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INLEIDING

Het feit dat men in Europa slechts over een betrekkelijk gering
aantal inheemsche boomsoorten beschikt, heeft geleid tot het in-
voeren van soorten uit andere werelddeelen. Soms is een verrijking
van de Europeesche boomflora hiervan het gevolg geweest, hoewel
ook teleurstellingen niet zijn uitgebleven.

‘Het succes van den aanplant buiten het natuurlijke verspreidings-
gebied hangt niet alleen af van klimatologische factoren, Qok parasi-
taire organismen kunnen daarbij beslissend zijn. Zoo heeft men het
planten van de Amerikaansche Pinus Strobus in Europa moeten
opgeven, omdat deze daar werd aangetast door Cronartium ribicola,
een oorspronkelijk alleen in Europa inheemsche roestzwam.

Van veel belang is het dus, te weten, hoe de parasieten, die reeds
vGOr het invoeren van den exoot in het nieuwe gebied aanwemg zijn,
. zich tegenover hem zullen gedragen. '

Anderzijds bestaat de kans, dat met de geimporteerde boomsoort
parasieten worden gebracht naar een nieuw gebied. De ingevoerde
parasieten kunnen dan niet alleen gevaar opleveren voor den exoot
zelf, maar ook voor inheemsche houtscorten, Een bekend voorbeeld
hiervan is Endothia parasitica (Murr,) And, and. And., die met
Castanea mollissima uit Chinz in Amerika gekomen is en daar de
Castanea dentata in zijn bestaan bedreigt.

Een van de exotische boomen, die voor Europa en ook voor Neder-
land van groote beteekenis is geworden, is de in Noord-Amerika
inheemsche Douglasspar. -

Jarenlang zijn Douglassparren ingevoerd, zonder dat sommige
van de parasieten, die er in Amerika op voorkomen, ook hier werden
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aangetroffen. Men heeft aanvankelijk het geluk gehad, gezonde boo-
men te importeeren of de ziekteverwekkers zijn niet meegekomen,
doordat men zaad heeft gebruike.

Tenslotte hebben echter twee belangrijke vijanden van den Dou-
glas, Chermes Cooleyi Gillette en: Rhabdocline Psendotsugae Sydow
Europa bereikt. Eerst zijn de beide parasieten alleen in Groot Brittan-
nié gevonden. Sitds 1928 heeft men.met de genoemde. Rhynchoot
en sedert 1930 metde Ascomyceet ook op het Continent van Europa
kennis gemaakt. R

Reeds in hetzelfde jaar 1930 gaf de nieuwe, door Rhabdocline
Pseudotsupae veroorzaakte ziekte Duitschland aanleiding, om maat-
regelen te nemen tegen verderen import van den parasiet, door den
invoer te verbieden van sommige naaldhoutsoorten. Frankruk volgde
dit voorbeeld spoedig.

Het is dan ook in meer dan één opzicht dat Rhabdocline Pseudotsu-
gae Sydow belangstelling verdient., Zij vraagt onze aandacht zoowel

“om het gevaar voor den Douglasspar, die met zooveel succes is aan-
geplant in ons land, als om de beteekenis, die de Rhabdocline-ziekte
heeft voor den exporthandel in boomkweekerijproducten en de daar-
mede samenhangende internationale belangen.



HOOFDSTUK 1

BIOLOGIE, MORPHOLOGIE EN SYSTEMATISCHE PLAATS VAN
RHABDOCLINE PSEUDOTSUGAE SYDOW

§ 1. Inleiding.

Rhabdocline Pseudotsugae Sydow is een Ascomyeceet, die de naalden
van den Douglasspar aantast en er apothecién op vormt. '

WEIR ontdekte de zwam in Amerika (107).

De ascosporen zijn rijp in den tijd, dat de jonge naalden uit-
loopen (Afb. 1). Deze worden geinfecteerd; er vormt zich een
intracellulair mycelium, In den loop van den e_ersten winter kefjgen
.de naalden bruine vlekken, waarna uit het intracellulaire een inter-
cellulair mycelium groeit. Op de nekrotische bruine vlekken worden
in het volgende voorjaar de apothecién gevormd., Daarna vallen
de naalden af, dat is dus in het begin van hun tweede vegetatie-
periode. Gezonde naalden daarentegen blijven vijf j )aren en langer
aan de takken zitten.

Rhabdocline Pseudotsugae is tot nu toe alleen bekend op den
Douglasspar, Op geen enkele andere Conifeer is de zwam ooit ge-
vonden. Een mededeeling van ScHUPHAN (83) over het voorkomen
van Rhabdocline op Abies pinsapo en A, nobilis is zeer terecht tegen-
gesproken door vAN POETEREN (75).

Wel zijn door DAVIS (11 :424) eenige zwammen op de naalden
van verwante boomsoorten beschreven als Phacidium sp., waarvan
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Afb, 1. Rijpe apothecién (vochtig) op overjarige naalden,
i tieuwe scheut ontluikend, I5-5-1931,

Reife Apothecien (feucht) auf vorjihrigen Nadeln, neuer

© o 7 :Jahrestrieb austreibend, . C




gebleken is, dat zij niet tot het geslacht Phacidium behooren'), maar
volgens de beschrijving door DAVIS in den bouw van hun apothecién
verwantschap vertoonen met Rhabdocline Pseudotsugae Syd. Deze
zwammen zijn: Ph. planum op kwijnende naalden van Pinus Strobus,
Ph, expansum op naalden van Picea mariana, die gedood worden,
voordat de apothecién verschijnen, en Ph. balsameae op naalden
van Abies balsamea, die bruin worden en afsterven.

Geen van deze drie zwammen is identick met de zwam op Douglas—
spar.

Rhabdocline Pseudotsugae Syd., heeft het karakter van een obligaten
paraslet.

Er zijn eenige feiten, die ons daartoe doen besluiten.

Het is namelijk tot nu toe onmogelijk gebleken, om uit ascosporen
de zwam in reincultuur te verkrijgen.

Bovendien is het niet gelukt, om mycelium op kunstmatige
voedingsbodem te isoleeren uit zieke naalden. Ook de pogingen
met naalden, waarbij het intercellulaire mycelium al ontwikkeld
was, hadden een negatief resultaat.

PLASSMANN meent de zwamn in reincultuur te hebben verkregen.
Door zijn welwillendheid kreeg ik een van zijn cultures, De zwam,
die mij werd toegezonden, bleek op verschillende voedingsbodems
. (moutagar, alkalisch, en kersagar, zuur) uitstekend te groeien.

Ik meen te moeten betwijfelen, of PLASSMANN inderdaad Rhab-
docline Pseudotsugae Sydow heeft geisoleerd.

De levenswijze van de zwam als parasiet van den Douglas getuigt
van een zoo hoog ontwikkeld parasitisme, dat het mislukken van
de pogingen, om de zwam op kunstmatige voedingsbodems te
kweeken, geen verwondering behoeft te wekken.

§ 2. De kieming der Ascosporen

Literatuur.
De kieming der ascosporen is het eerst door MarcoLm WiLsoN
en MARy J. F. WiLsoN bestudeerd in druppels steriel water. De

1y Davis zelf schrijft, dat hu niet zeker is van de 1u1ste systematische plaats
der zwammen., )



auteurs berichten hierover (109 * 39), dat de meeste sporen ééncellig
worden uitgespoten uit de asci, maar spoedig tweecellig worden.
Een aantal sporen is echter reeds in de ascus tweecellig, zonder dat
daarin kieming is te constateeren, Na het uitspuiten worden de
meeste sporen, die omgeven zijn door een slijmlaag, bijna onmid-
dellijk tweecellig. De twee cellen zijn aanvankelijk hyahen, maar
later wordt een van beide donker gekleurd. Deze cel vormt een
kiembuis, terwijl de andere hyalien blijft en niet kiemt, De sporen
blijven door middel van hun slijmlaag kleven 2an de naalden.

N
CJ%

Afb. 2. Asci met ascosporen, paraphysen. 250 x.
Ascen mit Ascosporen, Paraphysen.

Volledigheidshalve dient hier te worden vermeld dat von TUBEUF
(94 : 76) in 1928, na onderzoek van materiaal uit Schotland, de
mededeelingen van de Schotsche onderzoekets heeft bevestigd.

M. WiLsoNen M. J.F. WiLson gevenalshun meeningtekennen,dat
»itisdifficult toascertain which s the normal method of germmatxon .

Ktemmg op kunstmat:ge voedingsbodems.

Bij pogmgen, om Rhabdocline Pseudotsugae in remcultuur te
brengen, uitgaande van de ascosporen, heb ik de kieming bestu-
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deerd. Daarbij is gebruik gemaakt van verschillende voedingsbodems,
steriel water, maisagar, moutagar + 1 %, aftreksel van Douglas-
naalden, perssap van naalden gefiltreerd door een kaars van Chamber-
land, Czapek-agar met aldus gefiltreerd perssap, Millard-saccharose
agar, dezelfde agar met het perssap, kersagar met zetmeel en met
naald-aftreksel.

In vele gevallen verliep de klemmg geheel zooals in de literatuur
is beschreven,

Het voorkomen van tweecellige ascosporen in de asci, is een uit-
zondering, In den regel worden de sporen ééncellig uitgespoten.
Kieming in de asci is niet waargenomen. (Afb. 2.) _

Het kiemen begint aIan met de vorming van een dwarswand.

Afb. 3. Kiemende ascosporen in vochtnge kamer op Czapek-agar + gefiltreerd
perssap na 2 dagen. 1110 X.

Keimende Ascosporen in feuchter Kammer auf Czapek-agar mit filtriertem
Presssaft nach 2 Tagen.

Ook komt wel eens een spore voor met twee dwarswanden, waarbij

dan een smalle derde cel wordt gevormd. Altijd echter wordt één

van de twee (of drie) cellen der kiemende ascospore grooter dan de

andere, haar wand wordt dikker en donkerbruin, terwijl de andere

cellen hyalien blijven.

De donkere cel vormt dan een kiembuis, die op een willekeurige
plaats van den vrijen cel-omtrek kan ontstaan (Afb. 3). Deze kiem-
buis is aanvankelijk hyalien, maar haar wand kan na eenigen tijd
dezelfde donkere kileur aannemen als de kiemende cel (Afb. 4).

- Het is niet gelukt, om de zwam tot verderen groei te brengen op
kunstmatlge voedingsbodems. Verder'dan tot het vormen van de
korte kiembuizen is het bij deze pogingen niet gekomen.



De kieming der ascosporen in de natuur.

Zooals hieronder nader besproken wordt, is het mogelijk, om
de vorming en rijping der apothecién van Rhabdocline Pseudotsugae
kunstmatig belangrijk te vervroegen. ‘

In de natuur zijn de apothecién rijp in het begin van Mei. Rijpe
apothecién zijn er in elk geval ten tijde, dat de knoppen van den
Douglas uitloopen, zooals op afbeelding 1 te zien is.

In 1932 zijn er kiemkrachtige sporen gevonden op 6 Mei, terwijl
‘de epidermis boven de jonge apothecién van vele Douglasnaalden

| B &

Afb. 4. Gekiemde ascosporen in vochtige kamer op moutagar
: -+ 1 % naaldaftreksel na 5 dagen.

Gekeimte Ascosporen in feuchter Kammer auf Maltzagar
: + 1 9% Nadeldekokt nach 5 Tagen.

‘al einde April was opengebarsten. Tusschen 14 en 17 Mei begonnen
dj: eerste boomen uit te loopen. De apothecién waren dus in 1932
rijp v66r het uitloopen van den Douglas. ,
Dat de ascosporen in de apothecién reeds begin Mei kiemkrachtig
waren, is gebleken uit kunstmatige infectieproeven, Op 6 Mei zijn
jonge scheuten van een vatbaren Douglas, die in een kas al eerder
was uitgeloopen, afgesneden en in een steriele petrischaal met
vochtig filtreerpapier gebracht boven naalden met jonge apothecién.
Na 2'X 24 uur waren talrijke gekiemde ascosporen op de naalden
te zien; zelfs met het bloote oog waren de gekiemde sporen-met hun
€éne donkere cel zichtbaar als zwart stof. Op g Mei werden door
middel van afgesneden takken met jonge apothecién van Rhab-
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Afb, 5 Ascosporen’ op den onderkant van een Douglasnaald, Drie rechts
1~cellig en hyalien; drie links z-cellig, een cel donkerder. 8B40 x.

Ascosporen auf der Unterseite einer Douglasnadel. Drei rechts einzellig und
hyaling drei links zweizellig, eine Zelle dunkler,

docline jonge, overjarige Douglasplanten geinfecteerd, die, even-
eens in een kas gekweekt, reeds jonge scheuten hadden gevormd.
Op 10 Mei bleken bij mikroskopisch onderzoek van eenige naalden
van deze planten ook hierop gekiemde sporen vast te kleven.

De periode, gedurende welke ascosporen aanwezig zijn, is vrij
lang, Op 22 Juni 1932 zijn onder of op eenigen afstand van zieke
boomen nog sporen opgevangen in steriele petrischalen met water-
agar. . : :

Bij de eerste waarnemingen over de kieming der ascosporen van
Rhabdocline Pseudotsugae is door de Schotsche onderzoekers in het
midden gelaten, hoe de kieming onder normale omstandigheden
verloopt. '

Uit het onderzoek van jonge naalden, die dicht bij de scheuten
met rijpe apothecién zitten, bleek mij, dat ook in de natuur de
kieming plaats heeft op de bovenbeschreven wijze. De ascosporen
kleven, dank zij hun slijmlaag, vast aan de naalden. De meeste
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Afb 6. Gekiemde ascosporen op den onderkant van een
) ‘ Douglasnaald (31-5-1930) 250 x.

Gekelmte Ascosporen auf der Unterseute einer Douglas-Nadel (31 5'1930)

sporen .die, zooals reeds gezegd, aanvankelijk ééncelhg en hyahen
zijn, deelen zich door een dwarswand in twee cellen. Eén van deze
cellen wordt donkerbruin tot zwart, de andere blijft hyalien en ver-
schrompelt. De bijgevoegde mikrofoto van den buitenkant van een
Douglasnaald toont, welke hoeveelheden ascosporen op de naalden
terecht komen, als zij in de nabijheid van apothecién uitgroeien.

Op afbeelding 6 is ook te zien, dat vaak de 8 ascosporen, of ten-
minste een aantal ascosporen uit één ascus dicht bij elkaar op de
naalden vast kleven. Bij naalden, die zich verder van de apothecién
bevinden, bijv. aan boomen, die niet onmiddellijk naast een ziek
exemplaar staan, ziin de ascosporen meest geisoleerd of hoogstens
met hun tweeén naast elkaar te vinden. Dit wijst etop, dat de sporen
uit één ascus, die tegelijk uitgespoten worden, niet als één geheel
verder getransporteerd worden, maar, op grooteren afstand, ver-
10



spreid terecht komen, Dit feit wordt bevestigd doorde proeven, waar-
bij ascosporen zijn opgevangen insteriele petnschalen met water-agar,

De foto’s illustreeren verder ook het . verloop van de k1emmg
in de natuur, : .

.Op materiaal van 26 Mel 1931 waren vele hyaliene eencelhge
sporen te vinden, naast anderen, waarvan de kieming al in een
verder stadium verkeerde. Op- afbeelding 5 liggen zes ascospoten
naast elkaar boven een huidmondje. Drie van deze sporen zijn nog
ééncellig, geheel hyalien en in twee der sporen is duidelijk de celkern
te zien, die ongeveer centraal ligt. De drie andere sporen zijn reeds
gedeeld, Twee van deze vertoonen een begin van bruinkleuring.
De derde heeft duidelijk één donkere opgezwollen cel en één hyaliene
cel. Op de andere foto hebben alle ascosporen al twee cellen waar-
van de eene zwart gekleu«d en grooter is dan de andere, die hyalien
is gebleven (Afb. 6).

Op de jonge naalden, die ik in de natuur verzameld heb, kon ik
hoogst zelden — en dan nog niet meer dan een aandmdmg van —
een kiembuis vinden. =

In de reeds hierboven genoemde proeven daarentegen, met jonge
scheuten van Douglas boven naalden met apothecién op vochtig
filtreerpapier, hebben vele sporen korte kiembuizen gevormd. Deze
kiembuizen hadden dezelfde donkere kleur als de kiemende cel der
ascosporen. Hetzelfde verschijnsel is geconstateerd op naalden van
kunstmatig geinfecteerde planten, die 3 x 24 uur onder glazen

stolpen vochtig zijn gehouden., S

§ 3. De infectie der naalden.

Alleen zeer jonge naalden worden geinfecteerd en deze infectie
heeft plaats spoedig, nadat de sporen op de naalden gekiemd zijn.

De wijze, waarop het mycelium de naalden binnendringt, is
door mij in uit de hand gemaakte coupes vastgelegd. Een groot
bezwaar was daarbij, dat de ascosporen zeer gemakkelijk bij het
snijden loslaten. Het gelukte dan ook pas, om coupes te verkrijgen
met de gekiemde ascosporen en de binnendringende kiemhyphen,
nadat in petrischalen extreem groote hoeveelheden ascosporen op
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jonge naalden opgevangen waren. Daarbij kon op talrijk.e andere
plaatsen een uiterst fijn kanaaltje door de cuticula en de buitenwand
van de epidermis worden waargenomen, dat de hierin zichtbare
hyphe zich geboord moet hebben. Ook was een iets dikker gede.elte
van de kiemhyphen in het lumen van vele epidermiscellen te zien,
maar de sporen, waaruit zij waren ontstaan, waren in de coupes
meestal niet aanwezig; zij moeten dus afgebroken zijn (Afb. 7).
Om het mikroskopische beeld duidelijk te maken; heb 1k de op-
lossing van Bleu Coton in Lactophenol-alcohol volgens het recept
van Lepik (49) gebruikt. Daarbij wordt geen kleuring der celwanden

Afb. 7. Jonge epidermiscel met kiemhyphe. Dootboring cuticula en buiten-
wand als dunne streep zichtbaar. Ascospore afgebroken. :
Lengtedoorsnede. 430 x.

Junge Epidermiszelie mit Keimschlauch. Dutchbohrung der Kutikula und
. Aussenwand als schialer Strich zu sehen, Die Ascospore abgebrochen.

van het mycelium verkregen, maar wel een blauwkleuring van het
cytoplasma der zwamdraden. _

De kiembuis der ascosporen van Rhabdocline Pseudotsugae dringt
dus in de naald, door ter plaatse waar de spore vastkleeft, de cuticula
en buitenwand der epidermiscel te doorboren.

De fijnheid der kiemhyphe op het tijdstip van het indringen doet
vermoeden, dat het proces als een mechanische prik is te beschouwen
en niet als een chemische inwerking, een opvatting die in overeen-
stemming is met de tegenwoordig heerschende meening over het
rechistreeks binnendringen van parasitaire zwammen in epidermis-
cellen van hoogere planten (4, 7). Zoodra het mycelium de andere

~zijde van den wand bereikt, verdikt het zich, terwijl ook de wand
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Afb. 8. Mycelium in de epidermiscel van een naald en verder in het chloren-
chym doorgedrongen. Plaats, waar het mycelium uit den buitenwand van
de epidermiscel komt, duidelijk te zien. (Lengtedoorsnede) 360 x.

Myzel in der Epidermiszelle einer Nadel und weiter in das Chlorenchym
vorgedrungen. Die Stelle, wo das: Myzel aus der Epldemusaussenwand in
das Lumen der Zel]e tritt, deutlich (Langsschmtt)

dikker wordt. Ook bij den verderen groei van het mycelium, uit de
cerst geinfecteerde epidermiscel in een andere epidermiscel en in
het chlorenchym, herhalen zich deze processen. Bij het doorboren’
van een wand spitsen de cellen van het mycelium zich toe en aan
de andere zijde nemen zij dadelijk weer hun typische vorm en af-
metingen aan. Eenige voorbeelden hiervan zijn m1krofotograf1sch.
vastgelegd (Afb. g en 10).

Ock in latere stadia van ontwikkeling der naalden zijn de plaatsen,
waar het mycelium in de epidermis is binnengedrongen, nog zicht-
baar, doordat op die plaatsen een stukje van het breederé deel der
kiemhyphe door de sekundaire verdikking van den wand is om-

geven (Afb. 8).
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Afb, g. Mycelium in het chlorenchym (Lengtedoorsnéde) Doorbormg van
den wand duidelijk te zien. 260 x.

Myzel im Chlorenchym (Lingsschnitt), Durchbohten der Zellwand
deutlich zu sehen.

Afb. 10. Als afb. 9. 360 x.

De naalden worden niet alleen geinfecteerd aan hun onderkant,
ook spoten, die aan den bovenkant der naalden terecht komen, kun-
nen daar kiemen en binnendringen.

Omdat door WEIR vermeld wordt, dat in den vroegen thter
lichtgele vlekken ontstaan aan den onderkant der geinfecteerde
naalden en dat eenigen tijd later ook de daarboven liggende deelen
der naalden geel worden (107 : 100), zZou men geneigd kunnen zijn,
aan te nemen, dat de infectie alleen plaats heeft aan den onderkant.
En aangezien zich alleen dair de huidmondjes bevinden, ligt het
voor de hand, aan een infectie door de huidmondjes te denken.

Alleen al het feit, dat'slechts naalden van het laatste jaar en geen.
oudere naalden ziek worden, maant tot voorzichtigheid ten opzichte
van een dergelijke veronderstelling. Ook op de oudere naalden
komen immers de ascosporen terecht, zooals gemakkelijk vast te
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stellen 1s, Vooral oudere naalden, die zich in de onmiddellijke nabij-
heid van rijpe apothecién bevinden, zijn bezaaid met ascosporen.
Kieming heeft hier wel plaats, de sporen worden tweecellig en één
cel wordt donkergekleurd, maar de kiemhyphen kunten de cuticula
en buitenwand van de epidermis niet meer doorboren. Als de in-
fectie door de stomata plaats had, dan zouden de oudere naalden
zeker niet minder toegankelijk zijn dan de jongere.

Daarbij komt nog dat de verkleuring van de zieke naalden in de
meeste gevallen niet verloopt, zooals WEIR aangeeft. De verkleuring
begint aan den bovenkant even goed als aan den onderkant en er
zijn zelfs naalden geobserveerd, waarbij de meeste infecties aan de
bovenzijde hadden plaats gehad en de tegenoverliggende zijde door
het mycelium heelemaal niet bereikt was, waar dus de nekrotische
vlekken beperkt bleven tot het gedeelte van het chlorenchym boven
den centralen cylinder.

Bovendien groeit het mycelium van Rhabdocline in het eerste
stadium van de ziekte zuiver intracellulair.

Er is in de talrijke preparaten, die onderzocht zijn, nergens een
aanduiding gevonden, dat het mycelium van Rkabdocline Pseudo-
tsugae gedurende de eerste 6 3 7 maanden intercellulair groeit. Ter-
wijl de chlorenchymcellen rondom de ademholten onder de huid-
mondjes en zelfs de nevencellen der stomata en andere cellen van
de epidermis mycelium herbergen, is in de ademholte zelf of in
de stomata gedurende dit stadium van de ziekte nooit mycelium
aangetroffen.

Directe infectie van de epidermis is dus de eenige wijze, waarop
de zwam de naalden binnendringt.

§ 4. Het intracellulaire mycelium.

Tot in den winter volgende op de infectie is in de zieke naalden
van den Douglasspar alleen intracellulair mycelium te vinden.

Dit mycelium is betrekkelijk dik en dikwandig en het bestaat
uit korte cellen. De zwamdraden zijn- eenigszins ingesnoerd op de-
plaatsen, waar. de cellen aan elkaar grenzen. Het mycelium bevat
een vetachnge substantie, die zich met Sudan III rood kleurt en
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