de zwam, gekweekt op bladaarde, te dooden.

Langere bewaring bij een temperatuur van —15° C, tot —20° C.
heeft de strekking den duur, welke de zwam voor sporevorming
op daarvoor -geschikt substraat noodig heeft, te vergrooten.
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- PERITHECIUM VORMING.Y
" § 1. LITERATUUR.

FRANK (1883) heeft zonder succes getracht bij Colletotrichum
Lindemuthianum perithecien te verkrijgen door aangetaste peulen
buiten te laten hangen gedurende den winter of door deze in den
grond te begraven. . ) ' o |
 Ook Miss STONEMANN (1898) ‘was niet in staat bij Colleto-
trichum Lindemuthianum perithecién te vinden. |

SHEAR en WOOD (1907) zijn de eersten, die vermelden bij
~ Colletotrichum Lindemuthianum perithecien gevonden te hebben.
Zij leggen er vooral den nadruk op, dat het bepaalde stammen
zijn, die de eigenschap tot peritheciumvorming bezitten en ‘dat,
wanneer men een zoodanige stam in cultuur heeft, voedingsbodem
en uitwendige omstandigheden weinig invloed op het ontstaan
van perithecien uitoefenen. N | S

Als meest voor peritheciumvorming geschikte voedingsbodem .
wordt maismeelagar gencemd. SHEAR en WOOD zeggen (p. 262):
»We have found by repeated experiments that if a culture from
any particular acervulus or group of averculi does not produce
an ascogenous stage on corn meal at 75° tot 85° F. it is useless
to experiment further with the material from the same source.

Fresh material from other specimens must be tried until a race,

strain or generation is found which will

. produce its ascogenous
form",

| Een beschrijving van den vorm en de afmetingen der perithe-
cien en der ascosporen ontbreekt, evenals een bew
gene stammen, welke van boonenpeulen geisoleerd
lijk stammen van Colletotrichum Lindemuthianum

Naar aanleiding van de resultaten van SHEAR en WOOD (1907)
zegt EDGERTON (1908), dat het misschien mogelijk is, dat een
~ enkele maal een -appel-Colletotrichum, welke tot perithecium--

vorming in staat is, op boon voorkomt, doch dat niet uit te maken
is, of dit het geval geweest is door het ontbreken van een be-
- schrijving van de cultures in het werk van SHEAR en WOOD,

| . 1) Het in dit hoofdstuk beh del ) —
werkt worden, De verk ehandelde onderzoek kon niet geheel afge-

20 ceni M regen resultaten worden echter gepubliceerd, daar
] eenige aanwijzingen voor verder onderzoek kunnen leveren,

ijs, dat asco-
waren, werke-
Zijn,
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In een meer uitvoerige publicatie in 1913 deelen SHEAR en
WOOD mede, hoe het hen gelukt is van Colletotnchum Lmde-
muthianum perithecién te verkrijgen,

Met het oog op het groote belang van deze mededeeling laten
wij haar hier in haar geheel volgen:

,Numerous cultures of the bean anthracnose have been made
at different times and in different seasons. The cultures from
conidia in most cases have been rather uniform in appearance and
behavior, agreeing with the descriptions given by Atkinson,
Whetzel, Edgerton, and others. In 16 slant agar tubes made
November 3 from different acervuli on 5 bean pods the growth
soon became very dark colored. This appears to be quite a con-
stant characteristic of this species, and all the cultures made were
practically identical in appearance during their growth No per:-
thecia were produced in the cultures.?)

The acervuli varied greafly in number and size in different
cultures and setae, though usually present, were not numerous.
Many chlamydospores were also found in some cultures, Cultures
from single conidia, showing the usual appearance of the fungus,
are shown in Plate VII.

In December cultures were made in flasks of corn meal by
transfer of conidia and a bit of tissue from a bean pod bearing
acervuli of the bean-anthracnose fungus, later, all of the flasks
showed good perithecia and asci, but conidia were scarce or
wanting. An ascus and ascospores are shown in Plate I, figures 13
and 13a. These cultures became finally contaminated and
were discarded. Plates were previously made from them,
. using the crushed perithecia and asci. The ascospores
germinated readily and produced a dense growth of mycelium of
the usual appearance. No conidia were found in these plates.)
Other plates poured from the same ascospore material produced
the same typical mycelial growth; and at the end of 12 days
perithecia were present in great numbers, buf no conidia were
found.?) Other plates were poured on March 16, A single
ascospore transferred to a tube and afterwards to a flask of corn
meal produced the usual growth of mycelium; and on April 3 an
abundance of perithecia with mature asci were present, but no
“conidia were seen. 1) |

Y Cursiveering van mij.
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This is the only case in the writers’ experience with these
organisms in which cultures made from ascospores have produced
no conidia or if they were formed they were so few in number
that they escaped observation. It does not appear, however, that
ihere can be any doubt about these perithecia belonging to the
bean anthracnose. The cultures were originally started from the
conidial form on a bean pod and conidia were found in the first
cultures with the perithecia. The perithecia, asci, and all the
morfological characters of the fungus agree with Glomerella, as
will be observed by comparing Plate I, figures 13 and 13q, and
also the measurements of conidia and ascospores. The fact that
conidia were few in the original culture and wanting in others
apparently shows only an extreme variation in this particular, as
cultures from different hosts have shown a great degree of varia-
bility in respect to the relative abundance of the different spore
forms in any race or strain, and there seems to be a general
tendency on the part of cultures from ascospores to produce
fewer conidia than do those which originate from conidia

I R R R I I T I R I R I R R I R R R R R N R R

e In one other series of cultures from conidia, from a
bean a few small peritheciumlike bodies were found at the edge
of the culture, but no asci or ascospores were obtained.
 The appearance and behavior of this organism in cultures, as
well as the failure of cross-ionculation experiments, apparently
shows it tot possess sufficiently well-marked characteristics to
justity its separation as a distinct species, though the perithecial
form taken alone could be distinguished with great difficulty,
if at all, from that obtained from other hosts. It is tentatively
named Glomerella Lindemuthiana." (SHEAR and WOOD 1913:
46—47). - - .
~ Verder spreken deze auteurs het vermoeden uit, dat voor de
peritheciumvorming in het geslacht Glomerella het blijkbaar niet
noodig is, dat bevruchting of kernversmelting van twee verschil-
lende individuen plaats heeft, De eventueel optred-ehde kern-
fusies moeten plaats hebben tusschen kernen van hetzelide indi-
vidu, daar ook één-spore cultures rijkelijk perithecien vormden.
- De resultaten van SHEAR en WOOD mogen niet zonder ecritiek
aanvaard worden. | | | |
Het is niet zeker, dat de cultures, waarin zij perithecien vonden,
cultures van Colletotrichum Lindemuthianum waren, Zij hebben
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deze cultures verkregen door enten van conidien en aangetast
weefsel van een zieke peul op een voedingsbodem. Men is er
blijkbaar van uitgegaan, dat de op zoodanige wijze verkregen
sruw-cultuur’” een cultuur van Colletotrichum Lindemuthianum
was. Dat dit niet het geval behoeft te zijn, blijkt uit een onderzoek
van EDGERTON (1915, p. 254—256). Deze heeft van aangetaste
boonenpeulen ascogene Colletotrichum stammen gelsoleerd welke
tot de scort Glomerella cingulata behoorden,

EDGERTON zegt dan ook met betrekking tot de resultaten van
SHEAR en WOQOD: ,,As SHEAR and WOOD performed no inocula-
tion experiments with their ascogeneus culture to prove patho-
genicity, it seems more reasonable to suppose that they had a
culture of Glomerella that was accidental on the bean and was
not the true bean anthracnose fungus itself.” (EDGERTON 1915,
p. 256). Ook is het mislukken van kruisinfecties op vruchten en
andere gewassen bij de proeven van SHEAR en WOOD geen bewijs,
dat hun perithecien-vormende stam Colletofrichum Lindemuthi-
anum was. Die kruisinfecties zijn gedaan o.a. met conidien van
reincultures. Reincultures van de perithecien produceerende stam
leverden geen conidien, zooals de auteurs met nadruk betoogen,
dus de conidien van reincultures gebruikt voor kruisinfecties
waren van niet-ascogene stammen atkomstig. Ook zijn geen kruis-
infectieproeven gedaan met conidien van de peul waarult de
ascogene vorm geisoleerd is.

Het ontbreken van infectieproeven met de ascogene vorm op
boonen en het eveneens ontbreken van kruisinfecties met deze
stam op appels en andere vruchten maakt, dat in het geheel niet
aangetoond is, dat de door SHEAR en WOOD geisoleerde Glome-
rella identick is met Colletotrichum Lindemuthianum. |

KRUGER (1913) beschrijft, hoe hij op allerlei manieren getracht
heeft Colletotrichum Lindemuthianum tot peritheciumvorming te
brengen: door het plaatsen van cultures in het licht en in het
donker, door gebruik te maken van warmte en koude, door ze op
rijke en arme voedingsbodems te kweeken, door droog of nat
substraat te gebruiken, door toevoeging van bepaalde bacterién
aan de cultures. Het gelukte echter niet perithecién te verkrijgen.
- Hij schrijft het niet optreden van perithecién in zijn cultures
toe aan de mogelijkheid, dat hij met stammen gewerkt heeft, die
niet het vermogen hebben een hoogere vruchtvorm.te produceeren,
Toch schakelt hij de mogelijlkheid niet uit, dat SHEAR en WOOD
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inderdaad perithecién bij Colletotrichum Lindemuthianum de-
vonden hebben en bij de vaststelling van de nomenclatuur van
de zwam handhaatd KRUGER de naam Glomerella Lindemuthiana
Shear n. comb, . ‘

EDGERTON [1915] toont aan, hoe hij enkele malen uit de
vlekken van aangetaste boonen Glomerella species geisoleerd
heeft, die ascogeen waren. Deze bleken bij het kweeken bij ver-
schillende temperaturen een gelijke groeicurve te leveren als
Glomerella cingulata. Deze Glomerella species leefden blijkbaar
saprofytisch in de door Colletoirrchum LGdemuthzanum aange- -
taste plekken der boonen,

Uit het in het bovenstaande aangehaalde citaat (zie p. 27)
is wel gebleken, dat EDGERTON ten zeerste betwijfeld of SHEAR
en WOOD perithecién van Colletotrichum Lindemuthianum gezien
hebben. EDGERTON zelf heeft ze in de honderden cultures, die h1]
onderzocht nooit waargenomen en hij concludeert:

It is doubtful if the perithecial stage of Colletotrichum Lin-
demuthmnum the fungus causing bean anthracnose has ever been
seen"’,

HEMMI (1920) vermeld't nooit perithecien van Colletotrichum
Lindemuthianum te hebben gevonden., -

SCHAFFNIT (1920, 1922) zegt, dat hij ondanks j ]aren lang onder-
zoek noch in cultures noch op buiten overwmterde aangetaste
peulen perithecien gevonden heeft.

Ook SCHAFFNIT en BONING (1925) komen tot dit zelfde resul-
taat en zij vinden, dat na de vele negatieve uitkomsten van de
onderzoekingen over de perithecium vorming bij Colletotrichum

Lindemuthianum het niet gerechtvaard1gd is deze zwam tot het
geslacht Glomerella te rekenen. .

§ 2, EIGEN ONDERZOEK

In culturen van stam Z I op boonengelatine werden in Octobef
1923 ongeveer bolvormige lichamen waargenomen, die bestonden

uit een wandlaag van bruingekleurde cellen schijnbaar zonder
inhoud, ongeveer 10 u breed, die een holte
plasma bevattend kleurloos mycelium, omga;r
draden waren 4 — 55 ¢ breed,

gevuld met proto-
en. D-eze mycelium

Later werden dergeh ke 1 s .
jke 1cha.amp1es gevonden in cultures van
de stammen E ZII en W op boonengelatme
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Ook ontstonden ze aan de rand en diep in de agar van cul-
tures op boonenagar, |

Steeds traden deze lichamen op in oudere cultures,

Deze lichamen waren geen: pycmden daar geen pycnosporen
- gevonden werden,

- Met behulp van met de microtoom gesneden coupes werd gde-
tracht een inzicht te krijgen in de bouw en de aard van de
gevonden lichamen, Het materiaal werd gefixeerd in Gilson's
fixing liquid ') en de coupes (4—6 #) dik werden gekleurd in
Haidenhain's haematoxyline. De vorm der lichamen was bolrond
tot min of meer peervormig. Binnen de wandlaag van wijde,
bruingeel gekleurde cellen lag een nauw aaneensluitend weefsel
van ongeveer evenwijdig loopende myceliumdraden, welke een
holte omsloten, In deze holte lagen hyphen, welke groote over-
eenkomst vertoonden met jonge asci. (Zie plaat 16,) Deze hyphen
waren ongeveer cylindrisch en in vele gevallen kon worden waar-
genomen, dat zij meerdere kernen bevatten. Nooit waren meer
dan 8 kernen per hyphe aanwezig. Het ligt voor de hand om aan
te nemen, dat de gevonden lichamen jonge perithecien zijn. De
vorm en de inwendige bouw, het ontbreken van pycnosporen en
het meerkernig zijn der op asci gelijkende hyphen doen vermoe-
den, dat we hier te doen hebben met een ascogene vorm van de
zwam, waarbij de asci en de ascosporen niet tot Volledlge ontwik-
keling zijn gekomen.

Hoewel hier niet bewezen is, dat we werkeh]k met de ascogene
vorm van de zwam te doen gehad hebben, willen wij deze naam
toch in het onderstaande gebruiken om verwarring met pycniden
te voorkomen, | .

- Hoeveel moeite hiervoor ook gedaan is, het is noot mogen
gelukken de ,ascogene vorm” tot een verder ontwikkelings-.
stadium dan het hierboven beschrevene te brengen. Ook dit is er
een aanduiding voor, dat de waargenomen lichamen geen pycni-
den waren, In pycniden zijn reeds bij zeer jonge stadia de pycno-
. sporen waar te nemen en ook kon bij jonge pycniden, die uit de
cultuur, waarin zij ontstaan waren overgeént werden, waarge-
nomen worden, dat zij tot volledige ontwikkeling kwamen.

- Dit uitblijven van de verdere ontwikkeling bewiist reeds, dat

1] GILSON'S fixing liquid: 42 cc alcohol 96”/0, 60 cc water, 18 ce qsazx;n,
2 ce geconcentreerd salpeterzuur, 11 cceener verzadigde sublimaat oplossmg
© 6—24 uur fixeeren en daarna vitwasschen in 70 %,ige alcohol. ‘
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de ,,perithecién” geen pycniden waren, Bij de om tot dit doel te
geraken verrichte onderzoekingen bleek, dat de ouderdom van de
cultures invloed uitoefende op het optreden van de perithecium-
achtige lichamen. De ,,ascogene vorm" trad op wanneer de cultu-
res op boonenagar in cultuurbuizen ongeveer 2% maand oud
waren. : | o

. Verder bleek, dat behalve de ouderdom der cultures, het licht
op het optreden van perithecium-achtige lichamen veel invloed
uitcefent en wel zoo, dat plaatsing der cultures in het licht het
optreden van de ascogene vorm bevordert,

Dit blijkt uit het resultaat van de volgende proef.

Op 3 December 1923 werden 10 één-spore cultures van stam E
op boonenagar in cultuurbuizen in het volle licht en 10 cultures
in hetzelfde vertrek, onder overigens geheel dezelfde omstandig-
heden, in het donker geplaatst, bij een temperatuur van 16° C.

Op 15 Februari 1924 hadden alle 10 in het licht geplaatste
cultures perithecium-achtige lichamen gevormd, terwijl in
de, in het donker geplaatste, cultures dit niet het geval
was. Van deze laatste waren op 15 Maart 1924 slechts in 2 cul-
tures enkele op perithecien gelijkende lichamen te vinden, In
April 1924 werd deze proef herhaald met een grooter aantal cul-
tures en werd hetzelfde resultaat verkregen, Drie maanden na het
inzetten van de proef hadden 28 van de 30 in het licht geplaatste
cultures en 3 van de 30 in het donker geplaatste cultures perithe-
cium-achtige lichamen gevormd, | | |

In October 1925 werd dezelfde proef nog eens genomen, met
dezelfde stam E der beide vorige proeven, doch nu traden noch
in de in het licht geplaatste cultures, noch in de in het donker
geplaatste cultures perithecium-achtige lichamen op. Daar de
inrichting van deze proef geheel gelijk was aan die der vorige,
%{an men uit het niet optreden van pe'rithecium-achtige lichamen
in de cultures van October 1925 concludeeren, dat, behalve de
;nvloed van het licht en van de ouderdom der cultures nog meer

actor'efl het optreden van de nascogene” vorm beinvloeden,

Ir-l één geval werd gevonden, dat in een cultuur, waarin toe-
vall‘ﬁ, een hofs})hnt_er m de \-roe»d_ingsbo-d_em aanwezig was, de
i i ok o el o
bij de peritheciumvorming van Glo ') vonden iets dergelijks -
van Persea grdiissima Gaert‘;lanW" oo cingulata afkomstig
| _ . Wij hebben naar aanleiding hier-~
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van getracht Colletfotrichum Lindemuthianum tot peritheciumvor-
nmiing te brengen door in de voedingsbodem harde deelen zooals
filtreerpapier, wattenvezels en houtsplinters te brengen. In geen
enkel geval kon echter toename in aantal der perithecium-achtige
lichamen geconstateerd worden. |



DEEL 1I.

" ONDERZOEKINGEN OVER EEN GLOEOSPORIUM SPEC.
GEISOLEERD VAN PHASEOLUS MULTIFLORUS WILD. .

§ 1. BESCHRIJVING DER ZWAM. |

In September 1924 werd ons uit Dinxperlo (Gld.) toegezonde
een peul van Phaseolus multiflorus, welke op anthracnose ge-
lijkende vlekken vertoonde. De peul was geheel volgroeid en
reeds bijna volkomen uitgedroogd. Conidien werden op de aan-
getaste plekken niet aangetroffen. Na vochtig leggen der peul

ontwikkelden zich acervuli. Van conidien uit een acervulus
~werden strooicultures gemaakt en hieruit werd een zwam in rein-
cultuur voortgekweekt, Op steriele stengels van Vicia faba en
van aardappelen en ook op boonen- en kersenagar vormde de
~zwam vrij veel acervuli; doch ook buiten de acervuli werden
sporen gevormd aan het einde van hyphen. De kleur der acervuli
was rose. - | :

‘De sporen waren eencellig, aan beide einden afgerond, meestal
recht, soms eenigszins gebogen. In de sporen waren talrijke
vacuolen gevuld met een sterk lichtbrekende stof.

~Van 500 sporen uit acervuli op kersenagar werd lengte en

breedte gemeten en hierbij werd het volgende resultaat ver-
kregen, | |

Lengte inp =~ Breedte in = . Correlatie coéificient,
M, + m. M. 4+ m - r -+ o |
967 + 006 569 + 0,03 © . 027 + 00

Behalve acervuli werden in oudere cultures pseudopyoniden
en pycniden aangetroffen. De pseudopycniden onderscheiden
zich van de pycniden door verschil in wandlaag, welke bij de
- pseudopycniden uit dunwandig licht gekleurd mycelium bestaat,
- terwijl bij de pycniden dit mycelium dikwandig en donkerbruin

gekleurd is. Herhaaldelijk werd waargenomen, dat de pycniden
tot groepen van 3—10 vereenigd waren, waarbij in deze groepen

. de afscheidingswanden tusschen de afzonderlijke pycniden al
dan niet volkomen waren, = - . -
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In de acervuli werden nooit setae gevonden; de zwam moet
hierom tot het geslacht Gloeesporium gerekend worden,

In het onderstaande is het hier besproken Gloeosporium spec.
aangeduid als cultuur K.- |

Om na te gaan, of er groeiverschillen tusschen de stammen
21,211, E en W van Colletotrichum Lindemuthianum en cultuur
K bestonden, werden deze naast elkaar in dezelfde Petrischaal
‘gekweekt zoowel op kersen- als op boonenagar. Op deze platen
- werd van iedere stam geént een stukje van een goed groeiende
kolonie, groot 4 X 4 mm. De schalen werden in een thermostaat
bij een temperatuur van 15° C, geplaatst. Op beide voedings-
bodems groeide stam K veel sneller dan de andere stammen
(Plaat 7 en 8). -

Bovendien onderscheidde stam K, gekweekt op boonenagar.
zich door sterke ontwikkeling van luchtmycelium. Op de kersen-
agar, waar ook vrij veel luchtmycelium gevormd werd, was de
kolonie van cultuur K vlakker, waardoor een geheel andere
habitus ontstond dan op boonenagar. De kleur der kolonie van
stam K op boonenagar was wit, op kersenagar eerst grijs-wit,
later grauw. |

§ 2, INVLOED VAN DE TEMPERATUUR OP DEN GROEL

Naar aanleldmd van het groote verschil in groeisnelheid
tusschen de stammen van Colletofrichum Lindemuthianum en
stam K, dat in bovenstaande proef bij een temperatuur van 15°
C. verkregen werd, werd nagegaan de mvloed van de temperatuur
op den groei van stam K. |

Deze proeven werden genomen geh]ktudlg met en geheel gelijk
aan die met de stammen Z1I, Z1I, E en W van Colletotrichum
Lindemuthianum. Voor beschrijving der werkwijze zie p. 14.

In tabel 7 zijn de resultaten vermeld van de proeven betref-
fende den invloed van de temperatuur op den groei van stam K
en van eenige uit stam K ontstane stammen, welke in het onder-
staande nader besproken zullen worden. Ter vergelijking is in
tabel 7 opgenomen de groeisnelheid van de stammen Z1, Z I,
E en W van Colletotrichum Lindemuthianum, van Gloeosporium
fructigenum Berk. f. americana Kr., Gloeosporium fructigenum
Berk. f. germanica Kr. en van de stammen KA, KB1 en KB2,
welke als constante variaties van stam K beschouwd moeten
worden (zie § 3—6), bij de betreffende temperaturen.

3
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TABEL 7. Dagelijksche groei in mm.

Temperatuur:
Cultuur, -
5°C. [10°C.| 15°C,|20°C.|25°C.[30°C.|35°C.

K. .. .. .. . . .| 36 65 | 92 | 133 | 154 4,6 0
KA .. ... . ...l 39| 64 92 1133 | 158 4,9 0
KB1, . . .. ... .{ 04| 24| 60 84| 93 | 91 0
KB2 .. . . ... .| 18 3.6 5,3 6.9 4,3 0 0
Gloeosporium fructigenum £, : ' :

americana . . . . . .| 0 09t 60 | 84 |112 | 59| ©
Gloeosporium fructigenum . ‘ ,

" germanica , . . . ., .| 08 1,1 2,3 38 1{ 29 0 0
Z1. . 10 19 41| 47| 40| 0 0
ZII. . [ Colletotrichum 0,6 2,0 4,2 53 4,9 0,1 0
E . .\ Lindemuthianum .| 02 1,2 3.1 4,2 50 0.5 0
w .. . 0,2 1,2 33 4,0 54 0,6 0

§ 3. INFECTIE PROEVEN OP KIEMPLANTEN VAN PHASEOLUS
' - VULGARIS L.

Het ontbreken van setae in de acervuli van de Gloeosporium
spec, geisoleerd van Phaseolus vulgaris kan niet dienen om de
- zwam van Collefotrichum Lindemuthianum te onderscheiden, daar
deze laatste, onder bepaalde omstandigheden, ook geen setae
in de acervuli vormt (zie KRUGER 1913), | .

Om na te gaan of de van Phaseolus multiflorus geisoleerde
Gloeosporium spec, een biologisch ras van Collefotrichum Linde-
~ muthianum is, waarvan ook enkele gevallen van aantasting van
- Phaseolus multiflorus (BARRUS 1918) bekend zijn, werden infec-

tieproeven verricht op kiemplanten van boonenvariéteiten, waar-
van de vatbaarheidsgraad voor eenige biologische rassen van Col-
'letotrichum Lindemuthianum-nauwkeurig bekend was. |

De infecties werden verricht op de wijze als op p. 6 en 7 be-
schreven is. De voor de infecties benoodigde sporen van cultuur K
werden verkregen door van een één-spore cultuur over te enten
op steriele stengels van Vicia faba, = |

De resultaten van de infectie proeven zijn weergezgév‘en in
.ta}bel 8. In de tweede kolom van tabel 8 is vermeld voor welke
biologische rassen van Colletotrichum Lindemuthianum de betref-

fende boonenvaridteit sterk of vrij sterk vatbaar was. ‘
El"ii_de planten, waarbij in tabel 8 vermeld staat, dat de zwam
we bmneng‘edrongen, doch daarna afgestorven is, werd gevonden,
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TABEL 8. Vatbaarheid van kiemplanten van Phaseolus vulgaris L. voor cultuur K,

cwy ' Aantal | ° Resultaat van de infecties
Variéteit. } vatbaar voor: planten. met cultuur K.
Ruby Horticultural Bush, Minn, 98, ZI, ZII 19 spoor van aantasting.
Improved Yellow Eye, Minn, 1096, ZI, Z1I 21 - " "
Red Indian, Minn. 1101 . . . . .. E W 19 " " "
Navy, Minn, 1083- . e & s 4 s s E‘ W . 15 " " "
Brown Swedish, Minn, 132, ... .| ZI, ZII, E 22 " " "
Red Kidney, Minn, 156 , . . . . ZI, Zr | 2 zwam ingedrongen en afgestorven,
Navy, Minn. 69 . . . . . ." . . E, W 21 spoor van aantasting. o
White Kidney. . . . . . . . .| ZI, ZII 24 zwam ingedrongen en daarna af-
: : _ gestorven.
Well's Red Kidney. . . . . . . ZI, 21l 24 zwam ingedrongen en daarna af-
: _ (matig vatbaar) _ gestorven.
White Imperial . . . . . . . . ZIl, 21 24 zwam ingedrongen en daarna af-
: . . S (licht vatbaar) | gestorven.
White Marrow . . . . . . . .| ZLE 24 zwam ingedrongen en daarna af-
' ' destorven,
Round Pod Kidney Wax. . . . .| Z1I, ZIIL E 24 zwam mgedrongen en daarna af~
_ (licht vatbaar) gestorven.
Refugee Wax . . . . . . . . . Z I, {licht 24 spoor van aantasting.
vathaar) E
Extra Early Refugee . . . . ., . ZIL E,W 24 zwam ingedrongen en afgestorven.

dat de sporen gekiemd waren, het mycelium enkele cellen bin-
nengedrongen en daarna afgestorven was, De op deze wijze aan-
getaste planten vertoonden talrijke bruine vlekjes, 0,5—1 mM,
lang en 0,1 mM., breed. (Zie plaat 11.) Dit infectie type is uit-
veerig besproken door LEACH 1923, De vlekken kwamen voor op
het hypocotyle stengeldeel en op de bladstelen, In andere varié-
teiten was de zwam slechts op zeer weinig plaatsen ingedrongen,
De gevormde vlekjes waren met het bloote oog nauwelijks waar-
neembaar. Deze wijze van aantasting.is in de tabel vermeld als:
spoor van aantasting. Behalve de in tabel 8 genoemde variéteiten
werden planten van de variéteit Round Pod Kidney Wax met
~stam K geinfecteerd. Van 23 geinfecteerde planten was in 22
stuks de zwam ingedrongen en daarna afgestorven. Bij 1 exem-
" plaar echter was de aantasting verder voortgeschreden en ont-
wikkelden zich op de stengel, op de bladeren en aan den wortel-
-hals vrij groote vlekken, (Plaat 9), Op deze plant werden + 250
infectieplaatsen geteld, waarvan 38 op het epicotyle stengeldeel,
-+- 100 op het hypocotyle stengeldeel en - 100 op de bladeren
Op de grootere vlekken ontstonden acervuli,

Deze vrij sterk aangetaste plant stond te midden van de andere
planten van dezelfde soort. De sterkere aantasting van deze eene
plant kan niet het gevolg zijn van een verontreiniging der gde-
bruikte sporen-suspensie met sporen van Collefotrichum Linde-
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muthianum. In dat geval hadden meerdere planten aangetast
moeten zijn. | / |
- 'Dat één plant van de variéteit Round Pod Kidney Wax zooveel
sterker aangetast werd dan de andere planten van deze variéteit
is alleen te verklaren door aan te nemen, dat deze plant in vat-
baarheid voor cultuur K afweek van de andere planten. |
Uit het resultaat van de infectieproeven kunnen we conclu-
deeren, dat cultuur K niet identiek is met de stammen Z I, Z 11,
E en W van Colletotrichum Lindemuthianum. Verder is gebleken,
dat cultuur K in zeer geringe mate virulent is voor verschillende
variéteiten van Phaseolus vulgaris L. Ondanks de geringe viru-
lentie bleek cultuur K een specifiek infectievermogen voor be-
paalde variéteiten van Phaseolus vulgaris L. te bezitten, daar de

zwam in staat was enkele variéteiten meer en andere minder aan
te tasten. ' '

§ 4 ISOLATIES UIT MET CULTUUR K GEINFECTEERDE PLANTEN
L - VAN PHASEOLUS VULGARIS L.

~ Van conidien uit de acervuli ontstaan op de in het boven-
staande beschreven, sterk aangetaste plant van de Round Pod
Kidney Wax Bean, werden strooiculturen gemaakt,

In deze strooicultures ontwikkelden zich twee soorten kolo-
nies, welke ieder afzonderlijk werden voortgekweekt,

De zoo ontstane vermen zijn ‘in het o
als cultuur K B 1 en cultuur X B 2,

Beide vormen verschilden in hun groeiwijze op kersenagar
geheel van de oorspronkelijke cultuur K, waarmede de plant,
waaruit de cultures KB 71 en KB 2 geisoleerd werden geinfec-
teerd was. Zie tabel 9, p, 39. S ’ -

Pe kolonién van cultuur KB 1 waren geheel overdekt met een
vrijwel aaneensluitende massa opstaande myceliumdraden, waar-
aan conidien afgesnoerd werden, Acervuli werden nooit \A’raarge-
nomen. Herhaaldelijk traden in één-spore kolonies van cultuur
K B 1 sectoren op, waarin de conidiendragers minder dicht opeen
- stonden en minder luchtmycelium gevormd werd dan in de rest
der cultuur. Deze sectoren ontstonden vaak op eenigen afstand

nderstaande aangeduid

van het centrum der kolonje.

Nagegaan werd de fre
- aiwijkenden vorm van cul

- tures gemaakt in Petrisch

quentie van het optreden IVan- dezen
tuur K B 1. Voor dit doel werden cul-
alen op kersenagar. De platen werden
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TABEL 9. Verschillen tusschen de culturen K, KB1! en KB2.

Kleur op kersen-
agar

Sporen vorming

Kieur der sporen-

massa
Geur

Groeisnelheid (zie
tabel 7}

Virulentie voor ap-
pels (zie § 5)

Virulentie voor to-
maten (zie § 5)

Constante variatie

Cultuur K.

Cultuur K B 1.

Cultuur X B 2, -

eerst wit, later

grauw, ten-
slotte groen
zwart

acervuli, pseudo-
pycniden, pyc-
niden, conidien
aan het einde
van afzonder-
lijke hyphen.

rose

reukeloos

zeer groot
groot
groot

cultuur K levert

- een constante
variatie, welke
geheel wit is
en de kleur van
kersenagar ge-
heel doet ver-
dwijnen

wit blijvend

uitsluitend coni-
dien aan het
einde van ai-
zonderlijke
hyphen

wit

aromatische geur

kleiner dan van
cultuur X

minder dan cul-
tuur K

minder dan cul-
tuur K

Uit KB1 kan
een, aan de
hiernaast be-

. schreven con-
stante variatie
van stam K,
geheel gelijke

vorm ontstaan.

als cult_uur K ,

als cultuur K

als cultuur K

als_ cultuur K
als cultuur KB 1

als cultuur KB 1

als cultuur KB 1

geént met mycelium uit een cultuur, welke geheel normaal was.
Hierbij werden volgende resultaten verkregen.

Cultuur

No. 1 normaal.
1 2 -n

w 3 2 atwijkende sectoren.

., 4 normaal.
w O "

. 6 1 atwijkende sector. |

,, 1 normaal.

. 8 1 alwijkende sector.

Cultuur

No. 9 1 afwijkende sector.

. 10 normaal.
" 11 1

[ L) 13 1 1"
. 141 ’

" 151 4

12 1 afwijkende sector.

11

Ea)

In 8 van de 15 gevallen trad de afwijking.op, welke zich'_van
de normale vorm slechts onderscheidde door verminderde pro-
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ductie van luchtmycelium., Eén-spore cultures verkregen uit
strooicultures van sporen van de normale vorm leverden weer
splitsende kolonies {zie plaat 12).

Cultures verkregen uit strooicultures van sporen van de ai-
wijkende vorm van cultuur K B I leverden uitsluitend cultures
met. verminderde luchtmycelium productie,

Uit tabel 9 (p. 37) blijkt, dat cultuur K B2 in bijna alle
opzichten van de oorspronkelijke cultuur K afwijkt. Cultuur
K B2 komt in enkele opzichten overeen met cultuur K B 1 en
in andere met de oorspronkelijke cultuur K. Ook werd nagegaan
of er reéle verschillen in de afmetingen van de conidién bestonden
-tusschen de cultures K, K B 1 en K B 2. Van iedere cultuur wer-
den van even oude en geheel onder dezelfde omstandigheden
gekweekte kolonies de lengte en de breedte van 500 sporen ge-
- meten. Tabel 10 geeft de resultaten van deze metingen en tabel 11
de verschillen in spore-grootte tusschen de stammen onderling.
In tabel 11 zijn de reéle verschillen vetgedrukt.

TABEL 10. Lengte en breedte der conidien van de cultures K, KB1en KB 2,

' ; Correlatie
Aantal Lengte in # | Breedte in u . .
Cultuur. - sporen. M, 4+ m M. + m. coefficient
: : ' - ri o,
K . ... 500 | 9674006 | 568+ 0,03 0,27 + 0,01
KB1. .. 500 17854195 | 795+ 0,05 0,66 -+ 0,03
KB2. .. 500 | 11,93+011 | 566-+0004 | 0,64+ 0,03

TABEL 11. Verschillen in lengte en breedte tusschen conidien van de
‘cultures K, KB 1 en KB 2.

Cultuur. 'Lefxgte' 1n U Breedte in u
Vdm, Vi4m,

KB1—K. . ... 8,18 +0,.20 2,25 + 0,06

KBI1—KB2 . . .| 5934023 2,30 -+ 0,06

KB2—K . . - 225 +012 0,03 + 0,05

Uit de tabellen 10 en 11 bl
cultures KB1 en KB?2
cultuur K afwijkt,

jkt, dat de sporegrootte van de
belangrijk van die der oorspronkelijke

« Waar er dit groote 'vuerschil bestaat, rijst de vraég of de cul-
'tu.res KB1 en KB‘Z geen cultures zijn van toevallig op de
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aangetaste plant aanwezig geweest zijnde Gloeosporium species.

Tot nu toe is geen enkel geval bekend, dat planten van
- Phaseolus vulgaris L. aangetast werden door andere danthracnose
zwammen: dan Colletofrichum - Lindemuthianum. Daarom dient
hier te worden nagegaan of en in welke opzichten de cultures
KB1 en KB2 met Colletoirichum Lindemuthianum overeen-
komen.

Uit de op p. 34 vermelde tabel 7 blijkt, dat de cultures
KB 1 en KB?2 beiden in de wijze, waarop haar groei door de
temperatuur beinvloed wordt, zeer sterk van Colletotrichum
Lindemuthianum afwijken,
~ In de acervuli van cultuur K B 2 werden nooit setae gevonden,
dus cultuur K B2 moet tot het genus Gloeosporium gerekend
worden, Bij cultuur K B 1 is dit door het ontbreken van acervuli
niet vast te stellen, Dit verschilpunt met Colletotrichum Linde-
muthianum is echter van weinig waarde, daar de setae vorming
bij Colletotrichum Lindemuthianum zeer variabel is (zie KRUGER
1913),

Van meer belang is het versclnl dat er bestaat tusschen de
culiures KB 1 en K B2 en Colletotrichum Lindemuthianum in
hun infectievermogen voor appels en tomaten (zie § 5).

Zoowel KB 1 als K B2 kunnen deze vruchten aantasten en
" Colletotrichum Lindemuthianum kan dit niet, |

Ten slotte werd nagegaan of er verschillen bestonden in spore-
grootte tusschen de cultures K B 1 en K B2 en Colletotrichum
Lindemuthianum.

Tabel 12 geeft de resultaten van deze metmgen en in tabel 13
zijn de verschillen weergegeven,

TABEL 12. - Lengte en breedte der conidien van de cultures KB en KB
en Colletotrichum Lindemuthianum.

R Lengte in g~ Breedte in ¢
Cultuur. MAm M. + m.
KB , ... .. 17,85 + 1,95 195+ 0,05
KB2 . . ... .. 1193-+011 . | = 566+ 0,004
Colletotr. Lmdem o _
 (stam E). . . . . 24,32 + 0,16 | 9,90 + 0,05

Uit tabel 13 blijkt, dat de cultures KB en K B2 ook wat
betreft hun spore-grootte zeer van Colletotrichum Lindemuthia-
num verschillen, We kunnen dus uit al de genoemde verschil-
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TaBEL 13, Verschillen in lengte en breedte tusschen conidien van de
cultures KB1 en KB 2 en Colletotrichum Lindemuthianum.

S . Lengte in I - Breedte in u
Cultuur, Vitm, V4 m,
Colletotr. Lindem. KB1. | 6,45+ 0,26 1,95 4+ 0,08
» . KB2 1238+021 | . 4254006

punten concludeeren, dat de cultures KB 1 en K B2 geen cul-
tures van Colletotrichum Lindemuthianum zijn.

Waar bovendien de cultures K B1 en K B2 ieder ontstaan
zijn uit één spore, atkomstig van een met cultuur K geinfec-
teerde boonenplant moet aangenomen worden, dat de stammen
'K B1 en K B2 ontstaan zijn uit stam K. |

Uit de volgende § blijkt, dat cultuur K wat betreft het infectie-
vermogen voor appels en tomaten tot zekere hoogte overeenkomt
met - Gloeosporium fructigenum Berk, .

EDGERTON (1914) heeft gevonden, dat een met Gloeosporium
fructigenum identieke Gloeosporium species geisoleerd van Popu-
lus deltoides splitste in 2 rassen. Een dezer rassen was in het
geheel niet in staat perithecién te vormen, het andere vormde
abnormale perithecién., EDGERTON noemt het niet-ascogene ras
het —ras en het ascogene ras het - ras van de zwam.,
~Wanneer beide rassen te zamen gekweekt wefden, ontstonden
op de grenslijn der afzonderlijke kolonies talrijke en krachtig
ontwikkelde perithecién met normale asci, |

Om na te gaan of de stammen KB en KB 2 ook sexueele
vormen van cultuur K waren, werden zij naast elkaar g-ekWe=ekt
cp boonep_.- en op kersenagar, Op platen van deze voedingsbodems
in Petrischalen werden eenige entingen gemaakt van cultuur
K B 1 en daar tusschen eenige overentingen van cultuur K B 2
geplaatst. Het resultaat was, dat de kolonies van beide cultures
zich normaal ontwikkelden, De' kolonies groeiden door elkaar -
heen. do?h er werden geen perithecien gevormd, |
‘ H1=eru1t moet dus geconcludeerd worden, dat de cultures
K B 1 en K B2 geen sexueele vormen van cultuur K zijn. |

De eenige I:no.gelijkheid is, dat de cultures KB 1 en K B2 als
constante variaties \[21e Deel 1T § 8) van cultuur K beschouwd
worden, , R A e
- Uit een hieronder beschre s Bl T
fot. plotseling versad e, iEV:;;/\tfali:f‘pgmlng blijkt, da.tt'c_ultuur K
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Uit een kolonie van cultuur K werden 18 overentingen ge-
maakt op platen van kersenagar in Petrischalen, Drie van deze
overentingen werden geplaatst bij ieder der volgende tempera-
turen: 5°, 10°, 15°, 20°, 25° en 30° C, |

De bij 5° 10°, 15°, 20° en 25° C. geplaatste cultures ontwik-
kelden zich normaal. De cultures, welke bij 30° deplaatst waren
vormden echter volkomen wit mycelium, acervuli ontbraken.
Slechts een enkele maal werden conidien aan myceliumdraden ge-
vonden. In andere gevallen, waarbij cultuur K bij 30° C. geculti-
veerd werd trad deze albino-vorm niet op; talrijke proeven inge-
zet met het doel ze nogmaals te verkrijgen leverden geen resul-
- taat. . . |

Van de witte vorm van cultuur K (in het vervolg als cultuur
K 30 aangeduid) werden overentingen gemaakt en geplaatst bij
5°,10°, 15°, 20°, 25°, 30° en 35° C. De cultures bleven bij al deze
temperaturen wit en ook de acervulus-vorming bleef achterwege.

Met cultuur K 30 werden verwonde appels geinfecteerd. Het

resultaat van deze infecties was, dat cultuur K 30 even sterk
en even snel de appels aantastte als cultuur K. Tenslotte werd
nog nagegaan de wijze, waarop de temperatuur de groeisnel-
heid van cultuur K 30 beinvloedde. De' curve samengesteld uit
de groeisnelheid van cultuur K 30 bij verschillende temperaturen
bleek geheel samen te vallen met die van cultuur K. Cultuur
K 30 is thans reeds 12 maanden in cultuur en tot nu toe is, na
herhaalde overentingen geen terugslag naar cultuur K ontstaan.
In het hier beschreven geval is dus plotseling, onder invloed
van-een bepaalde temperatuur, uit cultuur K een nieuwe vorm
ontstaan. S
Het bleek, dat behalve een hooge temperatuur ook andere, nog
onbekende, factoren stam K 30 kunnen doen optreden, |
Zoo ontstond zonder bekende oorzaak in een kolonie van stam
K B 1 een sector, welke geheel afweek van de rest der kolonie.
Deze atwijkende vorm werd geisoleerd en bleek in morpho-
logisch en physiologisch' opzicht geheel overeen te komen met
stam K 30 (zie plaat 15). | ' '
Het was niet mogelijk tusschen de u1t stam K en de ult stam
K B 1 ontstane vorm K 30 eenig verschil te ontdekken. Het op-
treden van de vorm K 30 in een cultuur van stam K B I is er een
sterke aanwijzing voor, dat stam K B I een constant blijvende
variatie van de oorspronkelijke stam K is. - |
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- Dat stam K in staat is b.v. door hooge temperatuur constante
variaties te leveren maakt het te meer waarschijnlijk, dat de
stammen KB en K B2 ook constante variaties van stam K
zijn. In dit geval zou de passage door Phaseolus vulgaris L. de
prikkel geweest kunnen zijn, waardoor deze vormen ontstonden.

Bovendien is bekend, dat in verscheidene verwante Gloeos-

porium (Glomerella, Colletotrichum) species vaak plotseling op-
treden en constant blijvende afwijkingen opleveren, hetwelk
uit het volgende literatuur overzicht blijkt. -

EDGERTON (1908) vermeldt het optreden van nieuwe, constant
blijvende vormen in cultures van Glomerella fructigena ( GIOQOS-
porium fructigenum) afkomstig van appels.

SHEAR en WOOD (1913) vermelden het ontstaan van een af-
wijkende vorm in de 4de generatie van, telkens uit één ascospore
voortgekweekte, Glomerella cingulata, afkomstig van Persea
- gratissima. Deze nieuwe vorm, welke zij nog 3 gdeneraties uit één
ascospore voortkweekten bleef constant,

DASTUR (1920) vermeldt het plotseling ontstaan van nieuwe
vormen in cultures van Glomerella cingulata (Gloeosporium pipe-
ratum) atkomstig van Capsicum annuum. :

BURGER (1921) vermeldt het optreden van aftwijkingen in cul-
tures van Colletotrichum gloeosporioides. De nieuwe vormen
ontstonden als waaier- of wigvormige deelen in cultures van ver-
-, schillende isolaties van de zwam en bleven na overenten bij
voortgezette cultuur constant. Uit een één-spore cultuur, afkom-
stig van een zwart gekleurde kolonije ontstonden 2 vormen, res-
pectievelijk met zwart en met wit mycelium, Bij overenten van
mycelium bleef de witte vorm steeds wit, doch de zwarte leverde
- telkens weer sectoren van de vorm met wit mycelium, Conidien

van witte cultures gaven steeds witte cultures,
-oorspronkelijke zwarte  vorm |

waarin witte sectoren optraden,

- 'DICKSON (1923) beschrijft het optreden van nieuwe vormen in

cultures van Gloeosporium atramentarium (oorspronkelijk door
hem (1922) als Vermicul

ularia varians Ducomet beschreven), ge-
isoleerd van aardappel. In normaal sclerotien vormende cultures
cntstonden sectoren welke of uitsluitend conidien produceerden
of waarin eerst conidien en vervolgens onrijpe sclerotien gevormd
- werden. In een latere publicatie (1925 IT) beschrijft DICKSON hoe
de in 1923 ontstane conidien vormende cultuur na 35 generaties

conidien van de
gaven zwart gekleurde cultures,

SN
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nog steeds uitsluitend conidien vormde. Ook was in dien tijd de
kleur der kolonies, welke van de normale afweek niet veranderd.
. Op levende planten werden echter weer wat sclerotien gevormd.
Of cultures uit deze sclerotien de oorspronkelijke vorm of de
variant leverden, wordt niet vermeld. Ook andere afwijkingen
waren gedurende den tijd dat ze in cultuur waren (1-—3 jaar)
constant gebleven,

-BEWLEY en SHEARN (1924) werkten met Colletotrichum tabifi-
cum (Hallier proparte) Pethybridge van tomaat, welke zij bevon-
den identiek te zijn met Sclerofium selosum Bewley en Shearn
en Vermicularia varians Ducomet. Deze zwam is waarschijnlijk
identiek met Collefotrichum atramentarium, (zie DICKSON 1925I),
daar deze ook identiek was met Vermicularia varians. BEWLEY en
SHEARN vonden ook afwijkingen in hun cultures optreden gelijk
aan en geheel op dezelide wijze als door DICKSON (1923) be-
schreven werd,

CHAUDHURI (1924) vermeldt, in cultures van Gloeosporlum
biologicum Chaudh, een plotseling ontstane, nieuwe vorm gevon-
den te hebben, welke van de oorspronkelijke cultuur afweek door
het vormen van gekleurd mycelium en kleine sclerotien. Het ver-
schil tusschen beide vormen trad alleen op bepaalde voedings-
bodems op. De groeisnelheid van de nieuwe vorm bij verschil-
~ lende temperaturen was geheel gelijk aan die van de oorspronke-
lijke. Na overenten van de nieuwe vorm op bepaalde voedings-
bodems ging zij weer over in de oorspronkelijke vorm.,

-~ WELLENSIEK *) vond bij Gloeosporium caulivorum, atkomstig
van klaver meerdere malen, dat in cultures afwijkende vormen
spontaan ontstonden. - |

.Talrijke soorten uit het geslacht Gloeosportum blijken dus een
zeer groote variabiliteit te bezitten.

Het gedrag van de overentingen van cultuur K B 1 komt in
veel opzichten overeen met hetgeen BURGER (1921) vond bijj
Gloeosporium gloeosporioides, n,l. in cultures uit mycelium of
conidien van de oorspronkelijke vorm ontstaat telkens weer naast
de oorspronkelijke vorm de nieuwe vorm, terwijl cultures van -
mycelium of conidien van de nieuwe vorm steeds deze vorm weer
opleveren. (Plaat 12.) o | . - |

Uit de resultaten der proeven en uit de groote overeenkomst

) Volgens mondelmge mededeeling over een nog niet gepubhceerd
onderzoek.



.

met het gedrag van nauw verwante soorten kan geconcludeerd
worden, dat het zeer waarschijnlijk is, dat uit cultuur K na pas-
sage door Phaseolus vulgaris L. 2 nieuwe vormen ontstaan zijn
en dat deze nieuwe vormen geen verontreinigingen van cultuur
K zijn,

§ 5. INFECTIEPROEVEN OP APPELEN EN TOMATEN.

~EDGERTON (1915) vermeldt, dat hij tweemaal van aangetaste
peulen van Phaseolus vulgaris een snelgroeiende Gloeosporium
species geisoleerd heeft, waarvan de groeicurve vrij groote over-
eenkomst vertoonde met die van Gloeosporium fructigenum Ber-
keley, de zwam, die het bitter-rot van appelen veroorzaakt
(vgl. p. 28). |

Daar de planten van Phaseolus multitlorus, waarvan de peul
afkomstig was, waaruit stam K geisoleerd werd, dicht bij en
onder appelboomen groeiden en bovendien de groeicurve van stam
K- veel overeenkomt met die, welke EDGERTON van de op
Gloeosporium fructigenunt gelijkende en van boonen afkomstig&
Gloeosporium species geeft, werd getracht uit te maken of stam
K een vorm van Gloeosporium fructigenum is. Om dit vast te
stellen werden infectieproeven gedaan op appelen en tomaten.
Bij de infectieproeven op appelen werd als volgt te werk
gegaan. Geinfecteerd werden geheel gave en verwonde appelen.
In het eerste geval werd mycelium en conidien uit cultures op
kersenagar gebracht op de schil der vruchten. In het tweede geval
werd de verwonding op tweeérlej wijze aangebracht: bij de eene
methode werd met een steriel mes een wigvormig stuk uit de
appel gesneden, in de zoo ontstane holte mycelium en sporen
gebracht en vervolgens de opening weer met het uitgesneden stuk
.'a’f)p?ll gesloten; bij de andere infectiemethode werd met een
i:;lzen;;l:f’g:;zga 1 c.m. lang en 1 m.m, diep, door de schil
- en in de ontstane wond werd het infectie

materiaal gebracht. Telkens werden 3 appels ieder op 3 pl
geinfecteerd. Bij een . der P 3 plaatsen
) een deel der proeven werden tevens infecties

verricht met de stammen Z7 7y _
Lindemuthianum. ST E'e.n lean .C.ollefotrlch.um

Tabel 14 p. 45,
infectieproeven,

| he:J’lt fdet-r‘esultaten van proef I bliikt., ”dat cultuuf K, wét beltreft'
et intectievermogen voor appelen, geheel verschilt van de onder-

geelt de resultaten weer. van de eerste serie
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zochte stammen van Collletotrichum Lindemuthianum, welke
geen appels kan aantasten. {Zie plaat 9.)

[TABEL 14. Resultaten van infectieproef I op appels.

Appel variéteit: Hertstbloemzoet (zoet).
- Geinfecteerd: 7 November 1925,

Resultaat der infectie.

Geinfecteerd met: Gecontroleerd Niet
na: ) Verwond. e
‘ verwond.
Cultuur X . 3 dagen. (Rotte plek 5 mM. breed) —
wooon 5 w1 cM. —_
oow 1, oo L5 . —
Begin van acervulusvor-
ming. -
" o 13, (Vruchten geheel verrot. —_
" | Talrijke pseudopycniden-
en acervuli; enkele pyc-
. niden op de schil).
Colletotrichum Lin- | 3,5, 7, 13, 16 — —
demuthianum, Stam | en 23 dagen.

ZI, ZII, E en W.

Appel variéteit: Minister von Hammerstein (zuur).
Geinfecteerd: 7 November 1925,

Resultaat der infectie.

Geinfecteerd met: | Gecontroleerd Ni
na: Verwond. iet
verwond.
Cultuur K . 3 dagen. —_ . —
"o e 5 Rotte plek 1 mM. breed —
o - 7 . " n 4 . —
e e 13 " w 1 cM, —
" e 16 Rotte plek 2 cM. breed —
en tot aan het klokhuis '
naar binnen doorgedron-
gen.
v 23 Vruchten deheel verrot; —_
: enkele pseudopycniden ‘
en acervuli op de schil.
Colletotrichum Lin- | 3,5 7, 13, 16 — —

demuthianum, Stam

ZI1. ZI1I, E en W,

en 23 dagen.
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- Verder blijkt, dat alleen stam K in staat is verwonde appelen-
aan te tasten. De variéteit Herfstbloemzoet werd veel sneller
aangetast dan de variéteit Minister von Hammerstein, terwijl op
de eerstgenoemde variéteit eerder en meer conidién gevormd
werden dan op de tweede. Tusschen deze beide appel-variéteiten
bestaat dus een verschil in vatbaarheid. |

De methode van verwonding had geen invloed op het resultaat
der infectie. | -

Uit de na infectie met cultuur K verrotte appelen kon de zwam
steeds gereisoleerd worden op plaatsen enkele c.m. van de
infectieplaats verwijderd, |

De aantasting verliep als volgt. Spoedig na de infectie ontstond
een bruine verkleuring rondom de infectieplaats, welke zich
spoedig in het inwendige der vruchten voortzette, Bij inbrenging
van door verhitting gedood infectiemateriaal in de wonde ontstond
slechts een zeer oppervlakkige verkleuring, Vooral bij de betrek-
- kelijk langzaam voortschrijdende aantasting op de variéteit
Minister von Hammerstein bleek, dat bij geringe zijdelingsche
uitbreiding de zwam vrij snel in de richting van het klokhuis
coordrong. De verrotte deelen hadden een kegelvormige ge-
daante, met de infectieplaats als basis en de top in het klokhuis.
Wanneer de top van het aangetaste deel der vruchten het klok-
huis ongeveer bereikt had, begon de schil rondom de infectie-
plaats een geringe inzinking te vertoonen en te gelijker tijd ver-
schenen op de. schil kleine verhevenheden, die later zeer veel
pseudopycniden bleken te bevatten. Een enkele maal doorbraken
deze pseudopycniden de vruchtwand en er ontstond na de

vorming van een nieuw stroma op den top van de pseudopycnide
een acervulus, - | | | |

In dit stadium van aantasting werd de schil der appelen soms
met een zeer dunne laag zwarte mycelium b

disch echte pycniden gevormd werden.

Sterk verrotte appelen toonden groote nei
ceeren,

edekt, terwijl spora-

ging tot mummifi-

De hier beschreven ‘aantasting komt geheel overeen met de

door KRUGER (1913, p. 238 en P. 249) gegeven beschrijving van

de aantasting van appel
- ppelen door Gloeo ; . |
‘dermanica Ky, _ H_Sporllum_ ffuctzgenum forma

mer

stein werd gedgan met de oorspronkelijke cultuur K en met

eede serie infecties op de’ variéteit Minister von Ham-
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cen cultuur, geisoleerd uit door stam K ziek gemaakte appelen
‘van dezelfde variéteit, welke cultuur in het vervolg met den
naam: ,sftam K A” aangeduid zal worden,

Verder werden nog infecties verricht met de stammen K B 1
en K B2, welke geisoleerd waren uit een met stam K deinfec-
teerde plant van Phaseolus vulgaris (zie p, 36).

Ter bepaling van eventueele identiteit van stam K met
Gloeosporium fructigenum werden infecties verricht met Gloeo-
sporium fructigenum forma germanica Kriiger en Gloeosporium
fructigenum forma americana Kriiger, welke door het Centraal
- Bureau voor Schimmelcultures te Baarn welwillend ter onzer
beschikking werden gesteld. Deze cultures waren overentingen
van door KRUGER in 1913 respectleveh]k van appel en van-banaan
geisoleerde cultures. ‘ ‘

In onderstaande tabellen zijn deze beide cultures aangeduid
als GL tr.f. g. en Gl fr. 1. a.

In tabel 15 (p. 48 en 49} zijn resultaten van infectie proef II op
appelen samengevat. In deze tabel zijn de gelukte infecties aan-
gegeven door een breuk, waarvan de noemer het aantal verrichte,
de teller het aantal geslaagde infecties aanduidt,.

Alvorens de resultaten van infectie proef II op appelen te
bespreken, willen wij de resultaten van een infectie proef op
tomaten vermelden, daar de uitkomsten van deze beide proef-
series in veel opzichten met elkaar overeen komen. |

De infecties op tomaten werden verricht op volgroeide, nog
groene, vruchten, ') Zoowel verwonde als niet verwonde vruchten
werden deinfecteerd. Bij de verwonde tomaten werd mycelium
en conidien gebracht in een snijwond, lang 1 cm. en diep 1 mm.,,
gemaakt met een steriel mes,

De geinfecteerde vruchten werden in glasdoozen bewaard,
‘waarin een vrij groote luchtvochtigheid heerschte, verkregen door
het inleggen van strooken nat filtreerpapier.

In tabel 16 p. 50 zijn: de resultaten van deze infectieproef ver-
meld. Evenals in tabel 15 zijn de gelukte infecties aangegeven
door een breuk, met tot teller het aantal geslaagde en tot noemer
het aantal verrichte infecties, |

Steeds werden met iedere cultuur 3 verwonde en 3 niet ver-
wonde vruchten gemfecteerd terwijl op Jedere vrucht 3 infecties
werden verricht.

) Deze kleurden zich in 2 dagen na het begin der proef normaal rood.
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TABEL 15. Resultaten van infectieproef 11 op appelen.

Appelvariéteit: Minister von Hammerstein.
Geinfecteerd: 5 November 1925,

Verwond. Niet verwond.
(Wounded.) (Unwounded)
Gecon- Resul- .

Geinfecteerd. Vtroleerd Aan. |t2at der Aan-
' na: 40 linfectie. Resul-
met : (Noted tal (Result| Opmerkingen. tal taat der
‘after.) |aPPe-| o5 ¢po | ‘ APPe-linfectie.

len. |: ocula- len,

tion.)

Cultuur K . 1 dag 9 — — 3 —
” K . 3dagen| 9 — — 3 -
" K. 6 - 9 8/9 rotte plek 3 —

: . | 2 mM. breed
. K. 9 9| 9/9 rotte plek 3 —
: o 8 mM. breed
" K . 14 9 | 9/9 rotte plek 3 —_—
, ' : | 1,6 cM. breed
. K. .|18 | 9 9/9 v rotte plek 3 —
' 2,5 cM. breed
Cultuur KA .| 1dag 9 5/9 rotte plek 3 -
| o IR L 2 mM. breed
" KA 3dagen| 9 8/9 rotte plek 3 —
| I 4 mM. breed ‘
w KA .| 6 9 9/9 “rotte plek 3 —
' ' 8 mM. breed
o KA .| 9 9 1 .9/9 rotte plek 3 —
B " | 13 cM. breed
" KA 14 9 9/9 “rotte plek 3 —
o - 2 cM. breed '
" KA .“l18 9 919 | appels geheel 3 -

_ | ‘ - . rot. |

Cultuur KB1. | 1dag 9 _ _ 3 _
" KB1. 3dagen| 9. — . y '3 —
w KB1.|6 , 9 3/9 | rotte plek 3 —

' o 1 mM. breed
" KB 1, 9A " 9 /9 rotte plek 3 —
S " A SO 2 mM. breed
« KBl.|14 -, o | 99 - rotte plek 3 —
' - 4 mM. breed |
» KBLI18 . 1 9 | 99 | e plek | 3 —
| 8 mM, breed
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- Verwond. Niet verwond.
(Wounded.) (Unwounded.)
Gfalcon;l Resul-
. Geinfecteerd tro ee-tr Aan- .taat dl'er | | Aan- '
: ha: infectie, Resul-
met: tal ' tal
(Noted (Result| Opmerkingen. | taat der
affer:) |2PP€-| 4f the aPP®- linfectie.
. len. inscula- len.
tion.)
Cultuur KB2. | 1dag 9 — — 3 —_
" KB2.| 3dagen| 9 — — 3 —
. KB2.| 6 |, 9 —_— — 3 —
w. KB2,| 9 . 9 — —_— 3 | —
" KB2,|14 ,, 9 —_ — 3 —_
" KB2,{18 ,Yy}{ 9 8/9 Spoor van aan- 3 —
, tasting.
" KB2.}{26 9 9/9 deringe aan- 3 —
' tasting.
., KB2.|30 ., 9 9/9 appels geheel 3 [ —
verrot.
GlLirtg . 1 dag 9 — — 3 —
Glirig 3dagen| 9 — — 3 —_
Gl fr.f.g. 6 . 9 3/9 geringe aan- 3 —
tasting.
GlLirtg . 9 9 4/9 aantasting 3 -—
- 4 mM. breed.
Gl irtg 14 9 7/9 | aantasting 3 —
- : 1 cM. breed,
GLIrLg. 18 9 9/9 aantasting 3 —
2,8 ¢cM, breed.
GlLr.f.a. 1 dag 9 — — 3 —_
Gl ir. f. a. 3dagen| 9 — niet geheel | 3 —
. zeker,
GlLtr.l.a 6 . 9 8/9 rotte plek 3 —_
| ' - 3 mM. breed.
Gltr.ta . 9 ., 9 9/9 rotte plek 3 —
B 7 mM. breed.
GLirta . 14 9 9/9 rotte plek -3 —
. 1,5 ¢M. breed.
Gl fr.t.a. 18 ., 9 | 9/ rotte plek 3 S
25 cM. breed.

1} Vruchten overrijp. -
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Na 44 dagen (16 December 1925) werd getracht de zwam uit
het inwendige van alle op dat tijdstip aangetaste vruchten en
uit een deel der niet aangetaste vruchten weder te isoleeren. Uit
de zaadholte der aangetaste tomaten kon steeds en uit het
placentaweefsel kon meestal de.betreffende zwam weder geiso-
leerd worden. o |

In de beide laatste kolommen van tabel 16 is aangegeven of de
na 16 December 1925 van enkele infectieproeven overgebleven
vruchten na dien datum nog aangetast werden. In de tweede
kolom van tabel 16 is door de letters V., en N.V. aangegeven of
de vruchten voor de infectie verwond, respectievelijk niet verwond
waren geworden, " | '

Naast het aantal geslaagde infecties is in onderstaande tabel
aangegeven de mate van aantasting. De letters s, m en z geven

aan, dat de aantasting respectievelijk sterk, matig sterk of
zwak was. )

TABEL 16, Infectieproeven op tomaten. (Plaat 10 en 11}.
Geinfecteerd 10 November 1925,

Resultaat der infecties op:
Vruchten : : . : s 3
. : w v ) w 3 ] ] 3
Geinfecteerd | al dan niet 5 § § ‘a g g § ‘ﬁ 5 §
met ; y > > ; 3 S P P
verwond. | ¥ 5 B > = g g g d g
S22 |2 |2 |a(2|&|&]s3
o = w o = - o -] o] @
ks -t ©1 - (3]
Culfuur K, ., V(_—av»;iciun- 9f9m | 9/9s | 9/9s | 9/9s 99s | 9/9s | 9/9s | 9/9s —_ —
e
+ XK.. . NV ([ =un-| — — _— — — —
. wounded) : ' : T o
. KA . Vv 9095 | 9/9s | 9/9s | 9/9s | 9/9s | 9/9s | 095 | opps | — | —
. KA . NV ~ | $m | 1Ts | 7115 | 11s NWis {TTs | N1s | — -
.~ KBt v 0 T =99 | 992 | 9/9m | 9/9m | 9/9s | — —
« KBI1. NV o —_— —_ — —_ _ — : 17/3
KB2.|. VW — — : " %
" - -_ _— 2 9
L KBz | wv | | D[ D D] T || e | v |2
GL fr. f.a. . . v — = | = | 2/9m| 559m | o Lome | 17
Giir.ha. . 3 | v | D T D | e e dos | — |
GL fr. fL.g. . . vV . —_ — — |- _ "
GLir.fg . .| Nv - | = =1 1 _ 3/_92 Sl il fl;s
Stam Z I v —_ —_— — | — _ - - - ‘3/3 :
g8~z Ny 122121 3I6z
- 5 " Z1I1I v ) —_ - — . - B " l :
- . _ - — — — | 6/6z —
_.‘:u; " ZII N v — — — —_—
22y . E v R N R R R I
L : - - — - - e
4 e | onv | 22| 22| il i M
O:j n g V —_— —_— —.--l ....._ — : — — — 2;;;
— - —_ —_ -_— — —_ — | 19z

| ~ Thans wi-llen v_vij de resultaten van infectieproef II op appelen
en van de infectieproef op tomaten met elkaar vergelijken.
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Uit tabel 14 (p. 45) en 15 p. 48 en 49) blijjkt, dat het na infectie
van de appel varidteit Minister von Hammerstein met stam K
5—6 dagen duurt eer een begin van aantasting merkbaar wordt.
Bij infectie met cultuur K'A (zie tabel 14) is de aantasting reeds
na 1 dag merkbaar en bovendien verloopt deze sneller dan bij
infectie met cultuur K. Uit deze resultaten kan geconcludeerd
worden, dat de virulentie van stam K voor appel na passage door
appel toegenomen is.

Uit tabel 16 (p. 50) blijkt, dat ook de virulentie van stam K
voor tomaat toegenomen is door passage door appel. De oor-
spronkelijke stam K is alleen in staat verwonde tomaten aan te
tasten, terwijl cultuur K A ook geheel gave vruchten kan aantas-
ten, zij het dan ook, dat de aantasting iets langzamer verloopt
dan op verwonde tomaten,

Cultuur K A treedt dus op als een gewone parasiet, terwul
stam K als wondparasiet beschouwd moet worden (zie plaat 10].
Dit is wel een zeer belangrijke verandering, welke er het gevolg
van moet zijn, dat passage door appel cultuur K zeer in virulentie
deed toenemen, ,

Waar cultuur K A in dit opzicht zoo sterk van cultuur K
afweek, was het van belang na te gaan of cultuur K A ook in
andere kenmerken van cultuur K verschilde,

Cultures van K A op kersenagar waren over het algemeen
donkerder gekleurd dan die van de stam K, Waar echter de
kleurintensiteit van de schimmel kolonies zeer variabel is, kan
dit geringe verschil niet als een reéel onderscheid tusschen de
cultures K en K A beschouwd worden.

Verder werd onderzocht of de groeisnelheid van cultuur K A
~ op andere wijze door de temperatuur beinvloed werd dan die

van cultuur K. |

In tabel 7 (p. 34) zijn de resultaten van deze proef weer-
gegeven. Hieruit blijkt, dat cultuur X A in dit opzicht niet van
cultuur K verschilt, De verschillen liggen binnen de foutengrens
van de proef. :

Voorts werd nagegaan de afmeting der sporen van beide cul-
tures, Van iedere cultuur werden 500 sporen uit acervuli gemeten.
De resultaten van dit onderzoek zijn neergelegd in tabel 17, p. 52.

Uit tabel 17 blijkt, dat tusschen de sporen van de cultures
K en K A geen reéele verschillen in lengte en breedte bestaan.
Uit het bovenstaande kunnen we concludeeren, dat passage door
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- TABEL 17. Almeting der conidien van de cultures K en K A.

Lengte in p Breedte in g
- (Fqltuyr. | Aantgl sporen. M+tm, . M+tm,
K ... . .1 500 ' 9,67+ 0,06 5,69 -+ 0,03
e, - -
KA. -, . 500 9,60 - 0,06 5,55 4- 0,02
. 7 V i mv V i mv
K—KA. . .. 0,07 - 0,10 0.14 1 0,04

appel de virulentie van cultuur K sterk heeft doen tcenemen,
doch, dat de overige eigenschappen hierdoor niet beinvloed zijn.
Gaan we thans na de wijze, waarop de, na passage door
Phaseolus vulgaris, uit cultuur K ontstane vormen K B 1 en .
K B 2 zich bij infectie op appels en tomaten gedragen. Zoowel uit
de resultaten van de infectieproef I1 op appelen en van de infec-
ties op tomaten blijkt, dat de virulentie van de cultures KB 1 en
- K B2 veel minder is dan die van cultuur K, terwijl die van
cultuur K B | weer grooter is dan die van cultuur XK B 2 (zie
plaat 10), Cultuur K B 2 tast pas na zeer langen tijd de vruchten
aan, Hierbij moeten we er rekening mede houden, dat zoowel de
- appels als de tomaten na de lange bewaring in vrij vochtige lucht
zoodat het zeer wel mogelijk is, dat
de groei van de schimmel na de lange bewaarperiode eerder
saprophytisch dan parasitisch is, Dit blijkt ook wel uit de resul-
~ tlaten vermeld in de beide laatste ‘kolommen van tabel 16: ver-
schillende cultures, die eerst noch verwonde noch onverwonde
vruchten vermochten aan te tasten, waren ten slotte na bijna
2 maanden op de vruchten ‘aanwezig te zijn geweest in staat
cen aantasting teweeg te brengen, B
. We kunnen dus hjer concludeeren,
cultuur K op Phaseolus vulgaris de

tomaten in sterke mate is afgenomen. In de vorige § werd tevens
aangetoond, dat ook de sporegroott

' 7 ¢ en de wijze waarop de
groel van de zwam door de temperatuur beinvloed wordt, sterk
veranderd is geworden, - BT S

- Het verloop van de aantasting door de verschillende stammen
- 'Was zeer verschillend, Bij aantasting door de stammen K en K A

___ontst_ond 1 4 2 dagen na de ‘infectie een’ bruingekleurde,.niet |
Scherpabegrensde inzinking, welke 1 dag later geheel met lucht-

dat door het groeien van
virulentie voor appels en
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mycelium bedekt was. Dit luchtmycelium was bij de infecties met
stam K wit en werd na enkele dagen grauw-zwart, bij de infecties
~ met stam KA was de kleur van het luchtmycelium van het
begin af grauw. Bij infectiec met stam K A verliep de aantasting
veel sneller dan bij infectie met stam K.

Rondom ‘de met mycelium overdekte plek was de schil f)rum-
rcod verkleurd. Deze kleur was ook, nadat de op het tijdstip der
infectie nog groene vruchten rood geworden waren, duidelijk van
het lichtere - tomatenrood te onderscheiden (zie pl. 10). D
breedte van de verkleurde zone bedroeg 0,5—1 cm.

" In het luchtmycelium ontstonden op enkele plaatsen grijs-rose
sporodochién. Na + 10 dagen ontstonden acervuli en pseudo-
pycniden direct op den schil der aangetaste vruchten,.

Bij ver voortgeschreden aantasting ontstonden in den schil van
het aangetaste gedeelte scheuren; ook bij door stam K A aan-
getaste, onverwonde tomaten (zie plaat 10). Wellicht hangt dit
samen met de neiging van de aangetaste vruchten om ineen te
schrompelen. Vaak mummificeerden de aangetaste vruchten op
den duur geheel.

In het inwendige der vruchten bleken de zaadholten en het
placentaweefsel geheel met mycelium doorgroeid. Bij kiem-
proeven met zaden uit aangetaste vruchten bleek, dat uit dit
zaad normale kiemplanten zich ontwikkelden, "

Bij infectie met stam K B I was de aantasting pas na 9 dagen
waarneembaar. De ingezonken aangetaste plekken waren scherp-
begrensd en daarbuiten was de schil slechts weinig verkleurd.

Op de ingezonken: gedeelten ontwikkelde zich een weinig wit-
gekleurd luchtmycelium; een enkele maal werden wit-rose acer-
vuli waargenomen, | :
~ Ongeveer drie weken na de infectie [de vruchten waren onder-
tusschen zeer rijp geworden) breidde de aantasting zich sterk
uit; de begrenzing van de ingezonken gedeelten werd minder
scherp en er ontwikkelde zich veel wit luchtmycelium,

De aantasting door sam K B2 werd pas 23 dagen na de
infectie waarneembaar bij een deel der vruchten. De aantasting
verliep overigens op dezelide wijze als die door stam K B 1.

Uit tabel 16 blijkt, dat de cultures van Colletotrichum Linde-
muthianum niet in staat zijn (behalve de geringe uitzonderingen
op zeer oude vruchten) tomaten aan te tasten.
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Hierdoor wordt weder aangetoond, dat cultuur K niet als een
vorm van Colletotrichum Lindemuthianum beschouwd mag
worden. | o

Wanneer we tenslotte nagaan de resultaten, verkregen bij
" infectie van appels en tomaten met cultures van Gloeosporium
fructisenum f. americana Kr, en Gloeosporium fructigenum fi.
germanica Kr., dan zien we, dat op beide vruchtsoorten de eerste
eerder en sterker aantasting teweeg gebracht heeft dan de tweede.
- Op appels was de aantasting door Gloeovsporium fructigenum
f. americana ongeveer gelijk aan die van cultuur K, op tomaten
was de aantasting door Gloeosporium fructigenum f. americana
minder snel en minder sterk dan door cultuur K. Zoowel voor
tomaten als appels was Gloeosporium fructigenum f. germanica
minder virulent dan cultuur K. Toch mag hieruit nog niet gde-
concludeerd worden, dat stam K niet identiek is met Gloeospo-
rium fructigenum 1. americana of met Gloeosporium fructigenum
1. germanica. De cultures toch, die voor de vergelijkende infectie-
proeven gebezigd werden, waren reeds gedurende 12 jaar in het
Centraal Bureau voor Schimmelcultures te Baarn gekweekt en
er bestaat daarom geen zekerheid, dat deze cultures nog dezelide
eigenschappen bezitten als de door KRUGER (1913) beschreven
vormen. Dat met de kans op verandering van eigenschappen
rekening gehouden moet worden, blijkt hieruit, dat volgens
KRUGER Gloeosporium fructigenum forma germanica (atkomstig
van appel) en Gloeosporium fructigenum forma americana
(afkomstig van banaan) in staat zijn, verwonde tomaten zeer
snel en niet verwonde tomaten wat langzamer aan te tasten,
terwijl bij onze infectieproeven met genoemde vormen de aan-
- t?sting dei vervxfonde tomaten matig sterk was en langzaam ver-

Om dus te' kunnen uitriazlj: e, asntasting optrad,

. . n of stam K een vorm van Gloeospo-
riam 'fructzgenum. is, is het gewenscht het resultaat van de
infectieproeven te vergelijken met de resultaten van KRUGER
(03 e e e oot gl i st v

| Volgen's KRUGER tast eosporium fructigenum, B o
“als GL #r. £ germaﬁiﬁm"“ﬁa fr. L americana (van banaan)
" GL L germanica drin ir?gop > )app'elren aan. Bij infectie do?r
 bet inwendige der vruchien dour, faogs 1o roh. KCECIvOTMIg in

S _ chten door, terwijl bij infectie door GI. fr.
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f. americana de aantasting meer oppervlakkig blijft. Gl fr. L
americana (van banaan) tast niet-verwonde appelen in het geheel
niet aan, terwijl Gl fr. f. germanica verwonde appelen aantast op
geheel gelijke wijze als onze stam K (zie p.-52 en 53).

Gl fr. {. germanica tast volgens KRUGER zoowel verwonde als
niet verwonde tomaten sterk aan, terwijl GL #r. L. americana {(van
banaan) alleen in staat is verwonde tomaten te infecteeren. Bij
“onze proeven vonden wij, dat stam K alleen verwonde en stam
K A zoowel verwonde als gave tomaten kan aantasten, Uit deze
feiten blijkt, dat stam K niet identiek is met Gloeosporium fruc-
tigenum f. americana Kr., doch in veel opzichten overeenkomt
met Gloeosporium fructisenum forma germanica Kr. In § 7 zal
de vraag of stam K met GL fr. f. germanica identiek is nader be-
.sproken worden, y

In het voorgaande is beschreven hoe passage door appel de
virulentie van stam K voor appelen en tomaten in belangrijke
mate heeft doen toenemen.

Om na te gaan of ook passage door tomaat van de stammen
K, KA, KB1, KB2 en van Gloeosporium fructigenum forma
germanica en Gloeosporium fructigenum forma americana de
virulentie van deze stammen voor appels deed veranderen,
werden infectieproeven genomen op de appelvaridteit Dubbele
Brabantsche Bellefleur met isolaties van de bovengenoemde stam-
- men uit de aangetaste tomaten van de in het bovenstaande
" beschreven 1nfect1eproef op deze vruchten.

Ook werden ter contrdle van de resultaten van 1nfectleproef II
op appelen een serie infecties gemaakt met cultures van de
stammen K, KA, KB en K B2 en Gloeosporium fructigenum
forma americana en Gloeosporium. fructigenum forma germanica
geisoleerd uit met deze stammen gdeinfecteerde vruchten van
de appelvariéteit Minister von Hammerstein.

De resultaten van deze beide reeksen infectieproeven zijn
samengevat in tabel 18, p. 56.

. Wanneer we met elkaar vergelijken de resuItaten, verkregen
- bij de infectie met de stammen K, KA,-KB1 en KB2 en
Gloeosporium fructigenum f. germanica en Gloeosporium fructi-
genum f, americana van de appelvariéteit Minister von Hammer-
" stein (tabel 15, p. 48 en 49) met die van de infectie met de oor-
spronkelijke cultures op de variéteit Dubbele Brabantsche Belle-
fleur (tabel 18), dan blijkt, dat op deze laatste variéteit de aan-
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TABEL 18, Infectieproef III op appelen.

- Variéteit: Dubbele Brabantsche Bellefleur.

Geinfecteerd: 23-12-"25.

Appelen | Resultaat van de
Schimmelcultuur. Ii::(:it al 'dan infectie na:
niet 5 9 12
verwond. [dagen.|dagen.|dagen.
Oorspronkelijke cultuur K . — \% 0/4 | 0/4 | 4/4
-oid, : —_ NV 0/6. { 0/6 | 0/6
Cultuur X . appel Vv 3/4 | 3/4 | 4/4
id. . -, NV 0/6 0/6 0/6
id L tomaat V' 1 2/4 | 4/4 | 4/4
| id. . y . NV 0/6 | 0/6 | 0f6
Oorspronkelqke cultuur KA. . — \Y% 3/4 4/4 4/4
id. — NV 0/7 | 0/7 | 0/7
Cultuur K A appel \' 4/4 | 4/4 | 4/4
id. " NV |o0/7 |07 | 07
id. tomaat V' 6/8 | 88 | 8/8
id, e " NV | 0/12| 0/12 | 0/12
Qorspronkelijke cultuur K B 1. — vV | 0/5 1/5 1/5
id. | —_ NV o7 | 0/7 | 0/7
| Cultuur KBI Coa appel Vv 0/4 | 2/4 | 3/4
osids Ly v NV 0/6 | 0/6 0/6
id. tomaat \' o8 | 0/8 | 1/8
id. | Do v NV | 0/13| 0/13 | 0/13
Oorspronkelllke cultuur K B2. — Vv 0/4 | 0/4 .1/4 '
id. — NV o5 |05 | 05
Cultuir KB?2 . appel | V 0/4 | 1/4 | 1/4
?d. .. "NV o5 |05 |05
fd' _.: . fomaat A\ 0/4 1/47] 1/4
id. - . o NV 0/7 0/7 0.7
Oorslzironkelljke cultuur Gl fr fa —_ A 0/4 | 3/4 | 4/4
i — NV | 0/4 | 0/4
,Cultfmr Gl.fr.1. a. appel \' 0;4 ‘ ?ﬁ 354
id, " NV 106 | o6 | 0/6
id. tomaat \' 0/4 | 2/4 | 4/4
Cid. Coe " NV 0/6 | 0/6 | 0/6 °
Oors;;ronkelqke cultuur Gl fr. f g — l'V | G/4 | 2/4 | 2/4 |
i — NV |
Cultuur Gl ft' f. g appel -V . g?:i : g;:i g;l
R 131 R - v | NV 1o/ |06 | 0/6
SR e P tomaat | . V104 | 34 |34 .
L . B} NV o6 | o |06
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tasting door de cultures K en Gloeosporium tructigenum {. germa-
nica langzamer verliep dan op de variéteit Minister von Hammer-
stein, terwijl voor de overige stammen de snelheid, waarmede de
aantasting plaats had, ongeveer gelijk was, De variéteit Dubbele
Brabantsche Bellefleur schijnt dus iets minder vatbaar te zijn dan
de variéteit Minister von Hammerstem

Uit tabel 18 blijkt:

1°, dat passage van stam K zoowel door appel als door
tomaat de virulentie van stam K voor appelen heeft doen toe-
nemen en dat de toename in. beide gevallen even sterk is;

2°, dat passage van de stammen K A en K B 1 door appel de
virulentie een weinig heeft doen toenemen, doch, dat passage
door tomaat geen veranderlng in v1rulent1e ten gevolge heeft
gehad; | | | |
3°., dat passage van stam K BZ en van Gloeosporium fructi-
genum forma americana en Gloeosporium fructigenum forma ger-
‘manica door appel en tomaat de virulentie van deze zwammen
~practisch niet veranderd heeft. |

De resultaten, verkregen met stam K, bevestigen geheel die,
welke bij de infectieproef II (tabel 15) verkregen zijn; de passage
door appelen heeft dus grooten invloed op de virulentie van
stam K en uit tabel 18 blijkt, dat passage door tomaat dezelide
verandering teweeg kan brengen. Uit de resultaten verkregen met
de stammen K A en K B 1, kan geconcludeerd worden, dat de
beinvloeding van de virulentie door appel sterker is dan-die door
tomaat. - |

Opmerkelijk is het, dat de bemv]oedmg van de virulentie van
stam K door de passage door vruchten veel sterker is dan die
van de stammen K B I en K B 2. De wijziging, welke de passage
van stam K door Phaseolus vulgaris ten devolge heeft gehad en

- waardoor de stammen K B 1 en K B 2 ontstaan zijn, is dus zeer

vast geinduceerd. Op dit feit zal in § 8 nader worden ingegaan.

Van Gloeosporium fructigenum forma americana en Gloeospo-
rium fructigenum forma germanica is de virulentie veel minder
varieerbaar dan van stam K. |

§ 6. VERDERE INFECTIEPROEVEN OP PHASEOLUS VULGARIS L.

~ Uit de resultaten van de infectieproeven op appels en tomaten
bleek, dat de virulentie van stam K voor deze i{r'uchten, na een-
maal door appel gepasseerd te zijn, belangrijk toegenomen was.
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In verband met deze variabiliteit van virulentie ten opzichte
van appels en tomaten, was het van belang om na te gaan, of
ook de virulentie van stam K voor Phaseolus vulgaris, na één
. keer op dit boonenspecies gekweekt geweest te zijn, veranderd
was, In het voorgaande werd reeds medegedeeld, dat na passage
van stam K door Phaseolus vulgaris 2 nieuwe vormen ontstonden:
de stammen KB en K B2, welke in morphologisch opzicht
sterk van de oorspronkelijke stam K afweken.

Door infectieproeven werd nagegaan of naast deze morpholo-
. gische veranderingen ook wijzigingen in de virulentie opgetreden

waren., | - - ‘

Ook werd onderzocht of de virulentie van stam K A, welke
meer virulent geworden was voor vruchten dan stam K (zie
§ 5), afweek van die van stam K ten opzichte van boonen-
planten, ' o

Ter vergelijking werden tevens infectieproeven verricht met
Gloeosporium fructigenum f. americana Kr. en Gloeosporium
tructigenum f, germanica Kr., I B

Infectieproeven met genoemde cultures werden verricht op een
twaalftal boonenvariéteiten en de resultaten hiervan zijn bijeen-
gebracht in tabel 19 (p. 59). Van iedere varidteit werden 15
planten geinfecteerd. Tevens is in deze tabel aangegeven het
resultaat van een vroegere recks infectie
(zie tabel 8, p. 35).

Uit tabel 19 blijkt:

- 1°. dat de resultaten van beide reeksen infecties met stam K

proeven met stam K

goed overeenstemmen;

2°, dat weinig verschil in virulen—_tie'- bestéat tuSschexi

Gloeosporium fructigenum -, germanica Kr, en stam K:

_“3°. dat Gloeosporium frucligenum {. americana Kr. en stam -
K A ongeveer evensterke aantasting veroorzaken, welke een
weinig sterker is dan die door stam K SRR i |
4°. dat de aantasting door stam K B1 vr
is aan die, welke door stam K (2de ree
is, Slechts de variéteiten Navy, Minn,
Minn. 132 worden door stam K B 1 iets
stam XK; .. .. |
5% dat bij infectie met s
- schil openbaart tusschen de

ijwel geheel gelijk
ks) veroorzaakt geworden
1083 en Brown Swedish,
meer aangetast dan door

tam K B 2 zich een opmerkelijk ver-

door LEACH gezonden boonenvarié-

A\
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teiten Nos, 1 t/m 6) en die, welke van BARRUS (Nos. 7 t/m 12} |
tig zijn, | ’
aﬂ{;()fr:ts tlge e]:erste variéteiten betreft, deze worden door stam
K B 2 slechts weinig meer aangetast dan door stam K (2de reeks).
De boonen van BARRUS daarentegen worden allen door stam
K B 2 vrij sterk tot sterk aangetast, zoo zelfs, dat van de variétei-
~ten Well's Red Kidney en Round Pod Kidney Wax- ?lzx.nten tot
afsterven gebracht werden, Bij infectie van deze variéteiten {n?t
stam K drong, in de meeste gevallen, de zwam slechts zeer weinig
in het weefsel binnen om daarna af te sterven. (Plaat 13.)
Gaan wij thans over tot bespreking van deze resultate.n. ‘
Uit tabel 19 (p. 59) blijkt, dat bij de 2de reeks 1nfect1'es
met stam K op enkele variéteiten, die bij de eerste reeks infect'le-
proeven vrijwel onaangetast bleven, een zeer lichte aanta:stmg
plaats vond, Deze bestond in het op meer plaat_sen binnendringen
van de zwam, die, daarna afstierf. (Zie LEACH 1923))
Dit verschil tusschen beide infectieproeven is wellicht hierdoor
- te Vefklaren, dat de planten bij de eerste infectieproef wat oud-er, |
| wafen dan bij de tweede. Waar de zwam de planten toch reeds
200 weinig vermag aan te tasten zou het niet vreemd zijn, dat
een gering verschil in ouderdom der planten verschil, in aan-
tasting gaf. : |
- Opmerkelijk is, dat zoowel Gloeosporium fructigenum f. ger-
manica Kr, en Gloeosporium fructigenum {. americana Kr., zij het
in zeer geringe mate, in staat zijn Phaseolus vulgaris aan te
tasten. =~ - - | | | |
Over het algemeen toch wordt aangenomen, dat slechts Col- |
letotrichum Lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Bri. et Cav. in
staat is op Phaseolus vulgaris 1. anthracnose verschijnselen te
voorschijn te roepen. Uit de resultaten van onze proeven blijk_t |
echter, dat we voor Gloeosporium fructigenum f. americana en
f. germanica en ook voor de stammen K, K A en K B 1 hier niet
met immuniteit, doch een zeer hooge graad van resistentie te
doen hebben, e - o
Stam K A drong in meer boonenvariéteiten in dan de oorspron-
 kelijke stam K, waaruit na passage door appel, stam K A ontstaan
is.-In de meeste gevallen stierf de zwam, na in enkele cellen
binnengedrongen te zijn, af. Toch kan wel gezegd worden, dat
. stam K A een weinig virulenter is dan stam K. . : |
ey De virule_ntie van stam KA."‘V-OOI"__appels en tomaten is veel
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grooter geworden dan die van stam K (zie § 5). Uit de resultaten
van de infectieproeven met‘stam K A op Phaseolus vulgaris blijkt,
dat voor deze boonensoort de virulentie van stam KA ook
grooter is dan die van stam K, zoodat geconcludeerd kan worden,
dat de passage van stam K door appel een vorm heeft doen ont-
staan, die in alle opzichten virulenter is, dan de oorsp-r'onke-lijke
vorm, |

Het gedrag van stam K B 1 (een der belde vormen ontstaan na
stam K door Phaseolus vulgaris) ten opzichte van de onderzochte
boonenvariéteiten verschilt weinig van dat van stam K. We vinden
dus, dat stam K B I zeer sterk van stam K afwijkt in morfologisch
opzicht en in virulentie voor appels en tomaten, doch dat er geen
essentieel verschil in virulentie voor Phaseolus vulgaris te consta-
teeren valt,

Bij de infectieproeven met stam K B2, de andere uit stam K
na passage door Phaseolus vulgaris ontstane vorm, doet zich het
vreemde verschijnsel voor, dat voor een deel der boonen-
variéteiten, en wel uitsluitend voor die, welke van Dr. LEACH,
St. Paul, Minnesota afkomstig zijn, de virulentie van stam K B 2
vrijwel gelijk is aan die van stam K, terwijl voor de vijf van
Prof. BARRUS, Cornell University, Ithaca, atkomstige varxetelten,
de virulentie zeer veel grooter is als die van stam K.

Voor dit verschijnsel is het niet mogelijk een enkelvoudige ver-
‘klaring te vinden. Zooals wij reeds eerder opmerkten bestaat hier
niet de tegenstelling ,immuun — vatbaar”, doch is er alleen ver-
schil in de mate van vatbaarheid, Ook is het verschillende gedrag
van beide groepen niet direct terug te voeren op morphologische
verschillen: de groep boonen uit Minnesota bevat zeer mteenloo-
pende typen en die van Prof, BARRUS eveneens. |

Wat nu de factoren zijn, die in ‘deze groepen 'r.esis‘tentie_. -
respectievelijk vatbaarheid voor stam K B2 bepalen, laat zich
uit de voorhanden gegevens niet afleiden, Wij moeten daarom
deze vraag laten rusten en over gaan tot een nadere beschouwing
van de waargenomen virulentie toename van stam K B 2 voor de
variéteiten: Well's Red Kidney, White Imperial, Burpee’'s White
Wax, Extra Early Refugee, Round Pod Kldney Wax (zie
plaat 13 en 14) en White Marrow. -

- Bij al deze variéteiten was de aantastmg zoo sterk, dat deze
“veel overeenkomst vertoonde met een sterke aantasting door
‘Colletotrichum Lindemuthianum. Wij dienen dus hier de vraag te
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overwegen of hier niet een verontreiniging van het entmateriaal
het resultaat van de.infectieproeven beinvloed heeft. Het is niet
waarschijnlijk, dat dit het geval geweest is, want het zou zeer
onwaarschijnlijk zijn, dat dan de boonen van Dr. LEACH, welke
naast en tusschen die van Prof. BARRUS stonden onaangetast zou-
den blijven. Bovendien werden van de eerste groep boonenvarié-
teiten juist die variéteiten aangetast, welke ook het sterkst door de
stammen K, K A en K B 1 aangetast werden. Hieruit blijkt ook
de verwantschap van stam K B2 met genoemde stammen (Vgl.
§ 4 p. 36) en we kunnen niet anders concludeeren dan, dat de
aantasting van de variéteiten N°. 7 t/m 12 het gevolg is van het
binnendringen van stam K B 2. Bovendien kon ujt de aangetaste
planten zonder uitzondering deze stam gereisoleerd worden.
Stam K B 2, welke is ontstaan na passage van stam K door
Phaseolus vulgaris, heeft dus in veel sterkere mate dan de oor-
spronkelijke stam het vermogen deze boonensoort aan te tasten.
In § 5 is beschreven hoe deze stam zeer sterk in virulentie voor
vruchten achteruitgegaan is. Wij hebben dus hier met een vrijwel
complete omkeer in keuze van. voedsterplant te doen: de oor-
spronkelijke stam K tastte verwonde appels en tomaten zeer sterk
aan en kon slechts bij hooge uitzondering op Phaseolus vulgaris
in eenigszins belangrijke mate anthracnose verschijnselen te voor-
schijn roepen; de nieuwe vorm K B2 heeft het vermogen om
- vruchten aan te tasten grootendeels verloren en is een zeer ge-
specialiseerde parasiet van Phaseolus vulgaris geworden,
~ Met deze physiologische veranderingen zijn morphologische
veranderjngen gepaard gegaan en daarom is het van belang in
‘Paragraaf 8: ,Beschouwingen over de variabiliteit-
(p. 66) consequenties te trekken uit het feit, dat
Gloeosporium fructigenum sterk overeenkomende zw
(Sacc. et Magn.) Bri, et Ca?rm ( Oepsponum) me'lemuthzanum
. .) Bri, v. vertoont. De overweging van deze

rquaestleﬂls tevens. van belang voor ons inzicht in de quaestie van
, de vorming van biologische rassen, . |

van stam K"
uit een met
am een vorm
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thianum, waarvan bekend is, dat deze een enkele maal peulen
de pronkboon aantast, afwijkt. |

- Zoo zijn er verschillen in beinvioeding van den groei door de
temperatuur (hoofdstuk IV, § 2, p. 33) en in afmeting der
conidién (§ 4, p. 36). Het meest typische verschil is echter dat
in infectievermogen voor. Phaseolus vulgaris eenerzijds en vruch~
ten van appel en tomaat anderzijds, Zoo is het infectievermogen
van stam K voor Phaseolus vulgaris zeer gering en voor appelen
;en tomaten groot, terwijl Colletotrichum Lindemuthianum een
groot infectievermogen voor Pbaseolus vulgaris bezit en appelen
in het geheel niet en tomaten b1] uitzondering vermag aan te
tasten, Stam K is dus zeker niet als een vorm van Colletotrtchum
Lindemuthianum te beschouwen. : -

In verband met de groote virulentie van stam K voor appels

is nagegaan of stam K niet een vorm van Gloeosporium fructige-
num Berkeley is. Stam K werd hiervoor vergeleken met een twee-
tal vormen van deze zwam, n.l. Gloeosporium fructigenum forma
germanica Kr. (afkomstig van appel) en Gloeosporium fructige-
num forma americana Kr., {afkomstig van banaan). Bij dit onder-
zoek werd gevonden, dat in eenige opzichten overeenkomst be-
staat met Gloeosporium tructigenum forma germanica, terwijl in
andere opzichten de overeenkomst met Gloeosporium fructigenum
forma arnericana grooter is, .
- Stam K komt door den snellen groei, door de betrekkeh]k hooge
optimum temperatuur en in infecteerend vermogen voor ver-
wonde appelen en tomaten overeen met Gloeosporium fructige-
num {. americana. Er is echter verschil in de wijze, waarop de ver-
wonde appelen aangetast worden; in dit opzicht gedraagt stam K |
zich op dezelfde wijze als Gloeosporium fructigenum forma ger-
manica (zie p. 54). Stam K kan echter niet-verwond~ annalon on
tomaten niet aantasten, wat Gloeosporium fructigenum 1. germa-
nica wel kan. |

‘Met betrekking tot de grootte van de conidién is de overeen-
stemming van stam K met Gloeosporium fructlgenum mmder
-goed. |

De sporengrootte is echter geen betrouwbare maatstaf om de
-verwantschap van stam K met Gloeosporium fructigenum te be-
palen, want van deze soort loopen de opgaven over de afmetin-
gen der sporen zeer uiteen. - -

Zoo vindt men in de literatuur de volgende opgaven:
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Saccardo. . . {1894) opappels. . . . . . .:20—30 X5 —6 pu

Alwood . . .(1902) , , . . . . . . .:10—12 X4 ~—6 u
Clinton:. . . (1902) ,, m e e e s e e .3 12—16 X4 —5 1
von Schrenck : | , _ .
en Spaulding . (1903) ,, wooe e e e o« o4 .1 10—28 X35—7
| - meest voorkomende grootte : 12 —16 X 4 — 5_#)
Scott . . . .(1906) op appels. . . . . , .:10—15 X4 —5 p
Shear en Wood (1913) , o e e : 10 —42 X3 —9 p

Kriiger ((1913) GL fr. forma americana op appels : 16 — 18,4 X 4,6 — 5,7

_ | Gl fr. forma germanica op appels : 16 — 20,5 X 4,6 — 574
Voor stam K vonden wij. . . ., <« . . 18154 X 4,5--_7-5 f

De gemiddelde grootte was 9,6 X 57 u.

- Stam K heeft dus kleinere sporen dan de meeste auteurs voor
Gloeosporium fructigenum vermelden. - .
~ Toch hoeft dit er niet op te wijzen; dat stam K niet met
Gloeosporium fructigenum verwant is. In de eerste plaats zijn
it stam K een tweetal variaties ontstaan (de stammen K B I en
K B2), welke een sporengrootte bezitten, welke goed met de in
de literatuur vermelde overeenkomt: KB : 17,9 X 8,0 g en
KB2:119 X 5,7 - : o ' R
In de tweede plaats is de variabiliteit in sporengrootte van
- Gloeosporium fructigenum zoo groot, dat KRUGER (1913, p. 303)
zegt: - AR | _' S S |
me-....die auf den einzelnen Ndhrboden aui-
getretenen Schwankungen innerhalb ein und
‘derselben Art (sind) grésser, als dieVerschie-
denheiten zwischen den Mehrzahl der bear-
beiteten Arten”, en verder: we..sim allgemeinen
ist, wie gezeigt, die Grésse . der- Konidien -
jedenfalls etwas sehr Unsicher e s,
Wert hat sie fiir Be'l'lrtei'l"ung'de“r's
schen Stellung der einzelnen Aften nicht.
Stam K gelijkt_ dus in sommige opzichten op Gloeosporium:
fructigenum f. americana en in andere op Gloeosporium fructige-
num f. germanica. Wanneer we er bovendien rekening mede
houden, dat stam K geisoleerd is van een peul van een pronk-
- boon, welke groeide in de onmiddellijke nabijheid van de appel-
| -bq?men, is na de in het bovenstaande vermelde punten van over-
- eenkomst van stam K met Gloeosporium fr'uct;'genum het geoor-
- loofd te concludeeren, dat stam K beschouwd moet worden als

und viel
ystemati-

- een vorm van Gloeosporium fructigenum Berk, = °
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- Het is echter niet.mogelijk stam K met de door KRUGER be-
schreven forma germanica of forma americana van deze zwam
te identificeeren. Uit tabel 7 (p. 34) blijkt, dat er verschil is in
de wijze, waarop de groei door de temperatuur beinvloed wordt.
Ook gedragen zij zich verschillend bij infectie op verwonde
tomaten (zie tabel 16, p. 50 en plaat 10 en 11),

‘Stam K moet daarom beschouwd worden als een nieuwen vorm
van Gloeosporium fructigenum: :

Gloeosporlum fructigenum Berkely forma hollandica nov.

forma.

-~ De diagnose van dit species, zooals SACCARDO (1894) deze
‘geeft, moet in verband hiermede met eenige punten aangevuld
worden. Diagnose van SACCARDO . (Fungi italica tab. 1042.
Syll, III, p. 718) uit Rabenhorst 1903 Bd. 1 Abt. 7, p. 492—493:

Gloeosporium fructigenum Berk, Gard. Chron. 1856,

~Sporenlager concentrisch angeordnet, schmutzig rosenroth,
bald mit einem einfachen Porus, bald lappig hervorbrechend,
polsterférmig; Sporen linglich oder cylindrisch, oft etwas ge-
kriimmt, 20—30 u lang, 5—6 u dick, kérnig hyalin; Sporen-
triger fast so lang wie die Sporen, einfach, seltener gabelteihg,
einzellig”,

' forma hollandica:

1. Conidién meestal recht, zelden gebogen. Lengte der conidién
9,6 u, breedte 5,7 .
2. Op kersenagar worden sporen gevormd
a. verspreid aan het einde van hyphen;
b. in avervuli; | '
¢. in pseudopycniden; ,

"~ d. in pycniden, welke meestal in groepen vereenigd zijn;
in dit geval zijn de wanden tusschen de afzonderlijke
pycniden vaak onvolkomen,

In de acervuli ontbreken setae.

Perithecién werden niet waargenomen, |
Minimum temperatuur voor groei ligt tusschen 0° en 5° C,,
de optimum temperatuur bedraagt ongeveer 25° C, en de
maximum temperatuur 30—35° C. A

6. In appels en tomaten kan de zwam slechts door wonden

binnendringden. | :

7. Bijj aantastmg van appels is het verrotte deel kegelvormlg

5

kW
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- 8. Passage van de zwam door appels en tomaten doet de viru-
lentie voor deze. vruchten in hooge mate toenemen: voor
tomaten wordt de zwam na passage door appel van wond-
parasiet een echte parasiet. :

9. De zwam is in staat op Phaseolus multiflorus Wild. en
Phaseolus vulgaris anthracnose verschijnselen te voorschijn
te roepen. o

10. Bij infectie van Phaseolus vulgaris dringt de zwam in de

- meeste gevallen slechts enkele cellen binnen om daarna af
- te sterven. ' |

11, Passage door Phaseolus vulgaris doet de virulentie voor
appelen en tomaten af- en onder bepaalde omstandigheden

 die voor Phaseolus vulgaris toenemen,

12. De zwam is in staat constant blijvende variaties te leveren,

welke in physiologische en morpholgische eigenschappen
“van’ den oorspronkelijken vorm afwijken,

§8. BESCHOUWINGEN OVER DE VARIABILITEIT VAN GLOEOSPORIUM
FRUCTIGENUM FORMA HOLLANDICA.

In de voorgaande § hebben wij gezien, hoe uit stam K meer-
dere, van den oorspronkelijken vorm atwijkende, cultures zijn
ontstaan, waarbij van een deel dezer variaties bekend is, onder
invloed van welke omstandigheden zij ontstaan zijn,

Alvorens deze variaties van stam K te beschouwen, is het
noodig, eerst het wezen van variaties bij fungi in het algemeen te
bespreken. o , -

In de mycologische literatuur worden’ zeer vele gevallen van

het plotseling optreden van nieuwe vormen v

AT ermeld, die, wanneer
zij in' één-spore- -

. cultures of in cultures ontstaan uit één mycelium- .
- _draad optreden, meestal als , mutaties” betiteld worden,
Zooals BRIERLEY (1924) opmerkt, wordt in de mycologische

_Iiteratuur vrijwel steeds op ‘ongeoorloofde wijze het begrip

mutatie uit de genetica der hoogere planten en dieren voor ver-
schijnselen bij fungi | |

lungi gebruikt. Dit begrip toch mag niet zonder
- meer op verschijnselen op het gebied der mycologie overgedragen
~worden. In de genet

| 'ica der hoogere planten en dieren verstaat
men onder het begrip mutatie: e . odie Erscheinung, ‘dass aus

ir_gend welchen, meist unbekannten Ursachen die Nachkommen
gmes _Elte.rs oder eines Elternp-aares neue erbliche Eigenschaf-
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ten, d.h. eine andere Reaktionsweise auf die Ausseneinwirkungen
aufweisen als die Eltern, wobei die neuen Eigenschaften nicht
blosz auf einer Neukombination von Grundunderschieden be-
ruhen.” (BAUR 1919). ,

- Om dus een mutatie te kunnen constateeren, moet dus het geno-
type van het (de) ouderindividu(en) bekend zijn.

Van geen enkel schimmeldeslacht beschikt men tot op heden
over voldoende kennis van het genotype om over het optreden van
genotypisch afwijkende individuén in de nakomelingschap te
kunnen oordeelen. Het gebruik van het begrip mutatie bij fungi
is hierom nog niet geoorloofd. Bij de schimmels, die zich sexueel
voortplanten, is het dus niet mogelijk om uit te maken of een
nieuwe vorm een mutatie is; bij de schimmels, welke zich
asexueel voortplanten (zooals stam K doet) is het in het geheel
onmogelijk om na te gaan of een genotypische verandering opge-
" treden is. Bij de zich asexueel voortplantende fungi kunnen plot-
seling optredende nieuwe vormen zijn: mutaties in den waren zin
des woords of modificaties, want door het ontbreken van sexueele
voortplanting is het ontstaan van nieuwe factoren combinaties,
welke een nieuwen vorm zouden deven, uitgesloten.

Om uit te maken of men met een echte mutatie of met een
modificatie te doen heeft, zou men men de nakomelingschap
moeten onderzoeken, doch bij deze fungi imperfecti ontstaat
geen echte nakomelingschap, want de asexueele voortplanting is
te beschouwen als een voortdurende verjonging van eenzelfde
individu.

Slechts in enkele gevallen zal het mogelijk zun met vrij groote
waarschijnlijkheid vast te stellen, dat een nieuwe vorm een modi-
ficatie is. Een modificatie is het gevolg van een door het genotype
veroorzaakte mogelijkheid om onder bepaalde omstandigheden
een andere dan de typische vorm, welke op haar beurt weer een
van de vele ontwikkelingsmogelijkheden is, aan te nemen.

‘Wanneer de factor, welke het optreden van den nieuwen vorm
regelt, ophoudt te werken, wordt na korter of langer tijd de
~oorspronkelijke ,,typische” vorm weer aangenomen.

Alleen wanneer spoedig na het terugbrengen van den nieuwen
vorm onder de ,mnormale” omstandigheden de oorspronkelijke
~vorm weer ontstaat, kan met eenige waarschijnlijkheid gezegd
worden, dat de nieuwe vorm een modificatie was. (Zoo is b.v.
het door CHAUDHURI (1924) beschreven geval van het optreden
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van afwijkende vormen in cultures van Colletotrichum biologi-
cum Chaudh (zie p. 43) zeer waarschijnlijk een voorbeeld van
het optreden van een modificatie.) '

In alle andere gevallen moet de vraag of een nieuwe vorm
- mutatie of modificatie is onbeslist blijven. Het lijkt ons daarom
gewenscht in- deze gevallen de nieuwe vorm een wconstante
variatie” te noemen, |

Alle uit stam K ontstane nieuwe vormen moeten o, i. als zulke
constante variaties beschouwd worden, |
Uit stam K zijn ontstaan de stammen: K B 1, KB2, KA en
K 30, terwijl uit stam K B 1 eveneens stam K 30 ontstaan is.

Met uitzondering van stam K 30 zijn al deze vormen ontstaan
door passage van stam K door bepaalde voedsterplanten, Die
passage heeft belangrijke afwijkingen in physiologisch en morpho-
logisch opzicht doen ontstaan, en deze nieuwe eigenschappen
bleven bij voortgezette cultuur der nieuwe vormen, bestaan. leder
van de nieuwe vormen heeft naast de afwijkende eigenschappen
ook eigenschappen, die met die van de oorspronkelijke stam K
overeen komen. |

Wanneer we stam K B 1, welke na passage van stam K door
Phaseolus vulgaris is ontstaan, vergelijken met de oorspronkelijke
vorm dan vinden we, dat stam K B 1 van stam K afwijkt door
verschil in kleur, hooger optimum temperatuur voor groei, kleinere
~ groeisnelheid (tabel 7), door het vormen van grootere sporen
(tabel 11) en doordat stam K B 1 appels en tomaten langzamer
en minder aantast dan stam K (tabel 15 en 16).
- Belangrijk is, dat stam X B 7 met stam K overeenkomt door
-gelijke virulentie voor Phaseolus vulgaris en doordat onder be-
paalde omstandigheden uit stam K B 1 de stam K 30 ontstaan
kan, welke ook uit stam K gevormd kan worden. (Plaat 13).
- De stam K 30 wijkt van stam K af door witte kleur en door
absorptie van de kleur van kersenagar als de zwam hierop
gekweekt wordt, terwijl stam K 30 met stam K B 1 alleen over-
eenkomt door de witte kleur. De overige verschilpunten van stam
K B 1 met stam K zijn dus weer verloren gegaan, - r
~ Stam K B 2, ontstaan na Passage van stam K door Phaseolus
vulgaris, wijkt van de oorspronkelijke vorm af door: veel geringere
- @roeisnelheid, lagere optimum temperatuur voor groei (tabel 7),
- Erootere conidién (tabel 11), veel geringer virulentie voor appels
. °n tomaten (tabel 15 en 16). Voor Phaseolus vulgaris, althans
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voor een deel der onderzochte variéteiten, is de virulentie van
stam K B 2 zeer veel grooter dan die van stam K,

Bij stam K B 2 heeft de passage door Phaseolus vulgaris een
algeheele omkeer in keuze van voedsterplant teweeg gebracht.
Dit verschijnsel is van zeer veel belang, daar hieruit blijkt, dat
het mogelijk is, dat sterke anthracnose verschijnselen door een
vorm van Gloeosporium fructigenum Berkeley te weeg gebracht
kunnen worden, welke aantastingen zonder meer niet van die van
Colletotrichum Lindemuthianum onderscheiden kunnen worden.
Bovendien komt de groeisnelheid van stam K B2 op kersenagar
sterk overeen met die van vormen van Collefotrichum Lindemu-
thianum. Een ander punt van overeenkomst met Collefotrichum
Lindemuthianum'is de specialisatie ten opzichte van boonenvarié-
teiten: enkele variéteiten worden zeer sterk, andere vrijwel niet
aangetast. Stam K B 2 verschilt van Colletotrichum Lindemuthia-
 num voornamelijk in virulentie voor appels en tomaten (zie tabel
14, 15 en 16) en door de grootte der conidién (tabel 12 en 13).

Stam K B 2 verschilt dus zeer weinig van Collefotrichum Lin-
demuthianum en kan hiermede zeer gemakkelijk verward worden.

Waar dit het geval is zou het zeer de moeite waard zijn om
na te gaan of onder de talrijke bekende biologische rassen van

~ Colletotrichum Lindemuthianum geen rassen zijn, die rassen van

Gloeosporium fructigenum zijn.

Bij een dergelijk onderzoek zijn 2 punten van belang, In de
eerste plaats kan.een ras van Gloeosporium fructigenum nog
appels aantasten en in de tweede plaats moet in verband met
de ,,Regel van VAVILOV" (1918) nagegaan worden hoe het gedrag
is bij infectie van Phaseolus vulgaris. |

Bedoelde Regel van VAVILOV luidt:

n.-..specialisation of a parasite determines
the existence of immune varieties among a
botanical species and genus, The feebler the spe-
cialisation of a parasite on genera and species of host-plants, the
less the chance of existence and consequently of finding immune
varieties. If a fungus does not distinguish generic and specific
peculiarities  there is small probability that it will react on the
less sharp morphological and physiological differences of varieties
in the limits of ons botanical species, On the contrary a narrow
specialisation, limited to one or a few nearly allied species, is as
a rule connected with differences in reaction of a parasite on
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varietal peculiarities, i. e, with the sensitiveness of a parasite to
distinguish differences of varieties.” (VAVILOV 1918, p, 231).
 Colletotrichum Lindemuthianum kan alleen Phaseolus vulgaris
aantasten, we vinden dan ook bij deze zwam een sterke speciali-
datie ten opzichte van de variéteiten van dit species: een deel
der variéteiten wordt aangetast, terwijl bij andere zelfs elk spoor
van aantasting uitblijit (Vgl. p. 7). .
 Gloeosporium fructigenum Berkeley is door SHEAR en WOQOOD
(1913) gevonden op: Cratfaegus spec., Pirus Malus, Rubus trivialis
Michx, Smilax medica Shl. et Cham., Vitis labrusca L. en Vanilla
planifolia Andr., terwijl volgens de door bovengenoemde auteurs
vermelde lijst van kruisinfecties met Gloeosporium spec. van appel
geslaagde infecties werden verkregen op: Musa paradisica sa-
pienfum L., Berberis spec., Solanum melongena, Solanum Lycoper-
sicum, spec., Lathyrus odoratus, Phaseolus lunatus L., Phaseolus
vulgaris L., Pirus communis, Cydonia vulgaris, Prunus cerasus,
Prunus domestica, Prunus persica, Mangifera indica en Vitis
vinifera. o o -

Hieruit blijkt duidelijk het polyphage karakter van Gloeospo-
rium fructigenum, Berkeley, |

Bij de infectie van Phaseolus vulgaris vinden we dan ook geen
absoluut immune variéteiten: allen worden in meerdere of min-
dere mate aangetast, - | | -

Uit het bovenstaande blijkt, dat het in bepaalde gevallen zeer
~ moeilijk kan zijn een stam van Gloeosporium fructigenum van
Colletotrichum Lindemuthianum te onderscheiden.
~ Ook zagen we, dat het kweeken van Gloeosporium fructigenum
op Phaseolus vulgaris een vorm kan geven, die sterk aan dit
genus is aangepast en zelfs de belangrijke eigenschap van aan-
tasting van appels en tomaten voor een groot deel heeft verloren.
~Het is de vraag of deze aanpassing niet verder kan gaan en
het vruchten aantastend vermogen niet geheel verloren kan gaan
en dus uit Gloeosporium fructigenum niet een aan Colletotrichum
Lindemuthianum identieke vorm kan ontstaan, temeer daar ge-
bleken is, dat passage van Gloeosporium fructigenum door Pha-

seolus vulgaris de tendens heeft de sporengrootte te doen toe-

nemen en hierdoor een der belangrijkste verschilpunten met Col-
letotrtchum Lindemuthianum te doen verdwijnen. o |
" Ten slotte moet nog de na passage van stam K door appel
onistane vorm K A besproken worden, S

Deze vorm verschilt van stam K door de grootere virulentic
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voor appels (zie tabel 15 en 18) en doordat deze niet, zooals
stam K voor tomaten uitsluitend een wondparasiet is, doch ook
niet-verwonde tomaten kan aantasten (zie tabel 16).

Stam K is uit Phaseolus multiflorus geisoleerd en van deze
stam gaat door passage door Phaseolus vulgaris (dus door een
‘aan Ph, multiflorus nauw verwant species), de virulentie voor
vruchten sterk achterunit. Het is daarom niet geheel onmogelijk,
dat de oorspronkelijke stam K een vorm van Gloeosporium
fructigenum is, waarvan de virulentie voor appels ten gevolge
van de passage door Ph. multiflorus gedaald is, In dit geval zou
~dus niet stam K, doch stam K A de typische vorm van Gloeospo-
rium fructigenum forma hollandica zijn. Dit is niet geheel onwaar-
schijnlijk, omdat door één keer passeeren van stam K door appel
of tomaat de virulentie voor appels weer stijgt, terwijl na een
volgende passage door appel deze stijging niet verder gaat.
{Tabel 16 en 18.)

Of echter stam K dan wel stam K A als den typlschen vorm
van een Gloeosporium Fructigenum forma hollandica beschouwd
moet worden, is niet uit te maken door de groote mate van varia-
biliteit van deze zwam. Een voorbeeld hiervan wordt nog door
SHEAR en WOOD (1913) beschreven. Deze vermelden van Glome-
rella rufomaculans (= Gloeosporium fructigenum) geisoleerd
-van Rubus trivialis, dat wanneer men appelen infecfeert met een
" cultuur welke éénmaal door appel gepasseerd is, de infectie veel
sneller .verloopt dan bij de eerste infectie en acervuli gevormd
worden, terwijl dit bij de eerste infectie niet het geval was. Naar
aanleiding van de resulfaten, verkregen na infectie met een
cultuur, welke 2 maal door appel gepasseerd is, zeggen SHEAR
en WOOD: ,,These experiments seem to indicate that the dewberry
(Rubus trivialis) form of Glomerella becomes quickly adapted to
growth on appels, developing in the third generation about as
rapidly as the fungus taken directly from apples and producmg
typical rot and acervuli”.

Hieruit blijkt hoe zeer de eigenschappen van Gloeosporium
fructigenum variabel zijn en hoe deze zwam in staat is zich aan
verschillende voedsterplanten aan te passen.

De aanpassing kan op verschillende wijzen tot stand komen.

Ten eerste kan de aangepaste vorm een modificatie zijn in den
zin als omschreven op p, 67. In dit geval is dus de genetische
constitutie van de zwam onveranderd gebleven.
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. In de tweede plaats kan het genotype van den nieuw opge-
treden vorm van dat van de oorspronkelijke stam afwijkend zijn.
Deze afwijking kan ontstaan zijn, doordat een vegetatieve
splitsing is opgetreden en de vormen, welke op het nieuwe
substraat niet kunnen leven, niet tot ontwikkeling zijn gekomen,
zoodat men bij reisolatie van de zwam in plaats van de oorspron-
kelijke een sterk afwijkende vorm terug krijgt.
- Daar de onderzochte stam K van Gloeosporium fructigenum
zich asexueel voortplant, ontbreekt de mogelijkheid om na te
gaan of de variaties, modificaties of mutanten zijn.



SUMMARY IN ENGLISH.

INVESTIGATIONS ON COLLETOTRICHUM LINDEMU-

THIANUM (SACC. ET MAGN.) BRI ET CAV, AND ON

GLOEOSPORIUM FRUCTIGENUM BERK. FORMA HOL-
- LANDICA NOV. FORMA

- Introduction.

In this paper are described the experiments which have led
me to the conclusion that in Holland there are at least four
* biologic forms of Coll. Lindemuthianum. It has been proved that
these forms are not identical with the strains of the funges found
by BARRUS (1911, 1918}, BURKHOLDER (1923) and LEACH [1923]
in America. :

The writer has tried to f1nd out if beS1des d1fferences in patho-
cenicity of biologic forms for a number of bean varieties, there
are also other physiological and morphological differences.

Another point that has been studied is the hibernation of the
fungus in the soil. Up till now it was not sufficiently proved that
the fungus could overwinter in soil iree of parts of the bean plant
and that when growing upon this medium the fungus could
endure low temperatures. .. '

To investigate if the fungus xsolated from anthracnose spots
upon a pod of Phaseolus multiflorus Wild was a special strain
of Coll. Lindem., inoculations were made upon seedhngs of
Phaseolus vulgaris L,

The results of these inoculations and the rapid growth of the
fungus upon nutrient agars led to the conjecture that the fungus
might be a form of Gloeosporium Ffructigenum Berk.

This supposition proved to be true as apples and tomatoes could
readily be infected while the pathogenicity of the fungus for
Phas. vulgaris was low.

The new fungus was named Gloeospormm fructzgenum forma
hollandica nov. forma,

Inoculation experiments with the fungus reisolated from in-
fected beans, apples and tomato-fruits showed that the pathogeni-
city can greatly be modified under influence of the hospes.
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- In a separate paragraph (Part II § 8 p. 66) the consequences of
this great variability in pathogenicity are discussed in relation to
the formation of biologic strains. ]

PART I. INVESTIGATIONS ON COLLETOTRICHUM
- LINDEMUTHIANUM (SACC. ET MAGN.) BRI, ET CAYV,

CHAPTER 1. BIOLOGIC FORMS OF THE FUNGUS.

Biologic forms of Coll. Lindem. are only described by American
authors: BARRUS (1911, 1918), 'EDGERTON and MORELAND
(1916), BURKHOLDER (1923) and LEACH (1923).

In Europe no biologic forms of the fungus have been found up
till now (e.g. SCHAFFNIT and BONING (1925) conclude that biolo-
‘gic strains do not occur in Germany). |
~ To prove if biologic strains occurred in the Netherlands, in-
- oculation experiments were made with cultures of Coll. Lindem.
from four sources upon a number of the same bean varieties as were
used by BARRUS (1918), BURKHOLDER (1923) and LEACH (1923)
.in their experiments with American strains of the fungus, in order
to investigate if any Dutch strains which might be found were

identical with the American strains. |
-~ Two cultures were isolated from diseased pods of Phas. vulg.
from 's Heer Arendskerke (Zeeland), these strains are indicated
as Z I and Z II; the third strain (strain E) was isolated from a
-pod of a haricot bean from Enkhuizen; and the fourth strain
(strain W) was isolated from a pod of Dubbele Hollandsche

Prinsesseboon from 's Gravenzande (Westland). |
~ Inoculation experiments were made at the
four strains upon the same bean varie
cells in the greenhouse of the Lab,
Potato Research, Wageningen, =

The.bean.-s- were inoculated by spraying them with a suspension
of conidia in water,

. 7 when the plants were 14 days old.

- Two days l-a‘.ter the inoculation was repeated. Twelve days

after the first inoculation the following results were noticed by

‘means of the following scale, =~ SRR

- Degree of infection symptoms. -

- 10 Plants dead. . R S 2
| .8 Heavy; large spots; upon the spots very many acervuli, -
6 Moderate; many acervuli, L

same time with the
ties in separate infection
aboratory for Mycology and
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4 Slight; few acervuli.

2 very slight; no acervuli,

0 no trace of infection,
-~ The use of numbers for noting the degree of infection makes
it possible to calculate the average and the probable error,

- Table I gives the results of the inoculation experiments upon the
bean varieties sent by BARRUS, In the last column of this table
the figures a, b and ¢ indicate that the bean variety concerned,
is susceptible to the strains a, - and 7 of BARRUS and BURK-
HOLDER, while the capitals A B and C 1nd1cate if the variety is
resistent. to these strains.

Table 1 {p. 9) shows that the strains Z I, Z 1], E and W act dif-
ferently upon the bean varieties used and also that they dlffer
from the American strains a, § and y

Table 2 (p. 11) gives the results of the mocula’uons upon the
bean varieties, which LEACH (1923) used to classify unknown bio-
‘logic forms.

Table 3 {p. 11) is LEACH's analyncal key to blologlc forms of
Coll Lindem.

From table 2 appears that the strains Z1I and Z 1] react in
the same way upon the seven bean varieties, and according to
table 3 both must be identical to form VIII of LEACH.

Howevér, the results of the inoculation experiments upon the
bean varieties sent by BARRUS (table 1) show that the strains
Z1I and ZII are different biologic strains and herewith it is
proved that LEACH's analytical key is not suitable for identifying
new forms with those found by him. - .

The strains E and W differ in reaction upon the variety Brown
Swedish, Minn. 132 and according to table 3 they would be identi-
cal with the forms IV and V respectively of LEACH. Yet it is uncer-
tain if this is true for, the same objection which LEACH makes
against some conclusions of BARRUS {1918), can be made in this
case: Viz ,..... .these forms may act differently on many other
bean varieties which were not inoculated’’. | |

In some cases it was found that besides differences in the
degree of moculatmn there are also dlfferences in the mode of
infection. ' |

Though the plants of the Varlety Yellow Eye 17-541 12-1-6
were at the moment of infection of the same ‘age and had been
treated in just the same way and both strains Z1 and Z1II
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kill the plants, after inoculation theré¢ was a difference in the
result of the infection. | <
Of the plants inoculated with strain Z II the V\'rhole stalk was
heavily attacked, while after infection with strain Z I only the |
epicotyle part and the base of the stalk were infected [Plate' 3).
A similar case was found after inoculation of the variety
Michigan Robust Pea Bean with the strains Z 1, Z II, E and W.
 Strain ZII gave a very slight infection upon the youngest
parts of the plants, | ' |
Strain W killed the plants above the first pair of leaves.
Strain Z I caused a heavy infection upon the younger Paf'"ts
of the stalk and the petioles. The type of infection was quite
different from the usual one; the diseased parts turned brown |
though they rested turgescent and no sharply limited spots occur-
- red. Growth was nearly entirely stopped: in 3 weeks the plants
grew only 2—3 cm, longer, No acervuli were formed upon the
diseased parts.
Strain E killed the plants entirely; on the diseased parts very
many acervuli were formed. (Plate 2 and 3).
- After it was found that there are different strains of Coll.
- Lindemuthianum in Holland, an effort was made to find other
physiological and morphological characteristics of these strains.
Table 4 (p. 15) gives the daily growth in m.m. of the strains
upon cherry-agar at different temperatures, | R
The minimum-, optimum- ang méximum-tempera'tures which
were found are the same as found by EDGERTON (1915), }
‘BARRUS (1921), LEACH (1923) and SCHAFFNIT und BONING
(t925). 0 T AR |
The lethal temperature for s
30° C.; for the other strains
- 20° C. the strains E and
Z1I and Z1II. The o
about 20° C, and fo
The results of th

train ZI lies between 28° and
between 30° and 35° C. Under
W- grow slower than the strains
ptimum temperature for the latter strains is
r the former straing about 25° C,
¢ inoculation experiments have shown that the
strains Z1 and ZII are nearly related to each other (e. g. see
- table 2 p. 11) and also that the strains E and W differ from
each other only in thejr reaction upon a few bean varieties (table

. The mode of growth of ‘thérstr
~agars is too nearly alike; young ¢

ains ZI and Z JI upon nutrient -
ultures of these strajns are quite
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identical (plate 7 and 8). The strains E and W have also the
same mode of growth upon agar media. :

All these facts show that the strains Z7 and Z II are eVIdently
nearer allied to each other as to the strains E and W.

Slight differences however between the strains Z I and ZII .
have been found. Especially when grown at 20°, 25° and 30° C.
upon cherry agar, the colour of the elder colonies of strain Z 1]
turns black earlier than the colour of colonies of strain Z I of the
same age, upon the same agar and treated in the same way
(Pl. 6). LEACH (1923) says that within a strain the variability
of the characteristics of the colonies upon nutrient agars is so
great that it is impossible to use growth characteristics as a means
of differentiating biologic strains, Pl. 4 and 5 show however that
the differences in growth between cultures of the strains E and
Z II at different temperatures are rather constant, -

CHAPTER II. HIBERNATION OF COLLET OTRICHUM
- LINDEMUTHIANUM IN SOIL,

From the literature upon this subject one could conclude that
the fungus can only hibernate upon parts of the beanplant in the
soil, and over the question if the fungus in the soil or upon
nutrient agars can endure low temperatures the opinions of the
different writers vary considerably.

BARTRAM (1916) found that upon undried Lima-bean agar the
fungus lived 35 days in which time many frost periods occurred in
which the temperature sank to —13°, ——9° —23°, —19° and
—29° C.

SCHAFFNIT und BONING found that a three days freezing ( 3°
to -5° C) of cultures upon starch killed the fungus.

Tho find out if the fungus can live in earth without any parts
of bean plants and if it can endure in earth low temperatures, the
- following experiments have been made.

Some cc. of a spore suspension of strain E were poured over a
sterile mixture of beach-leaf-soil and sand in glass tubes., In 4
days a dense growth of mycelium was visible upon and in the soil.
Four days after inoculation one lot of tubes was placed at a tem-
perature of 20° C, another at a -2° C, and a third in a coolcellar
in which for 12 hours the temperature sank from -2° C to -7° C
and in the course of the following 12 hours raised from -7° C to
-2° C. The rest of the cultures was placed upon a shell in a
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.bicycle shelter outside the laboratory, only protected against

rain and snow. During the experiment from Nov. 16th 1923—
March 27th 1924 the tempeérature outside was on 88 days for a
longer or a shorter time below 0° C, on 33 days temperature sank
below -5° C, on 12 days below 7,5 C and on 5 days below -10°C.
The lowest temperature registered was -16° C. December 31th
1923), while from March 4th—21th 1924 the temperature sank
every night below 0° C while the temperature during the day
“was high, ‘ ' _

Table 5 (p. 21) shows that the longevity of the fungus in soil is |
very great and that it can hibernate in the climate of Hlland in
the soil.

- Generally, organisms cannot endure freezing and thawing re-
peatedly but table 5 shows that our fungus could quite well endure
" this (groep IV, placed in the open air was still living after the

period of night frosts from March 4th—21th 1924},

The question also was investigated how long a temperature
from —15° {0 —20° C, could be endured. '

For this experiment, cultures from the groups I, II, III and IV
‘being a part of the former experiment were used. After being
subjected for 80 days to the treatment of each of these groups,
cultures were placed in a refrigator at a temperature from —15°
C. to —20° C. Every two days two cultures of each group were
controlled by inoculating bean agar plates in Petri dishes with

them. It proved that for even 10 days the cultures of each of the
four groups could endure 2 temperature of from —15° C. to
—20° C, Ii is an interesting fact that the longer the cultures
stayed at from —15° C, {o —g°

for forming avervuli after inoculations from the cultures were |
made upon bean-agar (table 5 (p. 22) column 6),

"~ CHAPTER IIL PERITHECIUM FORMATION.
0nly SHEAR and WOQOD [1907, 1913] mention the occurrance
m. As these authors dit not perform

upon Phaseolys vulgaris they did not prove suffi-

ions
~ciently that the peritheciq

C., the longer time was needed
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species occur, which seem to live saprophytically upon the spots
"caused by Coll. Lindem. =

As the other authors on the subject (FRANK 1883, STONEMAN
1898, EDGERTON 1908, 1915, HEMMI 1920, SCHAFFNIT 1920, 1922,
SCHAFFNIT and BONING 1925) did not find either mature perithe-
cia or perithecium-like bodies ,,it is doubtful if the perithecial stage
of Colletotrichum Lindemuthianum, has even been seen,” (EDGER-
TON, 1915). |

The present author has given in chapter III some observations
on perithecium-formation which are yet published, though the
research work had to be broken off, as they may contain some
indications for other workers on the subject.

In elder cultures of the strain Z 7 and later on also in cultures
of the strains ZII, E and W on beanbroth-agar and :gelatine
perithecium-like bodies were found, These bodies were globular
to pear shaped. A well defined layer of dark brown, 10u wide
hyphae contained a hymenium of hyalin, plasma filled, 5 ¢ wide
hyphae, which at their end bore ascus-like bodies, which contai-
ned from 2 to 8 nuclei. (Plate 16.)

The perithecium-like bodies were quite different {rom the
pycnidia and pseudo- pycmdla of Coll. Lindem. as pycnospores
failed,

Besides this, pycnidia always got fully matured at last but it
was impossible to bring the perithecium-like bodies further than
the abovementioned stage, . |

Though it is not proved that the described bodies are penthec1a,
the author is inclined to think that they are unripe perithecia of
Coll. Lindem. as they were produced in cultures which had a
high pathogenicity for Phas. vulgaris.

The perithecium-like bodies only occurred in cultures which
were at least two and a half month old. It was also proved that
the light did greatly influence the formation of the bodies, In a
series of experiments one series of 30 cultures was placed in the
light and at the same time a control series in the dark, both in
- the same room at the same temperature. After 3 month’ 28 cul-
tures of those placed in the light had formed perithecium-like
bodies while this was the case in only 3 of the cultures placed
in the dark. - _ -
~ Once it was found that a lot of these bodies were heaped up
along a splitter of wood in the agar., (Plate 16.) It was tried to
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stimulate the formation of the perithecium-like bodies by bringing
hard substances in the cultures, but with no success. |
- It seems that besides the age of the cultures and the light there
are other factors which influence the formation of perithecium-
like bodies as an effort to get those bodies at any other time
failed, though the experimental circumstances were just the same
as formerly. | -

PART II. INVESTIGATIONS ON A GLOEOSPORIUM
SPEC. ISOLATED FROM PHASEOLUS MULTIFLORUS
R ~ WILD. '

- About the anthracnose of Phas. multiflorus but little is known.
Therefore as we got diseased pods of this bean species, an

endeavour was made to ascertain if the anthracnose had been

caused by some biological strain of Coll. Lindem.

. The plants from which the diseased pods originated stood under

and quite near apple trees, | ( - -

~ The fungus isolated from the diseased spots proved to belong

to the genus Gloeosporium, ‘

- Conidia unicellar; round at both ends; straight, sometimes

| f.slightly curved. Conidia in acervuli of whitish-rose colour and in

~pseudo-pycnidia. | - S |

= From the measurement of 500 conidia it was found that the
the length (M + m) was 9,67 u + 0,06‘;1 and the width

569 4 + 003 p.

. In the following pages, the fungus is indicated as strain K.
- Grown together with the strains 7 I, ZII, E and W of Coll. |
Lindem. on the same plates in Petri dishes upon nutrient agars,
strain K showed great differences in mode of growth with the
strains of Coll. Lindem. (P 7 and 8,) .
Growing the fungus upon cherry-agar at different tempefatu-
r'es,. it was found that strain K was characterised by an extremely
1_-ap1d growth (table 7, p, 34), When grown upon bean-broth-agar
it also grew much faster than the strains Z 1, Z II , E and W;
moreover, thj_is strain K formed very much loose air mycelium.
: "In ordefr'to investigate if strain K was a biologic form of Coll.
Lindem. inoculation ‘experiments were made upon seedlings of

| - Phaseolus vulgaris L, The 1

are given in table 8, p. 35, In the second colum of this table is

esults of this inoculation experiment
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indicated for which strains of Collefotrichum Lmdemuthzanum the
bean-variety in question is susceptible.

The varieties Ruby"Horticultural Bush, Minn. 98, Improved
Yellow Eye, Minn. 1096, Red Indian, Minn. 1101, Navy, Minn.
1083, Brown Swedish, Minn. 132, Navy, Minn. 69 and Refugee
Wax showed only a very slight trace of infection. Only a few
spots of infection could be found; these spots were so minute |
that they could scarcely be found without the aid of the micros-
 cope. After penetrating one of two cells of the hospes the fungus
had died. | |

In the rest of the varieties, the plants showed very many small
brown spots, which were 0,5—1 m.m. long and 0,1 m.m, wide.
The spots occurred only upon the hypocotyle part of the stem
and upon the petioles.

From the variety Round Pod Kidney Wax 24 plants were
inoculated. In twenty three plants the fungus penetrated and
 died after having killed two or three cells, These plants showed
only very small spots. One plant of the same variety became
- rather heavily infected and upon this plant, more than 250 spots
could be counted of which some were large (114 X 0,5 c.m.).

This moderately infected plant stood between the other much
less infected plants of the same variety. This proves that no
contamination of the inoculation material with Colletotrichum
Lindemuthianum can have taken place. If this had been the case,
more plants must have ‘been infected. The fact that only one
plant of the variety Round Pod Kidney Wax was infected, can be
explained when we suppose that this one plant had a genotype
different from the other plants as regards resistance for strain K.
It was impossible to refsolate strain K from the minute spots
upon the bean plants, Only upon the heavily infected plant did
acervuli appear and that, after the diseased parts had been
placed in a moist chamber. From the conidia, single-spore-cul-
tures were made and it appeared that instead of the original type
of the fungus two forms appeared, which showed more or less
resemblance to the original strain K. These new forms are indi- .
cated further on as strain K B 1, and strain K B 2.

. Sometimes in cultures of strain K B 1 sectors occurred in which
- hardly any conidia were formed. In 15 cultures th1s phenomenon
- occurred 8 times, ' S
. Single-spore-cultures from the aberrant form aIlways gave the

6
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- Characteristics of the strains K, KB and KB 2.

Colour upon cher-
. ry agar

Mode. of iructifi- -

cation

Coulour of spore-
mass

Odour
Rapidity of growth

(see table7,p. 34)
Pathogenicity for

apples and to-
- mato's (see § 5)
Variability |

Strain K.

St_rain: KB1.

Strain K B2

‘white,

grey - to
. green, black

acervuli, pseudo-
pyc-

dycnidia,
nidia and spore-
formation at the
end of hyphae,

Trose

without odour

very great

great -

| strain K gives a

constant new
form, which
is completely
white and

- which absorbs

the chromogen
of cherry-agar
(plate 15)

white

only at the end
of hyphae

white

aromatic odour
less as strain K

less as strain K

strain K B 1 gives
a new form
which is iden-
tical with the
. new form pro-

duced by strain
K. -

like strain K

like strain K

like strain K

like strain K
like strain KB

like strain KBTI

aberrant form, while single-
strain K B__I, often
Table 10 and 11

strains KB 1

size of conidia,

From this fact rises th
K B2 are not contaminat
- not be the case, as the s
fungus in many respects:
1. KBI and KB2

- belong therefore to the g
. 2. BothKB1andK

. toes.while Coll. Lindem.

and KB 2 th

(p. 38)

gave segregating

never form setae ip th
enus Gloeosporium, o

B 2 can infect wounded apples and toma- =
is unable to do so (see § 5). |

spore-cultures. from the original
colonies (Pl, 12).

show that between strain K and the
€re are important differences in the

e question whether the strains K B 1 and
ions of Coll. Lindem. This however can-
trains X B I and K B2 differ from this

e acervuli and
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3. There are important differences in the size of conidia of
the strains K B1 and KBZ and those of Coll. Lmdem (see
table 12, p. 39). |

Therefore the strains KB and KB 2 are not contaminations
of Coll. Lindem.; and later on it will be proved that they are
closely related to strain K.

As a related Gloeosp. spec, (Gl fructigenum from Populus
deltoides) segregates in two sexual strains (EDGERTON 1914) the
writer tried to ascertain if possibly the strains K B and K B2
were not sexual forms of strain K. No evidence of this however
could be found.

All these facts lead to the conclusion that stram K possesses
great variability,

This is also shown by the following observation: eighteen sub-
cultures were made from a single-spore-culture of strain K upon
cherry agar. Three of those subcultures were placed in a
thermostat at each of the following temperatures: 5°, 10°, 15°,
20°, 25° and 30° C. The cultures placed at the 5 lower tempera-
tures developed normally, but those placed at 30° became quite
white, formed dense air -mycelium with scarcely any conidia
formation at the ends of hyphae. No acervuli or pycnidia were
found, A peculiarity of this new form (strain K 30) was that it
fully absorbed the chromogen of cherry agar. (P1. 15.) The spore-
size, the rapidity of growth at different tempenatures and the
infecting power for apples and tomatoes was on all fours like
that of the original strain K.

Just the same new form occurred once as a sector in a colony
of strain KB 1. This proves sufficiently that stram K B1 is
closely related to strain K.

It seems to be a peculiarity of the genus Gloeospormm to form
 aberrant forms: thus EDGERTON (1915) describes new forms
developing from Gloeosporium fructigenum from apple; SHEAR
and WOOD (1913) from Glomerella (Gloeosporium) cingulata,
DASTUR (1921} from Glomerella cingulata (Gloeosp. piperatum);
BURGER (1921) from Colletotrichum gloeosporiodes; DICKSON
(1923, 19251I) and BEWLEY and SHEARN (1924) from Gloeospo-
rium aframentarium; CHAUDHURI (1924} from (Gloeosporium
biologicum; WELLENSIEK (1926) from Gloeosporium caulivorum.

The fact that strain K does possess such a great rapidity of
growth upon nutrient agars at different temperatures and that
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this strain shows such a low pathogenicity to Phas. vulgaris,
arose the question whether strain K is not a form of Gloeosporium
fructigenum Berk, as EDGERTON (1915) describes having isolated
this Gloeosp. species which evidently lived saprophytically upon
anthracnose spots-on bean pods, primarly caused by Coll. Lindem.

As the plants of Phas. multifl. from which the diseased pods
originated stood under apple trees it was not improbable that
.strain K might be a form of Gloeosporium fructigenum.

To settle this point inoculations were made upon fruits of two
apple varieties. o
"~ Wounded and unwounded fruits were respectivily inoculated
by placing mycelium plus conidia upon the skin, and by introdu-
_cing it in wounds made with the aid of a sterile knife. |
~ Table 14 (p. 45) gives the results of these inoculation experi-
ments, In both experiments, also were inoculations made with the
four strains of Coll. Lindem. which proved itself to be unable to
infect the wounded. fruits, causing on both varieties heavy
_ionfect the wounded fruits, causing on both varieties heavy
anthracnose symptoms. Upoy the variety Herfst Bloemzoet the
infection progressed faster than upon the variety Minister von
Hammerstein, while upon the fruits of the latter variety less
acervuli and pseudopycnidia were produced than upon the infec-
ted fruits of the former variety, These apple varieties also are
differently susceptible to strain K. | S I

Strain K could without difficulty be reisolated from the infected
fruits. - o - ) L |
g -The way ‘in which the infection took place was just like that
described by KRUGER (1913) for Gloeosporium fructig. i. ger-
manicaKr, .- e ' .

- To ascertain if strain K was identical with GI. fruct. f, germ.
another series of inoculations were made with strajn K and with
-two forms of Gl. fruct. viz. Gl. fruct. {, dermanica Kr, and Gl
 fruct. 1. americana Kr, both isolated by KRUGER res.p‘edtively from
- apple and banana. The results of ‘this inocula
are given in table 15, p. 48 and 49, c : |
| Besides inoculations with the original strain K and both forms

of Gl fruct. inoculations were made with a culture of strain K
whiclrhl had been reisolated from from apple fruits infected by
strain K (this culture is indicated in the following pages as strain

tion experiments.
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K A); moculatxons were also made with the strains K B 1 and
K B2, | |
Simultaniously with the abovementioned inoculations upon
apples, inoculations were made upon tomato fruits, whlch were
not fully ripe. -

~ As the results of the inoculations upon apples and upon toma-
toes were nearly the same, we shall discuss them together.

Table 16 (p. 50) gives the results of the inoculations upon toma-
toes.

In table 15 and 16 the result of the inoculation is indicated
by a fraction of which the denominator is the number inoculations
- performed and the numerator the number of inoculations which

succeeded. | N

In table 16 the degree of infection is mdlcated as follows:
s = heavily infected; m == moderately infected; z = shghtly
infected.

Table 14 and 15 show that after inoculation Wlth strain K of
the apple variety Minister von Hammerstein the first signs of
infection appeared after a period of 5—6 days. After infection
with strain K A the penetration of the fungus was visible after
1 day. Also for tomatoes strain K A proved to be more viru-
lent than strain K (see table 16): strain K only affected wounded
tomato fruits while strain K A could mfect unwounded frults
as well. |

Thus the passage of strain K through an apple has 1ncreased
the pathogenicity of this strain for apples and tomatoes.
~ Strain K B 1 proved to be less virulent for these fruits than
strain K while strain K B 2 had nearly lost its pathogenicity for
apples and tomatoes.

The passage of strain K through Phaseolus vulgaris, which
caused the formation of the strains K B I and K B 2 thus greatly
decreased the pathogenicity for apples and tomatoes,

While the strains K B I and K B 2 differ greatly from strain K
in physiological and morphological respects, the strain K A pos-
sesses the same spore-size (table 17, P 52) and rapldzty of growth
(table 7, p. 34) as strain K.

It is a very remarkable fact that whlle the orlgmal strain K is
only a wound parasite for tomatoes, the strain K A is a genuine
parasite for tomatoes as it can infect both wounded and unwoun-

ded fruit (PL. 10).
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From tables 14, 15 and 16 can be seen that Coll. Lindem. is
unable to infect apples and tomatoes., This proves sufficiently
that strain K is not a form of Coll. Lindem. |

Comparing the results of the inoculation with the strains K
and K A with those of the inoculation with GI. fruct. f. germ.
and GI. fruct. 1. amer. it is evident that strain K is not identical
with one of the latter fungi. |
- As it has been proved that the passage of strain K through

apple and bean greatly influences the pathogenicity of this

strain for apples and tomatoes, it was necessary to investigate
whether a similar influence had taken place upon the patho-
genicity for Phaseolus vulgaris.

The solution of this question was sought by inoculating a num-
ber of varieties of this bean species with the different strains used
. for the inoculation of apples and tomatoes.

Table 19 (p. 59) gives the results of these inoculation experi-
ments, In table 19 the degree of infection is indicated as follows:
g = fungus penetrated at a few places causing almost unvisible
spots; z.l. = numerous spots 0,5—1,5 m.M. long and 0,1 m.M.
wide; 1 = spots 1,5 m.M. long and 0,5 m.M. wide; (1) = fungus
penetrated much cells of the petioles without causing sharply
limited anthracnose spots, the tissue was discolored, but it rested
- turgescent; m = spots 2—3 c.M. long and 1 m.M. wide, no acer-

vuli; st = heavy infection, large spots; plants partly died off,
sometimes acervuli were produced; d = plants were killed,

From table 18 we can conclude: ' o

1°. both series of inoculations with strain K gave similar
results. | ‘ o |
2°. - the results of the inoculat

oy ions with GI, fruct. f. germ. and
strain K was nearly the same, |

2°. the result of the inoculations with GI. fruct. f. germ. and

strain K A was nearly the same,
~ 4°, plants inoculated with

- infected as by strain K, |

- 5% As to the
- interesting to not
- between the bean
‘and those sent by
only a little mor

s-‘train KB1 were as slightly

r esult of inoculation with strain K B 2, it is
ice that there was an important difference
‘varieties sent by LEACH (the numbers 1—6)
BARRUS (the numbers 7—12). The former were
e affected by strain K B2 than by strain K,
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while the latter were very much more infected by strain K B 2
than by strain K.

It is interesting to notice that also GL fruct t. germ. and L
amer, were able, though in a very light degree to affect Phas.
pulg.; this is the more remarkable as in the literature on the
- subject no evidence of infection of Phas. vulgaris by other an-
thracnose causing fungi than Coll. Lindem. can be found.
~ As to the influence of growing strain K upon different hospes
we can conclude: 1, that growing this strain upon apples and
tomatoes has made strain K much more virulent for these fruits
| and that it has slightly increased the virulence for Phas vulgaris;

2. that growing strain K upon Phas. vulgaris has given forms with
decreased pathogenicity for apple and tomato and with increased
virulence for beans (e.g. strain K B 2). |

Upon the varieties Wells' Red Kldney, Wh1te Imper1al
Burpee White Wax, Extra Early Reifugee, Round Pod Kidney
Wax and White Marrow, the result of the inoculation with strain
K B 2 is such that the type of infection cannot be distinguished
from that of infection by Coll. Lindem. |

In relation to this, the question has to be considered whether
no contamination of the inoculation material with Coll. Lindem.
can have taken place. | o

- This is impossible however for the following reasons:

‘1. among the beans of LEACH there are varieties which are
very susceptible to Coll. Lindem. and rows of these plants stood
amidst the rows of the beans of BARRUS. If contamination with
Coll. Lindem. had taken place the beans of LEACH would also'
have got seriously diseased;

2, those varieties espec1ally upon which the strains K, K A
and KB cause a slight infection are severely attacked by
strain K B 2. This proves that there must be a relation between the
infecting fungus of the severely diseased plants and the strains
K, KA and KB 1; |
© 3. .from the avervuli upon the diseased plants stram KB2
could easily be reisolated. BT "

Later on, we will discuss more in detail the consequences of
this great variability in pathogenicity, SO

As already shown there are important dlfferences between
‘sirain K and Coll. Lindem. The differences in respect to their
pathogenicity for apples, tomatoes and beans are especially, so



88

great that these fungi cénnqt belong to the same species. Besides'
this, there are differences in spore-size and in rapidity of growth;
- Strain K shows a resemblance to Gloeosp. fruct. §. america Kr. :
by its rapid growth, high optimum temperature and by its infecting
- power for tomatoes. There is however a difference in the way in
which wounded apples are infected. \ IR
On the other hand, strain K resembles GI. fruct. . germanica
Kr, especially in its mode of infecting wounded apples. GI. fruct.
f. germ. can infect unwounded apple- and tomato-fruits while
. strain K is unable to do so. o | B
. Though there is a slight difference between the size of conidia
of strain K and the size of conidia given in the literature regarding
Gl fruct., we consider strain K as a new form of GI. fruct.
~ As a name for this form is proposed:

GLOEOSPORIUM FRUCTIGENUM FORMA HOLLANDICA NOV. FORMA.

- Before discussing the variability of GL fruct. £ holl. it is
pointed out that in the mycological literature the words mutants,
ete. which are used in the genetics of the higher organisms, are
very often misused. As a mutant must be considered a form that -
- shows new heriditary characters which are not based upon the

combination of the genotype(s) of the parent(s), |
- Of no fungus We possess at present sufficient knowledge of the
genotype to be able to conclude whether under its progeny
there are mutants or not; and especially when speaking
“of -the asexually propagati_ng fungi it is not justifiable to use the

word mutant, As for this, new forms should be named: “constant
variations”, . . s IR

- The new. forms proceeded from strain K after growing this
- strain upon different hospes must be considered as ,,constant
~ variations”, | | L | |

Strai_n K B 1 differs from the brigihél strain in theﬂcblour of
the colonies upon nutrient agars, in optimum temperature for

growth.' rapidity of growth, in forming larger conidia and in being
- less virulent for apples ‘and tomatoes, '
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Strain K B 2 has also arisen from strain K after the passagde
of the latter through Phas. vulgaris.

This passage through the bean causes the pathogenicity of
strain K to be completely altered: the virulence for tomatoes is
nearly lost, that for apples greatly reduced while the pathogeni-
city for beans is very much increased. This shows that from a
form of GI. fruct! there can arise a new form which scarcely can be
distinguished from a form of Coll. Lindem. This proves that it is
not. impossible that so called biologic forms of Coll. Lindem. maY
be forms of Gloeosp. fruct. | . .
~ In our case there are still differences e.g, the strain of GI
fruct. is able to attack apples.

It is interesting fo notice how the behaviour of both Coll.
Lindem. and of GI. fruct. is quite according the ,Rule of

'VAVILOV" (1918). See p. 69. - -

Coll. Lindem. can only attack Phaseolus vulgans and Phas
multitlorus and it is known that the fungus is highly specialized
upon the varieties of these species: some varieties are attacked
but other not at all. Gloeosp. frucf. on the contrary is more
polyphagous as it is found upon a lot of genera and species e.g.
Crataegus, Pirus, Cydonia, Prunus, Rubus, Mangifera, Smilax,
Vitis, Vanilla, Musa, Berber:s, Solanum, Capszcum, Lathyrus and
Phaseolus spec. | | - | .
- In accordance with the ,,Rule of VAVILOV “when moculatmg
bean varieties with strain K, we do not find absolutely immune
varieties, There are only d1fferences in the degree of resistance
of the varieties. g

It may also be very dlfflcult to dlstlngmsh a form of Gl fruct
irom one of Coll. Lindem.

Growing "Gl fruct. upon Ph, vulgaris gave forms Wth‘h are
strongly adapted to this genus but then have lost much of the
original ability of infecting apples and tomatoes.

It is an important question whether this adaptation cannot go
further ‘so ‘that forms arise which cannot be distinguished at all
from Coll. Lindem., the more so as growing GI. fruct. upon Phas.
vulgaris shows the tencency of increasing the size of conidia,
thus eliminating one of the most important pomts of dliference
_between Gl fruct and Coll Lmdem ' |
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VERKLARING DER PLATEN.
(EXPLANATION OF THE PLATES))



PLAAT 1.

Planfen van de variéteit White Kidney gefotografeerd 14 dagen
na infectie met de stammen ZI (=Z4 op de foto) en E van
Coll. Lindem.j o -

S PLATE 1. | |

Plants of the variety White Kidney photographed 14 days after
inoculation with strain ZI (= Z 4 on the photo) and strain E of
Coll. Lind - -OF Gt/ |
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PLAAT 2.

Planten van de variéteit Michigan Robust Pea Bean gefotogra-
feerd 14 dagen na infectic met de stammen ZI(=7Z4 op de
~foto), Z11, E en W van Coll. Lindem. Duidelijk blijkt het groote

verschil in aantastingswijze door de verschillende stammen.

PLATE 2,

Plants of the variety Michigan Robust Pea Bean photographed
14 days after inoculation with the strains Z JJ Wy ZI (=Z 4 on
the photo) and E of Coll. Lind. Note the differences in mode of

infection,
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Fig. 1.

Fig. 2.-

PLAAT 3.

Plant van de variéteit Michigan Robust Pea Bean aan-

~ getast door stam Z I van Coll. Lindem. De nerven, de

bladstelen en het epicotyle stengeldeel zijn donkerbruin
verkleurd. . | -

Pl.ante_n..van de variéteit Yellow Eye 17-541-12-1-6 ge-
infecteerd met de stammen ZI1{=17Z4 op de foto) en
Z Il van Coll. Lindem. Bij infectie met stam Z I is alleen

“het epicotyle stengeldeel en de stengelbasis aangetast,

terwijl door stam ZII de geheele stengel is aangetast.

Zoowel stam Z I als stam Z II deed de plant afsterven.

Fig, 1,

| PLATE 3,
Plant of the variety Michigan Robust Pea Bean photo-

- graphed 14 days after being inoculated with strain Z/

of Coll. Lind. Note the discoloration of the veins, petioles

~ and of the epicotyle,

Fig. 2.

Plants of the variety Yellow E;}el 17‘-541'-‘1 2-16 photo-

graphed 14 days after inoculation with the strains Z I

(= Z 4 on the photo) and Z II of Coll. Lind. Both strains:
kill the plants, but strain Z1 only affects the epicotyle

~and the base of the stem while strain Z] affects the

wh(_)le stem,
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PLAAT 4 EN 5.

Groei van de stammen E en Z II van Coll. Lindem. bij verschil-
lende temperaturen op kersen-agar.
Bij alle onderzochte temperaturen vertoont stam Z II een meer

i _-compacte groei dan stam E. Duidelijk blijkt, dat het optimum

 voor groei van stam Z1I bij 20° C. ligt en dat van stam .E bij
25° C.
\ *De afgebeelde kolomes waren-10- dagen oud,

. PLATE 4 AND 5.

| ‘Strain E and Z II of Coll. Lind. cultivated at different tempera-
- tures upon cherry-agar, At all temperatures strain Z I shows a
more dense mycelium growth than strain E, The optimum-tem-
- perature for growth of strain Z I lies near 20° C,, while that of
strain E is about 25° C,

“The colomes were 10 days old when photographed.



Plaat IV.

Stam Z1II

i BT

5¢ C.

Foto’s H. R. A. MULLER.



Plaat V.

Stam E. Stam ZI1.

30° C.

Foto's H, R. A. MULLER.



PLAAT 6.

i

Groeiverschillen tusschen de stammen ZI en ZII van Coll.
Lindem. bij 30° C. en 28° C,

,Bovenste rij: stam Z 1. B 30° C. is stam Z afgestorven, de
a - kleur van de bij 28° C, gegroeide kolonie is wit.

Onderste r1] stam ZII. Bij 30° C. heeft nog geringe groei

plaats; bij 28° C, gekweekt, wordt de kleur van
de kolonie donker-grauw.
,'De afgebeelde kolonies waren bij de opname 14 dagen oud

PLATE 6

| Differences in growth between the stralns Z1 and Z I at 30° C.
~and 28° C. on cherry—agar

'-Flrst row: stram Z1 At 30° C straln Z1 d1ed off; the colour
. . of the colony grown at 28o C is white.

- Second row ‘strain Z I At 30° C. a shght growfh occurred; the

-+ colour of the centre of the colony grown at 28° C
turns blackish, -~ -

- The colomes were 10 days old when photographed



30° C.

Foto H. R. A,

Plaat VI.
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 PLAAT 7 EN 8.

Kolonies van de stammen Z 1, ZII, E en W van Coll. Lindem.
‘en van stam K (Gloeosporium fructigenum f. hollandica) op
kersen-, respectievelijk boonen-agar, gekweekt bij 15° C. Ouder-
‘dom der kolonies bij de opname der foto 9 dagen.

Duidelijk blijkt de groote overeenkomst in de groeiwijze van de

stammen Z1I en ZlI onderling en van de stammen E en W
‘onderling, |

o PLATE 7 AND 8, | |
Colonies of the strains ZI, Z1II, E and W of Coll. Limf. and of

-strain K (Gloeosporium fructigenum . hollandica) upon cherry-
~and bean-agar, respectively, grown at 15° C, - |
1t is-evident that the colonies of the strains ZI and ZII are
- alike and those of the strains E and W also, The colonies were
9 days old when photographed, |
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Foto H. R. A, MULLER.
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Foto H. R. A. MULLER,
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PLAAT o,

Fig. 1. De eenige plant van de variéteit Round Pod Kidney
- Wax, die door stam K vrij sterk werd aangetast. Uit

deze plant werden de stammen KBI en KB2 ge-
isoleerd, |

Fig. 2. Infectieproef op vruchten van de appel-variéteit Herfst-
- bloemzoet. Gefotografeerd 5 dagen na de infectie.
a. Geinfecteerd met stam K (Gloeosporium fructigenum

I hollandica).
- b. Geinfecteerd met stam Z I van Coll. Lindem.

PLATE 9.

Fig. 1 Shows the only plant that has been attacked by strain
. K, Out of this plant the strains KB 1 and K B2 were

~ isolated,

Fig. 2. Inoculation experiment upon fruits of the apple-variety

- Herfstbloemzoet, Photographed 5 days after inocu-
lation, © - | |

- @ Inoculated with strain K (Gloeosp. fruct. 1. holl).

- b. Inoculated with strain 7] of Coll. Lind. |
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PLAAT 10 EN PLAAT 11, FIG. 1,

Tomaten, ',gei'n'f'e(:teer*d met de stammen K, KA, KB1en KB2
van GL fruct. . holl. en met Gl fruct. f. germ. Kr. en GI. truct. .
amer. Kr, B
Links: infecties op niet-verwonde vruchten,
Rechts: infecties op verwonde vruchten,
- Sterke aantasting van de verwonde vruchten door de stammen
KenKA - | | |
Zwakke aantasting van de verwonde vruchten door stam K.
Zwakke aantasting van de verwonde vruchten door stam K B I
en door GL fruct. }. amer. Kr. | o
Geen aantasting door stam K B 2 en door G fruct. f. germ. Kr.
Men lette op de verkleuring van den schil rondom de aangetaste
gedeelten van de met de stammen Ken K A geinfecteerde vruch-
ten. Duidelijk zichtbaar zijn de barsten in het aangetaste gedeelte
van de niet-verwonde vrucht geinfecteerd met stam K A.

o  PLATE 10 AND PLATE 1I, FIG, 1, -
o To}ma!t'o{ffui'ts‘_ inoculated with the strains K, KA, KBi1and KB2
of Gl. fruct. f. holl. and with Gloeosporium truct. f. germanica Kr.
and GL fruct. . america Kr, | o
Left: Inoculations upon wounded fruits,
~ Right: Inoculations upon sound fruits, o
The strains 'K and K A caused a severe infection upon wounded
fruits; strain- K A severely infected sound frurts, strain KB 1
- and Gl fruct. f. amer. Kr. gave a slight infection upon wounded
fruits, while strain K B2 and G, fruct. f. germ. Kr. did not affect
~ the fruits, at all, Note the discoloration of the skin around the
place of ‘infection: by the strains K and KA o



R. A. MULLER.



PLAAT 11,

- Fig.2. Aantasting van de boonénvariéteit White Kidney door
' stam_K (Gl fruct. f. holl.), gefotografeerd 15 dagen na
de infectie. Vergrooting 15 X, -

PLATE 11,

- Fig. 2. Infection of the variety White Kidney by strain K (Gl
‘ fruct. f. holl) photographed 14 days after inoculation.
En_larged 15X, --



Plaat XI.

GL¥fr. Fa.

GlLir. lg.

Foto’'s H. R. A. MULLER,



Fig. 2.

. Fig. 1.

Fig. 2.

PLAAT 12.,

. Eén-spore kolonies gemaakt met sporen uit een afwij-

kende sector van een kolonie van stam K B 1 (GlI. fruct.
f. holl.). Men lette op de volkomen gelijkvormigheid

~van de kolomes

,Een spore kolonies van de cultuur van stam KB 1,

waarin de bovengenoemde afwijking ontstond. Er ont-
stonden 2 typen kolonies: het oorspronkelijke van
K B 1 en dat van den nieuwen vorm. Duidelijk blijkt de

 neiging tot het vormen van afwijkende sectoren in de
~ kolonies,

PLATE 12

_-Slngle-spore cultures made of conidia from an aberrant

- sector occurring in a colony of strain KB 1 (Gl. fruct
f. holl). Note that the colonies are all alike,

Smgle-spore cultures made of comdla from the culture

~of strain K'B 1, from wl'uch the new form arose.

~~ There were two types of colonies: that of the original

form K B 1 and that of the aberrant form. Note the ten-

dency for sector-formatlon



Plaat XII.

Foto's H. R, A. MULLER.



PLAAT 13.

Stengels en bladstelen van de variéteit Round Pod Kidney Wax,
gefotografeerd 14 dagen na infectie met de stammen K KA,
K'B1en K B2 van Gl fruct. f. holl. De stammen K en K A ver-
corzaakten een nauwelijks waarneembare aantasting; stam K B 1
gaf een iets sterkere aantasting, terwijl stam K B2 de planten
zeer sterk aantastte. |

PLATE 13,

. Stems and petioles of plants of the variety Round Pod Kidney
" Wax- photographed 14 days after being 1noculated with the
K, KA KB1, and K B2 of GL fruct. f. holl. |
The strains K and K A, gave a very slight infection, the plants
inoculated with strain K B 1 were a little more affected, while the
plants inoculated with stxjaln K B2 were severely diseased,



Plaat XIII.
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'PLAAT 14,

Bladeren van de op plaat 13 afgebeelde planten. Alleen stam
K B 2 tastte de bladeren vrij sterk aan.

PLATE 14,

Leaves belonging to the plants of plate 13 Only strain K B2
caused a rather severe 1nfect10n



K A.

Plaat XIV.

Foto J. V. D. PEPPEL BZN.




Fig. 1.

Fig, _2.

PLAAT 15.

Voorzijde van één maand oude cultures op kersen-agar
van respectievelijk: stam K; stam K 30, ontstaan uit
stam K; stam KB en stam K 30, ontstaan wuit
stam K B 1, |

Achterzijde van de in fig. 1 afgebeelde cultures, Duide-
lijk- zichtbaar is, dat de. beide stammen K 30 het ver-

- mogen bgzitten om de kleur van kersen-agar te doen

~ Fig. 1.

Fig. 2.

verdwijnen,

 PLATE 15,

Frontview of one month old cultures on cherry-agar of
the strain K; strain K 30, arose from strain K; strain
K 30, arose from strain K B 1, respectively,

Back view of the same cultures, It is evident that both
strains K 30 are able to absorb the colour of the cherry-

» agar.



Plaat XV.

Foto J. BOEKHORST.



PLAAT te.

Fig. 1. Drie maanden oude cultures van Coll. Lindem. stam Z]
op ‘boonenagar In de agar peritheciumachtige lichamen.

a. Voorzude van een cultuur,

b. Achterzijde van een cultuur. N.B. de ophooping van de
perithecium-achtige lichamen langs een splinter in de
voedingsbodem,

Fig. 2. a. Dwarsdoorsnede door een perithecium-achtig lichaam
van Coll. Lindem. (stam ZI) gevormd in boonenagar.
Coupe 4 u dik, gekleurd in Haidenhain haematoxyline.
Vergr. 100 X.

b. Schematische teekening van een dwarsdoorsnede door
een perithecium-achtig lichaam van Coll Lindem. Vergr,

100 X,

PLATE 1e.

Fig. 1. Three month’' old cultures of Coll. Lind, (strain Z 1) on
bean-broth-agar, In the medium perithecium-like bodies.

a. Frontview of a culture.

b Backview of a culture. Note that the- penthencumhke

bodies are heaped up along a sphtter of wood in the
) agar
Fig. 2. Cross seotxon through a pemthecmm-hke body =of Coll.

Lind. (strain Z I), 4 u thick, srtamed in Haldenham hae-
| matoxylm > 100, \

- b. Drawmg of a cross-sect:on through a’ perlthecmm-llke
body of Coll Lind. X 100.



Fig.

Plaat XVIL.

Foto's H. R. A. MULLER.



