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STELLINGEN

I

De door Remnke en BerrHoLD in 1879 en Kieeaun in 1913 beschreven
vaatparasieten behoren tot één soort gerckend te worden'en wel tot Verticil-

lium albo-atrum Reinke en Berthold.
Dit proefschrift.

II

Schimmels, die in levende planten voorkomen, zonder daarop symptomen
te veroorzaken, behoeven geen parasieten te zijn.
L. K. Tirrany, 1951, Phytopathology 41 : 975.

I

De bewerking of herziening van de verschillende in Saccarpo’s Sylloge
Fungorum opgenomen en omschreven schimmelgeslachten, waarin planten-
parasieten voorkomen, is voor de phytopathologie van groot belang.

Iv

De door Biracur vermelde waarnemingen van een geringere aantasting

- L4
van Castanea sativa door Endothia parasitica (Murr.) Anderson and
Anderson, kunnen worden verklaard als gevolg van een grotere resistentie in

het juveniele stadium van de boom.
A. Biracur, 1954. G R. 11i8me Congr,
Union int. Inst. Rech. for. : 643.

v

Dat Kassanis bij het nagaan van de virus-verdeling in tomatenwortels,
gekweekt in vitro, geen virusvrij topgedeelte vond, is te wijten aan de door

hem gebruikte methodiek,
B. Kassanis, 1957. Ann. appl. Biol. 45 : 422.

VI

Rij het opstellen van betrekkingen in het kader van het vruchtbaarheids-
onderzoek van de bodem, wordt nog onvoldoende rekening gehouden met
gevolgen van een veranderd of veranderend biologisch milieu.

Proefschrift G. VAN DEN ENDF, Wageningen 1958



VII

Bij de interpretatie van gegevens uit het physisch zowel als uit het chemisch
grondonderzoek kunnen zeer locale verschillen van overwegend praktische
betekenis blijken.

VI1il

Bij schattingen van de rentabiliteit van kunstmatige beregening dient men
ook rekening te houden met de invloed van de veranderingen van de

physische eigenschappen van de bodem op de bemesting.
F. X. Krein, 1956. Diss. Univ. Bonn.

X

Voor de aanleg van zaadtuinen voor de bosbouw moet het onderzoek naar

zwakkere onderstammen worden voortgezet.
C. Syracu Larsen, 1956. Genetics in silviculture : 58 en 98.

X

De naam Populus canadensis Moench dient de naam P. euramericana

Guinier te vervangen.
B. K. Boowm, 1957. Acta bot. neerl. 6 : 54.
J. PourTET, 1957. Rev. for. frang. 9 : 616.



VOORWOORD

Het verschijnen van dit proefschrift geeft mij de gelegenheid een
woord van erkentelijkheid te richten tot allen, die tot mijn weten-
schappelijke vorming hebben bijgedragen en mij bchulpzaam geweest
zijn bij het tot-stand komen van deze dissertatie.

In de eerste plaats gaan mijn_gedachten uit naar U, Vader, dic
helaas zo plotseling van ons zijt heengegaan. Gij en Moeder stelden
mij in staat een academische opleiding te volgen. Moge het verschijnen
van dit proefschrift U, Moeder, de voldoening schenken die U toe-
komt. Dat Vader nog heeft mogen vernemen, dat het manuscript
naar de drukker ging stemt mij dankbaar; dat hij echter thans niet
aanwezig kan zijn betreur ik ten zeerste.

Hooggeleerde QuANJER, mijn eerste schreden op het gebied van de
phytopathologie werden door U geleid. Aan Uw heldere colleges, prac-
tica en velddemonstraties bewaar ik de aangenaamste herinneringen.

Hooggeleerde WESTERDIK, zecr veel dank ben ik U verschuldigd
voor de warme belangstelling, dic ik steeds van U mocht ondervinden.
Ik beschouw het als een grote eer enige jaren onder Uw leiding met
grote vrijheid te hebben mogen werken.

Hooggeleerde KerrinG, hooggeachte promotor, het stemt mij
dankbaar dat U mij hebt toegestaan een onderwerp op het gebied
van de vaatzickten te bewerken. Uw onvermoeibare en steeds actieve
bemoeienis bij het samenstellen van mijn proefschrift, hebben bij-
gedragen tot het verscherpen van het inzicht in de behandelde materie.
Daarvoor wil ik U in het bijzonder dankzeggen.

Hooggeleerde Oorrt, de wijze waarop U mij steeds bent tegemoet-
getreden, dwingt diep respect bij mij af. Ik ben U dankbaar dat mede
door Uw hulp, Professor Kerling als gastpromotor hier aanwezig
kan zijn.

U, Hooggeleerde SGHUFFELEN F. HeLLinga en DEwsz ben ik zeer
erkenteh_]k voor de heldere colleges en practica, die 1k gedurende
mijn studietijd bij U gevolgd heb.

Met dankbaarheid denk ik terug aan wijlen Professor HOUTZAGER.S
ik ben ervan overtuigd dat de samenwerking, die tijdens zijn leven
met het I.B.O. bestond, onder de leiding van zijn opvolger, U Hoog-
geleerde G. HELLINGA, voortgang zal vinden.

Zeergeleerde Von ARx, veel heb ik van je mogen leren op phyto-
pathologisch-mycologisch gcbled hiervoor ben ik je zeer erkentelijk.
Je toegewijdheid bij het vertalen van het manuscript en de critische
beoordeling ervan zijn mij een ware steun geweest. Deze hulp zal
steeds in mijn hennnermg blijven.

I wish to express my sincerc thanks to Mr. T. R. PEack for reading
and correcting the summary, for his valuable suggcstlons and his
kind hospitality. :
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Weledelgestrenge Mevrouw PosT—Bakker, de gesprekken met U
en Uw bereidheid om het manuscript door te nemen, heb ik zeer
gewaardeerd. Voor Uw hulp ben ik zeer dankbaar.

Met dankbaarheid en vreugde denk ik ook aan de ondervonden
steun en medewerking, die mij altijd vol enthousiasme verleend werd
door de gehele werkgemeenschap op huize ,,Java”, zowel door
collega’s en analysten als door het overige personeel. Moge de onder-
linge samenwerking en vriendschap, die wij bij het organiseren der
feesten tot stand brachten, ook blijvend onze werkgemeenschap
beheersen. o
"~ Tevens gaat mijn dank uit naar staf en personeel van het Cantons-
park. De Heer Muvser dank ik hartelijk voor de prettige samen-
werking, die in de loop der jaren gegroeid is. -

Weledelgestrenge Burcer, moge ik U hierbij niet alleen in Uw
functiec maar ook als persoon hartelijk danken voor hetgeen U voor
mij en mijn werk gedaan hebt. Onder Uw bekwame leiding groeide
de Staatskwekerij Drakenburg; waarvan wij een dankbaar gebruik
maken. - '

Ook de Heer Bikker, betuig ik gaarne mijn erkentelijkheid voor
de prettige samenwerking, alsook voor de nuttige practische wenken,
die ik van hem mocht ontvangen.

De Weledelgeboren Heer Keurs ben ik zeer dankbaar voor de
wiskundige verwerking van de sporenmetingen. '

Voor het klaarmaken van het manuscript ben ik JANNIE VAN DER
WEIDE zeer erkentelijk, alsook de Heer Fuik van het Hugo de Vries
Laboratorium te Amsterdam, die voor het persklaar maken van de
tekeningen zorgde.- ' '

Gaarne vermeld ik ook jullie BeExkeriNGg, Frieswhr, Krirauis,
Konmegs, PuNT en Sassen voor de hulp bij onderdelen van dit werk.

Veel en velerlel was de steun, welke ik bij de bewerking van dit
proefschrift mocht ontvangen. Hen allen, die hierbij betrokken waren,
zeg ik ‘hartelijk dank voor hun hulp. '

- Ik wil echter nog mijn persoonlijke dank overbréngen aan de
Heren NIEUWKASTEEL en VAN DER STEEG. Gij beiden hebt voor mij
door Uw ervaring en Uw grote practische kennis veel betekend.

GER, op jouw grote belangstelling en medeleven tijdens het gehele
onderzock en het klaarmaken van dit proefschrift heb ik gesteund,
hieraan zal ik steeds met grote dankbaarheid en waardering terug-
denken. Mogen het geluk ‘en de sfeer in ons gezin, die jij toch in
sterke mate bepaalt, altijd zo blijven. '

Tot slot wil ik op deze plaats het Bestuur van de Stichting ,,Willie

Commelin Scholten”, dat mij in haar laboratori iihei
verleent, hartelijk dar’1ken. ! _ : onam gastvrl‘]h.cld



SAMENVATTING

1. MORPHOLOGIE

De voor planten pathogene Vertict/lium-stammen zijn in de literatuur
voornamelijk beschreven onder de namen V. albo-atrum Reinke et
Berthold en V. dahlize Klebahn. Het soortsverschil zou berusten op
het voorkomen van donkerée gebundelde hyphen in V. albo-atrum en
van microsclerotien in V. daffiae (mscl-type). In laterc jaren werden
ook Verticillium-stammen, die in reincultuur losse donkere mycelium-
draden vormen, tot de soort V. albo-atrum gerekend (d.m.-type).

In dit onderzoek werd bij een groot aantal Verticillium-stammen
nagegaan of hier inderdaad sprake 1s van twee soorten. Daarbij werd
behalve aan de morpholegie aandacht besteed aan physiologische
eigenschappen o.a. toxinevorming en pathogeniteit, :

Van 70 stammen, geisoleerd uit verschillende waardplanten en
afkomstig van vele plaatsen in Nederland, werd bij slechts twee
stammen het donkere gebundelde mycelium aangetroffen, zoals dit
door Reinke en BErTHOLD (1879) voor V. albe-atrum beschreven werd.
Bij het ouder worden der reincultures trad bij de individucle cellen
der bundels knopvorming op, waardoor de bundels overgingen in
losliggende trosvormige lichaampijes, die niet van microsclerotien te
onderscheiden waren. Deze stammen zou men nu tot V. dahlice
moeten rekenen. Zij zouden dus van de ene ,soort” in de andere
zijn overgegaan. : :

Vervolgens werd aandacht besteed aan de Verticillium-stammen met
donkere losse myceliumdraden, het d.m.-type; deze werden vergeleken
met stammen van het mscl-type. De afmetingen der sporen van beide
typen bieken geen goede basis voor de onderscheiding van twee -
soorten te zijn. Wel vertoonden de sporenafmetingen van verschillende
stammen onderling significante verschillen, doch deze bleken niet te
correleren met het voorkomen van micresclerotien of donkere losse
hyphen in de onderzochte cultures. Ock op grond van de vorm der
sporen waren de beide typen niet te onderscheiden. . .

Deze bevindingen zijn in overeenstemming met die -van PrRESLEY
(1941), die uit een éénsporecultuur saltanten van beide typen ver-
kreeg. Op morphologische gronden kunnen de twee soorten dus niet
gehandhaafd worden en daar de naam V. albo-atrum Reinke et
Berthold prioriteit heeft, zullen alle hier onderzochte stammen tot

deze soort gerekend moeten worden.

2. PHYSIOLOGISCHE EIGENSCHAPPEN
a. De invloed van de temperatuur

De wijze waarop de beide typen op hoge temperaturen reageerden
was verschillend. Het d.m.-type stierf in vitro eerder af dan het
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mscl-type bij temperaturen van 35° C en hoger. De optimum- en
maximum-temperatuur voor de groei lagen voor het mscl-type hoger
dan voor het d.m.-type.

Ook bleek ecn stam van het mscl-type Impatiens balsamina-plantjes
nog tot afsterven te kunnen brengen als deze na inoculatie gedurende
20 dagen aan een temperatuur van 35° C werden bloot gesteld. Een
stam van het d.m.-type was bij gelijke behandeling der planten hiertoe

niet meer in staat. Deze stam zal in de plant afgestorven zijn tijdens
het verbljjf bij 35° C.

b.  Vorming van toxinen

Alle onderzochte stammen vormden in vitro toxische stoffen. Bij
tomatenscheuten, die in gefiltreerde cultuurvloeistof werden geplaatst,
verwelkten de bladeren, de bladranden krulden om, de intercostaal-
velden verkleurden, terwijl de stengels verslapten. Ook hebladerde
stengels van Impatiens balsamina, Anfirrkinum majus en Mentha piperita
werden door de toxinen beschadigd. De mate van beschadiging en
de snelheid waarmee deze optrad, werden als maatstaf gebruikt voor
de giftigheid van de gevormde toxinen. Deze bleken stamspecifick
en de giftigheid correleerde niet-met de pathogeniteit noch met de
morphologische typen der onderzochte stammen. '

c. Pathogeniteit

Het binnendringen van de schimmel in de plant geschiedde door
de wortelharen of door de schors van de wortel. Lignitubervorming
werd noch bij lupine noch bij balsamien waargenomen. De schimmel
verspreidde zich in de houtvaten van de plant door groeiend mycelium
en ook.door sporen, die door de transpiratiestroom meegevoerd
werden (Impatiens en Fraxinus). . _

_Sommige stammen, producenten van giftige toxinen, waren weinig
of niet pathogeen. Waarschijnlijk kunnen deze niet of moeilijk in de
plant binnendringen of zich daarin. uitbreiden. Andere stammen,
eveneens in staat tot vorming van giftige toxinen in vitro, konden
wel binnendringen en zich verspreiden in Solanum nigrum en Chrysanthe-
mum leucanthemum, . zonder dat deze onkruiden ziektesympfomen
vertoonden. Deze tolerantic zou verklaard kununen worden uit een
mindere gevoeligheid van de weefsels. van deze planten voor de
toxinen, .

Het sterk uiteenlopende karakter van de stammen, zowel
logisch als in physiologisch opzicht, maakt het onmo
soorten te blijven handhaven. Wel zou men op physiologis
binnen de soort V. alba-a{mm Reinke et Berthold een forma myceliale
en een forma microsclerotiale kunnen onderscheiden, hoewel ook de

grendzen tussen deze [ormae niet scherp getrokken zullen kunnen
worden. , ‘

in morpho-
gelijk twee
che gronden
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Verticillium-stammen onderling wel verschil in pathogeniteit vertoonden.
Er werden echter geen gespecialiseerde stammen gevonden met ecen
nauw waardplantenspectrum. Een uitzondering vormden de -Verti-
cillium-stammen geisoleerd uit tomaten, die voor  tomaat sterker
pathogeen bleken te zijn dan Verticillium-isolaties uit andere planten-
soorten. Bij herisolatic bleck namelijk, dat de laatste stammen zich
veel minder sterk in dec tomaat verspreidden dan de uit tomaat
geisoleerde Verticillium-stammen. Ook in andere proeven bleek de
tomaat een bijzondere plaats als waardplant in te nemen: een Verfi-
cillium-stam atkomstig van Antirrhinum werd na drie passages door
tomaat sterker pathogeen voor deze plant, terwijl de pathogeniteit
ten opzichte van Anthirrhinum niet veranderde. Een Verticillium-stam
afkomstig van tomaat bleef haar pathogeen karakter ten opzichte
van deze plant behouden na- enige passages door Antirrhinum. De
pathogeniteit ten opzichte van Anfirrhinum nam niet toe. Het
schijnt dat de tomaat de pathogeniteit op een nog onbekende wijze
beinvloedt.

4., HET GEDRAG VAN VERTICILLIUM IN DE GROND

" Alleen in gesteriliseerde grond kan Perticillium zich door mycelium-
groei verspreiden. In gestoomde en niet gestoomde grond, waarin
resp. Impatiens- en Anlirrhinum-plantjes, geinoculeerd met Verticillium,
uitgeplant waren, bleck de schimmel alleen op gezonde, later geplante
of op naburige planten over te gaan door contact met dode besmette
worteldelen. De schimmel kon zich blijkbaar alleen op organische
resten handhaven door de competitic met de microflora in de
bodem.

Ock na rechtstreeks inbrengen van Verficillium-inoculum in
gestoomde grond, zonder ander organisch materiaal, kon de schimmel
geen stand houden, waarschijnlijk onder invloed van micro-organis-
men, die in de grond weer tot ontwikkeling kwamen.

Wel verspreidde de schimmel zich in één seizoen door niet
gestoomde grond vanuit de wortels van Antirrhinum-planten, geinocu-
leerd met resp. een Verticillium-stam van het d.m.-type en het msci-
type, naar emge buurplanten, Toen in het volgende voorjaar weer
Antirrhinum-planten uitgezet werden op dezelfde plaatsen kon uit
het aantal zieke planten afgeleid worden, dat de schimmel zich
verder verspreid had dan in het vorige jair. In de volgende twee
jaren werd de proef voortgezet. Het aantal Arfirrhinum-planten, dat
ziek werd, nam in die jaren sterk af. De stam van het d.m.-type was
vier jaar na het begin van de proef niet meer in staat Antirrhinum aan
te tasten, de stam van het mscl-type nog in geringe mate. Qok hier
bleck dat Verticillium meer het karakter heeft van een | soil-invader”
dan van een ,soilinhabitant” (GARRETT, 1944).

5, KIEMING VAN MICROSCLEROTIEN

Uit microsclerotien, die op een agarbodem gebracht waren, ont-
wikkelden zich makkelijk nicuwe kolonies. Waarschijnlijk groeiden
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aanhangende hyphen of tussen de donkere dikwandige cellen gelegen
sporen. uit. Het gelukte wel door desinfectie, uitdroging of bloot
stellen- aan hoge temperatuur deze hyphen en sporen te doden; dan
ontwikkelde de schimmel zich nict meer, In geen geval ontkiemden de
cellen van het microsclerotium zelf. Ook wortelsecreten konden de
dikwandige cellen niet tot verderc ontwikkeling stimuleren. Waar-
schijnlijk zijn de dikwandige cellen te beschouwen als organen met
reservevoedsel, waaruit aanhangende hyphen voedingsstoffen kunnen
betrekken bij opnieuw uitlopen.

6. BestrRpDING

Geinfecteerde dode wortel- en stengelresten kunnen een besmettings-
bron voor omgevende gezonde wortels vormen. Besmet. planten-
materiaal moet dus opgeruimd worden of de omzetting ervan dient
zoveel mogelijk door bodembewerking bevorderd te worden. De
besmettingsgraad van de bodem kan namelijk ook afnemen door de
werking van bodemmicro-organismen. Een goede structuur en een
juiste vruchtwisseling zullen een gunstige invloed op de gezondheids-
toestand van de planten uitoefenen. De besmettingsgraad neemt bij
herhaalde aanplant van eenzelfde vatbaar gewas tot in het tweede
jaar na de besmetting toe. Het is daarom wel nodig het jaar na een
aantasting een gewas aan te planten dat niet vatbaar is voor Verti-
citlium om zodoende opbouw van inoculum te voorkomen. )

Een goede onkruidbestrijding verdient de aandacht, daar verschil-
lende onkruiden de schimmel kunnen herbergen. Soms vertonen zij
geen symptomen en in andere gevallen blijven zij alleen kleiner dan
niet besmette planten. '

Bestrijding met. chemische middelen heeft tot dusver weinig succes
opgeleverd. Het kweken van resistente rassen zal misschien tijdelijk
enig resultaat kunnen opleveren, daar niet alle Verticillium-stammen
even pathogeen voor cen bepaalde waardplant zijn. Men  zal er
echter rekening mee moeten houden, dat een varieteit, resistént op
cen bepaalde plaats, dit niet zal zijn op een andere plaats, omdat
daar andere Verticillium-stammen aanwezig kunnen zijn.
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1. EINLEITUNG

Unter den in den Niederlanden vorkommenden Pflanzenkrank-
heiten spielen dic Gefidss- und Fusskrankheiten cine grosse Rolle.
Eine Ursache von Tracheomykosen ist Verticillium, in der Literatur
bekannt unter den Namen Verticillium albo-atrum Reinke et Berth. und
Verticillium dahliae Klebahn. Diese Pilze sind echte Gefissparasiten,
dic in zahlreichen Pflanzen leben kinnen und vor allem wihrend
den letzten Jahren wiederholt aus Kulturpflanzen isoliert wurden,
von denen sie vorher nicht bekannt waren. Verticillium wird in allen
Teilen des Landes angetroffen und verursacht bei der Zierpflanzen-
zucht wie beim Obst-, Saat- und Landbau einen oft grossen Ausfall,
~ Die Krankeit kommt nicht nur in unserem Lande vor, sondern ist

‘iiber einen grossen Teil der Erde verbreitet. Nur aus tropischen
Gebieten wird sie wenig erwihnt. Thr Umfang und der Ernst wechselt
jahrlich und ist weitgehend von Witterungseinfliissen abhingig.

Um die Beziehungen eines Parasiten zu seiner Wirtspflanze erken-
nen zu koénnen, ist vorerst eine genaue Kenntnis der Morphologie
und der physiologischen Miglichkeiten des Krankheitserregers
notig. Daher wurden an erster Stelle die beiden Verticilliumarten in
morphologischer und physiologischer Hinsicht miteinander ver-
_glichen. Hierzu gehért auch das Studium der toxischen. durch
den Parasiten abgeschiedenen Stoffe. Die bei einer Verticillium-
Krankheit auftretende Welke ist gewshnlich nicht die Folge von
Wassermangel, sondern beruht auf der Wirkung von bestimmten vom
Pilz abgeschiedenen Stoffwechselprodukten,
bic}{;el_:dli?lterssugggﬁsg.en der letzterllj Jahre beschiftigten sicp mit der
heitli%ilen Pilzfrtcn é:;‘ur_lg von bestimmten, morphologisch ein-

- Gewisse Parasiten, z.B. Erpsiphe- oder Colleto-

trichumarten erwicsen sich hierbei als polyphag, wihrend bei anderen

z.B. bei vielen Uredineen und bei Fusariumarten eine Aufspaltung in

zahlreiche, eng an bestimmte Néhrpflanzen gebundene Formen
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vorgenommen werden musste. Bei Verticillium ist noch verhiltnis-
missig wenig ither eine Spezialisierung an gewisse Wirte bekannt;
éfters wird einc weitgehende Gebundenheit an bestimmte Wirtspflan-
zen angenommen, Wohl wissen wir, dass bestimmte Stimme virulenter
sind als andere. Der mehrmals unter natiirlichen Umstinden repro-
duzierte Uebergang eines bestimmten Verticillium-Stammes von
einer Pflanzenart auf eine andere zeigte aber, dass vicle Stimme einen
grosseren Wirtekreis haben. Die Stiarke und der Umfang eines Verti-
cillium-Befalles scheint dagegen weitgehend vom Grade der Boden-
verseuchung und von der Struktur des Bodens abhingig zu sein.

Unter natiirlichen Umstinden kann die Entwicklung von Verti-
cillium im Boden durch die Wirkung von anderen Mikro-Organismen
gehemmt werden. Im Verband hiermit wird auch die Moglichkeit
einer biologischen Bekidmpfung im Boden erértert.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden ausgefiihrt, um nach-
zugehen, inwieweit zwischen den beiden Arten morphologische oder
pathologische Unterschiede bestehen und um eine bessere Kenntnis
der Wechselbezichungen der verschiedenen Verticillium-Typen zu
einigen ihrer Wirtspflanzen und itber ihr Verhalten im Boden zu
gewinnen.

IT. BESPRECHUNG DER LITERATUR

1. MORPHOLOGIE UND SYSTEMATIK

ReNkE und BerTHOLD (1879) beschrieben bei der Kartoffel eine
Krankheit, dic durch einen Pilz verursacht wurde. Diesem gaben
sie den Namen Verticillium albo-atrum. Der Pilz besitzt ein Ruhe-
stadium, das sie “Dauermycel” nannten. Dieses besteht aus dunklen
Hyphen, die biindelweise beieinander liegen und bei welchen die
einzelnen Fiden in keiner Weise seitlich miteinander in Verbindung
stehen. KrepauN (1913) beschrieb bei Dahlia, Var. Geiselher, eine
Welkekrankheit und nannte deren Ursache Verticillium dahliae. Dieser
Pilz wich morphologisch von der durch RriNke und BerTHOLD (1879)
beschriebenen Veriicillium albo-atrum durch die Bildung von Mikroskle-
rotien ab. Diese Autoren sprachen nicht von Mikrosklerotien, aber
von Dauermycelien, die, nach der Beschreibung und den Abbildungen
beurteilt, von den durch KrLepanx (1913) beschriebenen Mikrosklero-
tien abwichen, Ferner wies KLEBAHN (1913) auf einen Unterschied in
der Linge der Konidientriger hin. Bei dem durch RrInke und
Berraorp (1879) beschriebcnen Pilz. waren diese unten dunkel
gefirbt, wihrend sic bei Verticillium dahliae farblos sein sollten. Nach
spiteren Autoren wic WOLLENWEBER (1930}, Ruporra (1931) und
Prespey {(1941) sollen sich die beiden Arten nicht unterscheiden lassen.

Isaac (1949) beschrieb einen anderen Verficillium-Typus mit
dunklen; aber einzeln verlaufenden Hyphen, die im_hellen Mycel
verteilt lagen. Nach drei Wochen Wachstum auf Pflaumen-und
Kirschenagar in Petrischalen fand er bei diesem Typus Hyphen-
kniuel, dic jedoch aus einzelnen, durcheinander gewachsenen Fiden
bestanden und nicht zur Sprossung iibergingen. Sie wurden vor allem
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angetroffen, wenn mehr als eine Kolonie des Pilzes auf denselben
Agarboden geimpft worden war. Tsaac stellte vor, fiir diesen Typus
den Namen V. albo-atrum zu gébrauchen und den Namen V. dahliae
fur Mikrosklerotien bildende Typen zu reservieren. Gegen diesen
Vorschlag bestehen jedoch einige Beschwerden: Das Auftreten von
zwei verschiedenen Ruhestadien, nimlich von Mikrosklerotien und
von dunklen, nicht gebiindelten Hyphen wurde von KEYwWORTH
(1952), von McKeEn (1943) und von LoNerEE (1940} in ein und
derselben Isolierung gefunden. Ferner erhielt PresLEYy (1941) die-
selben Stadien aus Saltanten einer Einsporkultur von Verticitlium, die
er aus einer Chrysanthemum-Pflanze isoliert hatte. In gewissen Fillen
lassen sich daher die beiden Arten auf Grund von morphologischen
Merkmalen nicht unterscheiden. Aus diesermn Grunde sollte die von
Klebahn als V. dahliae beschricbene Art wieder mit V. albo-atrum Reinke
et Berth. vereinigt werden. Dieser Name ist der altere und muss fir
den Pilz gebraucht werden. :

Viele Autoren wie BERKELEY (1928), DoNanDT (1932) und WOLLEN-
wEBER (1930) sprachen tiber weisse und schwarze oder sklerotienreiche
und asklerotiale Stimme. Aus diesen Beschreibungen Ydsst sich nicht
schliessen, mit welchem Typus die betreffenden Autoren gearbeitet
haben, denn die gebrauchten Termen kénnen sowohl zu V. albo-atrum
wie zu V. dahliae passen. ‘ : :

In der Literatur sind ferner einige Chlamydosporen bildende Typen
beschrieben worden. PernvBrIDGE (19162 und b) isolierte von Kar-
toffeln zwet Typen und beschrieb sie als zwei nicht parasitire Arten
unter den Namen V. nubilum und V. nigrescens. Nach Isaac (1953a)
sind diese jedoch bis zu einem gewissen Grade pathogen. Dieser Autor
beschrieb noch einen dritten Typus mit Chlamydosporen und gab
ihm den Namen V. tricorpus. Diese Art zeichnete sich neben Chlamy-
dosporen noch durch Mikrosklerotien und dunkle Hyphen aus und
griff bei Infektionsversuchen nur Tomaten an. ,

VAN pER VEEN (1930) trennte V. albo-atrum von V. dahliae durch
ein’ unterschiedliches: Wachstum auf und in fliisssigen Nahrbden.
Van pEr MEeEer (1925) gab noch cinige weitere Merkmale an, um
die beide Arten zu unterscheiden, nimlich eine schnellere Entwicklung
von Verticillium daklie nach der Keimung und Unterschiede in der
Verzweigung der Konidientriger und in der Grisse der Sporen.
Vor allem amerikanische Autoren verstchen gegenwirtig unter dem
Namen Verticillium albo-atrum sowohl den durch REINKE und BERTHOLD
(1879) als den durch KLEBAHN (1913) beschriebenen Typus. Andere
Autoren dagegen gebrauchen ihn nur fir Verticillium-Stimme mit
einem dunklen Mycel. Dieses besteht dann aus losen dunklen Hyphen.

Diese wurden dagegen durch RriNke und BerTHOLD (1879) nicht

erwihnt, denn sie beschrichen nur cin sogenanntes Dauermycel.

2. DEr LEeBENSZYKLUS

Das Eindringen von Verficillium in die unterirdischen Teile der
Planzen wurde durch VAN per MEER (1925) bei Kartoffeln und

Gurken beobachtet. Sie fand, dass der Pilz in die Wurzelhaare, aber
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auch in die dussersten Zellagen der Wurzel eindringen kann. Die
Zellen der Pflanzen reagieren durch die Bildung von “Lignitubers”.
Aber die Pilzhyphe vermag diese zu durchdringen. Dasselbe beobach-
tete auch DurrENoY (1927). Isaac (1946) untersuchte das Eindringen
des Pilzes in die Wurzeln der Esparsette. Er fand, dass der Pilz
durch die Wurzelhaube, durch Wurzelhaare und an Stellen, wo
junge Seitenwurzeln gebildet wurden in die Pflanze einzudringen
vermochte. Lignitubers konnte er dagegen nicht beobachten,

In der lebenden Pflanze konnte KLesann (1913) den Pilz nur im
Xylem der Stengel und Blattnerven finden. Sobald aber die Blitter
abgestorben waren, konnte der Pilz in die benachbarten Gefésse
und das umgebende Parenchym ecindringen. Anatomische Ver-
anderungen als Folge des Pilzbefalles wurden von Van pErR Lex
(1918), Vax pEr MEeer (1925), WoLLENwEBER (1930) und von
ArNAUD und BARTHELET (1931) beschricben. Die wichtigsten Symp-
tome sind. eine gelbe oder braune Verfirbung des Xylems und die
Bildung von Thyllen, ferner-die Anwesenheit von Mycel in den
Geléissen. In einzelnen Fillen wurden in diesen auch Konidien und
Mikrosklerotien beobachtet. ' '

3. ToxXINBILDUNG

Um die nach Pilzinfektionen aufiretenden Welkesymptome zu
erkliren, wurden in der Literatur verschiedene Theorien entwickelt.
Die folgenden Auffassungen wurden im Laufe der Jahre nach vorne
gebracht: Um die in den Gefdssen anwesenden Nihrstoffe sollte
cine Konkurrenz stattfinden zwischen der Pflanze und dem Parasiten.
Die Ursache der Welke wurde in einer Verstopfung der Gefisse
durch Mycel gesucht (ADERHOLD, 1907; HARTER und FieLp, 1914);
- dies erwies sich aber bald als unrichtig. In den letzten Jahren wird
die Ursache der Symptome an Toxine zugeschrieben, die durch die
betreffenden Pilze gebildet werden {ScHEFFER c.5., 1956; TaALBOYS,
1957; Harrier und Harvier-Kiessig, 1957). Durch diese kann der
Pilz seinen Einfluss in Teilen der Pflanze ausiiben, in die er selbst
noch nicht vorgedrungen ist. ‘ .

Uber die Zusammenstellung der Toxine und deren Einfluss auf
die Planze besteht eine umfangreiche Literatur. Am besten bekannt
sind die durch Fusarium oxysporum Schlecht. ex Fr. f. lycopersici (Sacc.)
Snyder und Hansen gebildeten Toxine, Dieser Pilz ist die Ursache
einer Welkekrankheit von Tomaten. Hier sollen nur Arbeiten be-
sprochen werden, die die durch Verticillium verursachten Welke-
krankheiten behandeln. : :

Bereits BEwLEY (1922) beobachtete, dass Verticillium in Reinkul-
turen Toxine zu bilden vermochte. Er fand einen in Wasser l6slichen,
thermolabilen Stofl. Picapo (1923) erhielt selbst mit verhitztem
Kulturfiltrat von Verticillium eine Welke von Tomaten- und Bohnen-
trieben. Durrenoy (1927) glaubte, dass Verticillium Nitrite bildet, die
eine toxische Welke verursachen. Dies konnte jedoch durch GrreEN
(1954) nicht bestitigt werden. Furton (1952) betrachtete das Toxin
als einen Komplex von Verbindungen, die in ihrem Molckulargewicht
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variierten. CAroseLLT (1955) fand in Schitttelkulturen zwei toxische,
metabolistische Produkte. Eines der beiden, ein Polysaccharid ver-
ursachte einen Turgorverlust und dadurch ein Verschlaffen der
Stengel. Das andere, ein Thio-ureum, gab eine Beschidigung der
Bliatter, namlich eine Welke, eine Chlorose und ein irreversibles
Vertrocknen der Blattrinder. Dieses Thio-ureum wurde aber nur
in 40 Prozent der Kulturen gebildet. In synthetischen Medien fanden
PorTerR und GrEEN (1952) -eine toxische Fraktion, die aus einem
Komplex von Polysacchariden mit sehr heterogenen Molekular-
gewichten bestand. Zwei Fraktionen wurden isoliert und diese iibten
in der Pflanze an zwel verschiedenen aber nicht niher prizisicrten
Stellen eine Wirkung aus., Auch Le Tourneau (1957) fand Poly-
saccharide und zwar drei Oligosaccharide, die in einem Czapek-
medium mit 3 %, Saccharose gebildet wurden. '
Bereits BEwLEY (1922) fand in seinen Kulturfiltraten toxische Stofle
von exo-enzymatischer Natur. WiNsTEAD und WALKER (1954) zeigten
aber, dass die Polymethylesterase, die durch verschiedene Pilze in
vitro gebildet wird, beim Eindringen dieser Pilze in eine Pflanze
keine Rolle spielt. Dieses Ferment verursacht dagegen pach dem
Eindringen eine Braunverfirbung und Blockierung der Gefiisse.
Auch ScueFrER cs. (1956) fanden in Kulturfiltraten von Verticillium
cinen thermolabilen Stoff, der das Xylem verfirbte. Aus diesen
Kulturfiltraten liessen sich Polygalacturonase und sehr wenig Pektin-
methylesterase isolieren.. Die genannten Autoren glaubten, dass
Verticillium die Tomatenpflanzen .ungefdhr auf die gleiche Art und
Weise befillt wie Fusarium. Die auftretende Welke ist nach ihnen
vor allem eine Folge der Blockierung des Xylems durch eine Erhéhung
der Viskositit der Gefassflussigkeit. : : :
Gorriies (1943) gelang es, auch die durch den Pilz in vivo ge-
formten Toxine nachzuweisen. Er gewann aus den Gefissen von
kranken Tomatenpflanzen eine Flissigkeit, diec auf abgeschnittene
Tomatenschosslinge als Toxin wirkte. Die Moglichkeit ist jedoch
nicht ausgeschlossen, dass dieser aus den Gefissen isolierte Stoff durch
Pflanzenzellen abgeschieden wurde, die durch den Pilz befallen
 worden waren. Auch PorTER und GREEN (1952) konnten aus Gefissen
- von durch Verticillium befallenen Tomatenpflanzen eine Fliissigkeit
isolicren, die sich fiir junge Tomatenpflinzchen als toxisch erwies. Sie
haben jedoch noch nicht festgestellt, ob dieser Stoff identisch ist mit
den in vitro gebildeten Toxinen. : '
pber das \{erhéiltni_s zwischen dem Vermégen von Verticillium-
Stdmmen, Toxine zu bilden und dem Vermigen, auf Pflanzen Welke-
symptome zu verurs‘achen, ist noch wenig bekannt. Nur TaALBovs
(1957) zeigte, dass die Intensitit der durch Toxine bei Hopfen aus-

geldsten Symptome nicht korrelierte mit der P itd -
treflenden Verticillium-Staimme, " Pathogenitdt der e

4. DiE PATHOGENITAT VON VERTIGILLIUM

Uber die Pathogenitit von Verficilli i i
ticillium sind bisher zahlreich
Untersuchungen ausgefithrt worden. Um die Virulenz eizr?es rg;;'ti?
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cillium-Stammes zu bestimmen, wurden im Laufe der Zeit verschiédene
Krankheitsymptome der Wirtspflanzen gebraucht. Selbstverstindlich
spielte hierbei das Ausmass der cigentlichen Welke die wichtigste
Rolle (DonanpT, 1932), aber auch weniger auffallende Symptome
wie das Zurlickbleiben des Wuchses oder das Vergilben der PAanzen
wurden als Kriterien angenommen. LubpBrook (1933) basierte sein
Urteil tiber das Ausmass der Pathogenitit auf die Dauer der Inku-
bationszeit, wihrend Horner (1954) einen Verficillium-Stamm als -
pathogen betrachtete, sobald dieser aus einer infektierten Wirts-
pflanze reisolicrt werden konnte. '

Bewrey {1922), Prestey (1950) und Nerson (1950) fanden bei
gewissen Mikrosklerotien bildenden Stimmen eine hohere ‘Pathoge-
nitit als bel Stimmen ohne Mikrosklerotien. Daraus leiteten sie eine.
Bezichung ab zwischen der Virulenz und dem Vermégen, Mikroskle-
rotien zu bilden, Dies erwies sich jedoch nicht als algemein giiltig
(WoLLENWERER, 1930; Doxanpt, 1932). Aus den bekannt gewor-
denen Untersuchungen lsst sich wohl ablerten, dass die durch zahlreiche
Isoliecrungen erhaltenen Reinkulturen bei Infektionsversuchen sehr
grosse Unterschiede in ihrer Pathogenitét zeigten (Lupsrook, 1933).

In der Literatur sind Beispiele bekannt, bei welchen von bestimmten
Wirtspflanzen isolierte Verticillium-Stimme fiir Vertreter derselben
und anderer Familien der Phanerogamen pathogen waren, Oft ist
auch eine Infektion von krautartigen Pflanzen mit aus Bdumen oder
Striuchern isolierten Stimmen gelungen und umgekehrt (VAN DER
MEER, 1925; Donanpt, 1932). In anderen Fillen gelangen kreuzweise
Infektionsversuche nicht (HAENSELER, 1923; Van DER MEER, 1925;
WOLLENWERER, 1930; Dimock, 1940; ToMpxins c.s., 1941 ; KEywoRTH;
- 1942; Nersown, 1950). Da die verschiedenen Autoren bei ihren Unter-

suchungen mit sehr verschiedenartigen Wirtspflanzen gearbeitet
haben, lassen sich die Resultate nur schwicrig miteinander ver-
gleichen. In den meisten Fillen wird nicht deutlich angegeben,
mwieweit die Versuche mit genetisch einheitlichem Material ausge-
fithrt wurden. Wahrscheinlich verwendete nur- PresLey- {1950)
Einsporkulturen des Pilzes. :

Einerseits konnte Neuson (1950) aus Mentha piperita Verticillium-
Stimme isolieren, die bei Infektionsversuchen nur fiir Menthe spp.
und Monarda fistulosa virulent waren und nicht filr andere Pflanzen,
Green (1951), Horner (1954) und Tuomas und Wese (1956)
anderseits isolierten aus Mentha Stimme, die sich als polyphag
erwiesen. Algemein wird heute angenommen, dass die verschiedenen
Verticillium-Stimme nicht an bestimmte Wirtspflanzen gebunden sind.
Nach wiederholten Passagen einer Einsporkultur durch eine bestimmte
Wirtspflanze konnte DonNanpT (1932) keine Zunahme der Pathoge-
nitit fir diese Pflanze beobachten. s

5. VERTICILLIUM ALS BODENBEWOHNER

Sowohl Vax per Mzsr (1925) wie Isaac (1953a) zeigten, dass
Verticillium im Boden itberwintern kann. Nach Tsaac lief jedoch die
Konzentration des Pilzes in brach liegender Erde im Laufe des’
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Jahres sehr stark zuriick. Dagegen konnte WiLneLy (1955a) Verti-
cillium noch aus einem Boden isolicren, der wihrend 14 Jahren als
Getreideacker oder Weideland gedient hatte. Hierbei besteht jedoch
die Méglichkeit, dass sich Verticillium wihrend dieser Zeit auf Un-
kriutern hiitte erhalten kénnen, was von Wilhelm nicht beriick-
sichtigt wird. Nach den Angaben von McKeeN (1943) war der Pilz
nach einer cinjihrigen Periode noch parasitir. Wohl vermochte er
sich in feuchten Béden besser zu erhalten als in trockenen; auch
‘schien er in letzteren an Agressivitit eingebiisst zu haben.
WiLnerm (1950a) untersuchte die vertikale Verbreitung in Béden
von verschiedener Tiefe. Er fand, dass der Pilz in den oberen 30 cm
des Bodens, verglichen mit den tieferen Schichten, in 3-4 faltiger
-Konzentration anwesend war. Verticillium konnte in gewissen Fillen
bis auf eine Tiefe von 75-90 ¢cm gefunden werden. Bei im Freien
gepflanzten Kartoffeln beobachtete McKay (1926) von den befallenen
. Planzen aus den Reihen entlang cine starke Ausbreitung des Pilzes
in horizontaler Richtung. Er fithrte dies aul den Wurzelkontakt der
nebeneinander stehenden Planzen zuriick. Isaac {1953a, b) kam zum
Resultat, dass die Ausbreitung in brachen Béden sehr gering ist.
Mit Hilfe von mit Tomaten und Léwenmaul ausgeftihrten Versuchen

zeigte er, dass die Aushreitung im Boden vor allem durch Wurzel-
kontakt stattfinden muss. :

6. Die RUHESTADIEN VON VERTICILLIUM

Das Fehlen einer geeigneten Wirtspflanze hat wahrscheinlich zur
Folge, dass die beiden Verticillium-Typen in eine Ue¢berwinterungs-
form tibergehen miissen; dies kann in Form von Dauermycel oder
Mikrosklerotien geschehen (Isaac, 1953a). Kresaun (1913), PETry-
BRIDGE (1916) und BeEwLEy (1922) glaubten, dass Verticillium als
Dauermycel im Boden iiberwintert. Isaac (1953a) Husserte sich

- hiertiber aber -sehr vorsichtig. Wohl soll nach Isaac (1954) das
Entstehen von weitgehend resistenten Ruhestadien durch die antago-
nistische Wirkung von Blastomyces luteus befordert werden. Anderseits
soll dieser Pilz eine hemmende Wirkung auf die Keimung der
Mikrosklerotien und auf die Entwicklung der Dauermycelien im
Boden austtben. '

Dass die Mikrosklerotien keimfihig sein miissen, glaubte PorTER
(1954) durch seine Versuche bcwicsgen zu_haben. ;g’-'&uch Krepaun

« (1913) vermochte den Pilz aus Mikrosklerotien neu zu ziichten. Nach
dem Ueberimpfen von 13 Jahre alten, vbllig vertrockneten Verticillium-

Kulturen mit Mikrosklerotien erhielt WiLnerM (19554) el
Wachstum des Pilzes, ( a) ein erneutes

7. De BexiMprune von VERTICILLIUM

Hier soll nur auf eine mogliche Bestreitung von Verticillium durch
den Gebrauch von gewissen bodenbewohnenden; antagonistisch
wirkenden Mikroorganismen cingegangen werden. Arx und Hunt
(1931) isolierten zwei Bakterien, worunter Bacillus vulgatus Trev., die
n vitro auf Verticillium als Antagonisten wirkten. FLOREY, GILLI,VER,
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JENNINGS und SANDERs (1946) gewannen aus Penicillium brevicompactum
Dierckx ein Antibioticum, das in vitro das Wachstum von Verticillium
villig zu hemmen vermochte. Ein sehr wirksames Antibioticum
isolierten ferner ARNSTEIN, Cook und Lacevy (1948) aus Actino-
myceten. :

RoBerts (1943) zeigte, dass auch im Boden bestimmte Mikro-
organismen die Entwicklung von Verticillium hemmen kénnen. Der
Pilz wurde in Boden gebracht, die mit Dampf sterilisiert worden waren.
Bei den in diesen gepflanzten Tomaten war die Zahl der erkrankten
Pflanzen sehr hoch. Wenn dagegen vor dem Auspflanzen der Tomaten
auch Mikroorganismen die Gelegenheit hatten, die sterilisierten
Boden zu kolonisieren, lag der Prozentsatz der erkrankten Pflanzen
bedeutend tiefer.

‘HI. MATERIAL UND METHODEN

1. Die HERKUNFT DES UNTERSUCHTEN VERTICILLIUM-MATERIALS

Die bei den hier zu besprechenden Versuchen gebrauchten Versi-
cillium-Stamme wurden vom ‘‘Centraal Bureau voor Schimmel-
cultures” (C.B.S.) in Baarn, dem “Instituut voor Planteziektenkundig
Onderzock™ (I.P.0O.) in Wageningen, dem “Nederlands Vliasinsti-
tuut” (N.E.V.1), dem “Planteziektenkundige Dienst” (P.D.) beide
ebenfalls in Wageningen, der “Procfitation voor de groente- en fruit-
teelt onder glas” in Naaldwijk und der Stiftung *‘Bosbouw-proef-
station de Dorschkamp’” (B.P.} in Wageningen erhalten ') (Tabelle 1}.
Ein Teil der Stimme wurde jedoch selbst isoliert aus zugeschickten
oder selbst gesammelten Planzen. :

Aus allen Teilen der Niederlande wurden insgesamt 70 Vertictllivm-
Stimme beieinander gebracht; ferner wurden noch 10 Stimme aus
England, einer aus Amerika und einer aus Mozambique erhalten
(Tabelle 1). Diese Stimme waren aus 28 verschiedenartigen Wirts-
pflanzen isoliert. Um iiber ein moglichst homogenes Material ver-
fiigen zu kénnen, wurden von mehreren Stémmen Einsporkulturen
hergestellt. Auch wurde probiert, von einigen Einsporkulturen
Saltanten zu isolicren, die cinerseits nur ein weisses Mycel, anderseits
schwarze Hyphen und Mikrosklerotien bildeten. Derartige Saltanten
wurden dann gesondert weiter geziichtet. Es war jedoch schwierig,
um die weissen Saltanten vollig frei von Mikrosklerotien oder dunklen
Hyphen zu ziichten. Keiner der Stimme, wo er auch herkommen
mochte, bestand ausschliesslich aus weissem Mycel. Wohl wurden
beim Herstellen von Einsporkulturen aus ein und derselben Isolierung
Kulturen erhalten, die ausschliesslich ein weisses Mycel, und solche,

"die mehr oder weniger zahireiche Mikrosklerotien bildeten.

1)  Hierfiir méchte ich Dr. C. J. Briejer, Frl. Dr. C. Klinkenberg, Frau Ir,
M.)Posthakker, Ir. J. van der Spek, Drs. K. Verhoeff, Dr. H. van Vioten und
Prof, Dr. Joha Westerdijk meine Erkenntlichkeit bezeugen. Auch méchte ich den
Herren W. Drost, Drs. ]. Heiner, C. Hos, Drs. G, Scholten und Ir. W. Visser
meinen Dank aussprechen. Sie sandten mir krankes Planzenmaterial oder stellten

mich in die Gelegenheit solches zu sammeln.
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TABELLE 1

* Herkunft und Typen-Zugehérigkeit der untersuchten Verticillium-Stamme

No. Isoliert aus Herkunft Typ.2) i]sz}llilt;rclgg
1 Solanum lycopersicum Naaldwijk (Bakker I.P.O.) d.M.| 1953
2 | Solanum émpem'cum England (Isaac C.B.S. d.M. 1951
3 Auntirrhinum majus England (Isaac C.B.S.) d.M. 1951
4. Humulus Iupulus . England (Keyworth C.B.5. d.M.| 1949
5 Fragaria spec. England gKeyworth C.B.S, d.M. | 1946
6 Aster chinensis Baarn 1) . Mskl! 1954
7 Helichrysum bracteatum | Baarn 1) Mskl | 1954
8 Antirrhinum majus Baarn 1) Mskl 1954
9 Antirrkinum majus Baarn ! Mkl | 1954
10 Chynandropsis spec. Baarn 1; Mskl | 1954
11 Phlox decussata : Baarn 1) Mskl | 1954
12 Antirrhinum mafus Baarn 1) Mkl | - 1954
13 Alstroemeria aurantiaca | Baarn 1) Mski | 1954
14 Antirrhinum majus Baarn 1} ‘ Mskl | 1954
15 Gerbera jamesoni Aalsmeer 1} ' Mskl | 1954
16 Humylus Luprlus England (Keyworth C.B.S.) Mskl [ 1953
17 Gossypium spec. Mozambigue (Teixeira C.B.S.) Mskl| 1954
18 Solanum tuberosum | England (Isaac C.B.S.) d.M.| 1951
19 Solanum Ilycopersicum Naaldwijk (Bakker I.P.O.) Mskl | 1953
20 Fragaria Oberschlesien | Kennemerland (Klinkenberg LP.O.) | Mskl| 1951
21 Solanum {uberosum England {Keyworth C.B.8.) . Mskl | 1947
22 Mentha piperita U.5.A. (Porter No. Bllb) Mskl 1954
23 Solanum tuberosum England {Isaac C.B.S. V.migrescens) Chl 1951
24 Solanum tuberosum England (Isaac C.B.S. V.nubilium) Chl 1951
25 TImpatiens balsamnina Baarn V) Mskl| 1955
26 Chrysanthemum spec. Naaldwijk (Bakker 1.P.O.) Mskl | 1953
27 Fraxinus excelsior ‘Wageningen (Gremmen B.P.) Mskl] 1933
28 Ulmus hollandica sHeer Arenskerke (Heybrock B.P.) Mskl | 1954
29 Beta vulgaris | Zeeland {de Lint P.D.) Mskl | 1954
30 Medicago sativa . Nieuw Beerta 1) d.M. 1955
31 Medicago sativa Brielle ! d.M. 1955
32 Cichorium iniybus Naaldwijk (Verhoeff P.G.F.G.) Mskl 1957
33 Linwum usitatissimum Woageningen (v.d.Spek N.E.V.i.) Mskl| 1957
34 Rhus typhina Baarn 1) Mski | 1954
35 Acer spec. Wageningen (Gremmen B.P.) Mskl |- 1953
36 Ribes rubrum Naaldwijk (Bakker I.P.Q.) Mskl 1953
37 Solanum lycopersicum Alkmaar {Bakker LP.O.) Mkl 1953
38 Beta vulgaris Hilleshog | Oldambt 1 Mski | 1955
39 Beta vulg. K1, Wangl, | Oldambt? Mskl 1955
40 Chrysanth. Balc. Perfect, | Aalsmeer ? Mskl! 1954
41 Atropa belladonna Bussum 1) Mskl| 1935
42 Chrysanthemum spec. Naaldwijk (Bakker I.P.O.) Mskl | 1953
43 Spinacia spec. Md. Wolda 1) Mskl| 1955
44 Solanum lycopersicum England (Isaac C.B.S. V.tricorpus) Chl 1954
45 Chrymr_:themum maximum | Aalsmeer 1) Mkl 1954
46 | Fragaria spec. de Goor (Klinkenberg 1.P.O. Mskl| 1951
47 Fragaria Mme Moutot | de Goor (Klinkenberg I.P.O Mskl [ 1 .
48 Fragari d. i v § 951
garia Jucunda Beek (Klinkenberg I.P.O.) Mskl | 1952
49 Fragaria spec. Bommelerwaard {Klinkenberg LP.0Q.) | Mskl 1952
50 Fragaria spec. Bommelerwaard {Kiinkenberg I P-O,g Mkl 1952
31 | Fragaria Oberschlesicn | Soest (Klinkenberg LP.O) =~ " | Mskl| 1053
52 Fragaria Oberschlesien | Hooglanderveen (Klinkenberg I.P O) | Mskl [ 1952
gi ﬁmgan_a Sibemchlesicn Hoogland {Klinkenberg LP.O.) Mski [ 1952
ragaria Mme Lefeber | St. Anna Parochie (Klinkenb, 'I.P.O.}| Mskl | ~ 1952
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TABELLE | (Fortseizung)

. 21 Jahr der
No. Tsoliert aus Herkunft Typ.2) i]s olierung
55 Fragaria Oberschlesien | Paterswolde (Klinkenberg LP.O.) Mskl | 1952
56 Fragaria Oberschlesien { Midden-Limburg (Klinkenberg I.P.O.) | Mskl | 1952
57 Fragaria Qberschlesien ; de Wilp (Klinkenberg I.P.O. Mskl [ 1952
58 Fragaria spec. Berlicum (Klinkenberg I.P.O.) Mskl | 1952
59 Fragaria Oberschlesten | de Wilp (Klinkenberg I.P.O.) Mskl | 1952
60 Fragaria Oberschlesien | Midden-Limburg (Klinkenberg L.P.O.) | Mskl | 1952
61 Fragaria Samling - Zaltbommel (Klinkenberg I.P.O.) Mski | 1952
62 Fragaria Mme Moutot { Wageningen {Klinkenberg LP.O. Mskl [ 1953
63 Fragaria Deutsch Evern | Middenrode (Klinkenberg I.P,O. Mskl | 1953
64 Fragaria spec. ‘| St. Anna Parochie (Klinkenb. I.P.Q.) | Mski [ 1952
65 Fragaria spec. Midden-Limburg (Klinkenberg L.P.O.) | Mskl | 1952
66 Gerbera jamesont " | Aalsmeer (de Leeuw F.D.) Mski| 1952
67 Lathyrus odorata Baarn 1) Mskl | 1954
68 Solanum lycopersicum Naaldwijk (Bakker LP.O.) Mskl | 1952
69 Selanum -lycopersicum Naaldwijk (Bakker LP.Q.) Mskl | 1952
70 Solanum lycopersicum Naaldwijk {Bakker I.P.O.% Mskl | 1952
71 Solanium lycopersicum Naaldwijk (Bakker LP.O. Mskl | 1952
72 Solanum lycopersicum Zwolle {Bakker 1.P.Q.) Mskl | 1953
73 Solanum lycopersicum Wageningen (Bakker LP.O.} Mski | 1953
74 Solanum melongena Baarn 1) Mskf [ 1954
75 - | Solanum tuberosum Wageningen (de Leeuw P.D.) | Chl 1554
76-82 | Ubmus Samlingen _ | Baarn (Heybroek B.P.) Mski| 1954

1} Eigene Isolierung. :
%) Erklirung der Typen, siche S, 680.

9. Die ISOLIERUNG VON VERTICILLIUM UND DIE HERSTELLUNG VON
REINKULTUREN

Verticillium wurde meistens folgendermassen aus kranken Pllanzen
isoliert. Nach dem Entfernen der Blitter wurden die Stengel, Zweige
oder Blattsticle gut abgebiirstet und mit Leitungswasser gespiilt, Da
Verticillium im Xylem der Pflanzen vorkommt, kann man das Material
kriftig desinfektieren. Zehn bis zwolf cm lange Stiicke wurden
wihrend 15 Sekunden in 96 %-igen Alkohol getaucht. Hierauf
wurde der Alkohol soweit mbglich abgeschiittelt und der Rest wurde
verbrannt, Hierzu wurden die Stengelstiicke kurz durch eine Gas-
flamme gezogen. Unter sterilen Umsténden wurden hierauf die
Stengel in Stiicke von 5-10 mm unterteilt. Diese wurden in Petri-
schalen auf Kirschenagar ausgelegt. Nach drei bis vier ‘Tagen wichst
der Pilz aus den Gefissen heraus und kann dann leicht in Rein-
kultur gebracht werden, indem man den Rand des heranwachsenden
Rasens wicderholt auffrische Kirschenagar-Béden iiberimpft. Wéhrend
der Kultur wurde der Pilz abwechslungsweise auf Kirschen-, Kartoffel-
und Hafermehlagar geimpft. Beim Isolieren aus Blittern wurden
diese zuerst in Leltungswasser gespiilt, dann kurz in Alkohol getaucht
und hierauf schoell in steriles Wasser gebracht.

Beim Isolieren von Verlicillium aus dem Boden wurde von den durch
Briercey, JEwsoN und BRIERLEY (1927) und von Warcup (1950)
beschriebenen Methoden  Gebrauch gemacht. Der ersten Methode
lolgend wurde 1 Gramm Erde in 50 cm® sterilern Wasser wihrend
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20 Minuten geschiittelt. Hierauf wurde 1 c¢m? dieser Suspension in
19 cm?® steriles Wasser gebracht, so dass eine Verdiinnung von 1 : 1000
erhalten wurde. 1 cm3® dieser Suspension wurde dann mit 15 cm?
noch fliissigem, aber bereits gekiihltemm Czapek Dox-Agar gemengt.
Dieses Gemisch wurde unter fortwihrendem Schiitteln in eine sterile
Petrischale gegossen. : :

Der Methode von Warcur (1950) folgend wurde ein Stiickchen
Erde (ungefihr 1 mm3) in eine sterile Petrischale gebracht. Unter
dauerndem Schiitteln wurde in diese 15 cm® auf ungefihr 40° G
abgekithlter Czapek Dox-Agar (- 0.5 % Hefeextrakt) . gegossen.
Hierbei verteilten sich' die Grundpartikelchen gut im Agar. Der

Nihrboden war vorher mit Hilfe von Phosphorsiure .auf pH 4 ein-
gestellt worden.

3. Die HersTELLUNG VON EINSPORKULTUREN

Mit Hilfe einer Thompson-Zihlkammer fiir Blutkdrperchen wurde
vorerst die Dichtheit einer Sporensuspension festgestellt. Diese wurde
in der Folge verdiinnt, so dass theoretisch auf 0.05 cm? Wasser eine
halbe Spore entficl. Dies wurde in der Blutzahlkammer nachgepriift.
Hierauf wurden je 0.05 cm? der Suspension auf sehr diinn gegossene
Kirschen- oder Kartoflelagar-Schalen gebracht. Die Zahl der ge-
keimten Sporen aus 90 itber 10 Schalen verteilten Trépfchen variierte
in den verschicdenen Proben zwischen 44 und 46. Bei grosseren
Schwankungen wurden die Versuche wiederholt. ' :

4. Dig ENTWICKLUNG DER KONIDIENTRAGER

Um die Entwicklung der Konidientriger und die Bildung der
Konidien gut beobachten zu konnen, erwies sich die von VErRNoN
(1931) beschricbene Methode als sehr geeignet. Ein Tropfen von
noch flissigem Kirschenagar wurde auf einen sterilen ‘Objekttrager
gebracht. Wihrend der Agar erstarrte wurde der Tropfen mit einer
sterilen Rasierklinge in senkrechter Richtung in zwei Teile geschnitten.
Die beiden Stiickchen wurden einige Millimeter auseinander gescho-
ben. Gegen eine der beiden Seitenflichen wurde etwas Mycel geimpft.
Hicrauf wurde ein Deckglaschen auf das Tropfchen gebracht. Im

feuchten Mittelraum entwickelten sich dann die unter dem Mikroskop
deutlich zu beobachtenden Konidientriger.

5. BESTIMMUNG DER WACHSTUMSSCHNELLHEIT

Die Wachstumsschnellheit wurde in Petrischalen auf Kirschenagar
gemessen. In handelsiiblichen 8chalen mit nach Maglichkeit flachen
Boden wurden 20 cm® Agar gegossen. Von jedem Stamm wurde cin
aus ciner Petrischalen-Kultur gestanztes, 8 mm grosses Stiickchen
des Pilzrasens in die Mitte der Schalen geimpft. Nachdem sich nach
einigen Tagen ein neuer Mycelrasen entwickelt hatte, wurde von
diesem der Zuwachs wihrend der folgenden vier Tage bestimmt.
Gemessen wurde jeweils in acht verschiedenen’ Richtungen; aus den
acI:xt Messungen wurde die mittlere Wachstumsschnellheit berechnet.
Beim Feststellen des Wachstums bei extremen Temperaturen wurde
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der Durchmesser des gesammten Rasens in zwei sich rechtwinklig
kreuzenden Richtungen gemessen. Auf diese Weise liess sich auch
ein sehr geringes Wachstum noch einigermassen gut bestimmen.

6. ScHUTTELKULTUREN VON VERTICILLIUM

Schitttelkulturen des Pilzes wurden einerseits als Ausgangsmaterial
fiir Infektionsversuche, anderseits zur Nachpriifung von méoglicher-
weise gebildeten Toxinen eingesetzt. Der Pilz wurde in je 125 cm?
Czapek Dox-Nahrlgsung in Erlenmeyer-Kélben von 300 cm? geimpft
und wahrend zwei Wochen geschiittelt, Sogenannte ‘“‘replacement”
Kulturen wurden erhalten, indem das in einer Schiittelkultur ent-
wickelte Mycel nach wiederholtem Ausspiillen mit Leitungswasser
und mit sterilemm Wasser in eine frische Gzapek Dox-Losung gebracht
wurde. Bei der hierbei verwendeten Néhrlosung waren aber die ver-
schiedenen Nihrstoffe auf die Hilfte der urspriinglichen Konzen-
tration zuriickgebracht (WINsTEAD und WALKER, 1954). Die neue
Kultur wurde hierauf wihrend 24 Stunden in die Schiittelmachine
gesetzt, Diese Kulturen wurde zur Gewinnung von Toxinen gebraucht.

Um Béden zu infizieren wurde u.a. Mycel aus wihrend einer
Woche geschiittelten Kulturen verwendet.

7. Die BRI INFEKTIONSVERSUCHEN ANGEWENDETEN METHODEN

Bei den verschiedenen Versuchen waren verschiedenartige Metho-
den zur Infektion der Pflanzen nitig. Bet Wundinfektionen wurde
das Inokulum in Form eines ausgestanzten Stiickchens Agar mit
Mycel in eine Schnittwunde gebracht. Bei. Krdutern wurde diese
am Stengelfuss angebracht; bei Biumen im Stamm auf ungefihr
20 cm Hohe. Im letztgenannten Fall wurde die Wunde mit Cellophan
und Klebeband dichtgebunden. ) )

Bei gewissen Infektionsversuchen mit Sporensuspensionen wurden
diese mit Hilfe einer Injektionsspritze direkt in die Stengel oder
Stimme der zu infizierenden Pflanzen eingefithrt. Die hierbei ent-
standenen Wunden wurden nicht abgeschlossen.

Mit Hilfe der sogenannten “Trichtermethode” (BANFIELD, 1937)
wurde eine Sporensuspension mit den Geféssen der zu infizierenden
Pflanze in Verbindung gebracht. Hierbei blieb die Maglichkeit cines
Luftzutrittes ausgeschlossen und die Transpiration der Pflanze
konnte mehr oder weniger normal durchgehen. Rund um den Stamm
wurde ein Trichter befestigt, der aus Plastik-Material bestand.
Damit der Trichter offen stehen blieb, war er oben gesdumt und
durch den Saum war c¢in Draht gezogen worden. Mit dem Ver-
lingerungsstiick dieses Drahtes wurde der Trichter auch am Baum
befestigt (Abb. 1 und 2). Die Seitenkante des Trichters wurde ge-
schlossen, indem die Rinder ineinander gefaltet ur}d geleimt wurden:
Zur Verstirkung wurde diese Seitenfliche mit Hilfe von drei
Wischeklammern noch zwischen zwei Littchen ggklcmmt_; Unten
wurde der Trichter eingefettet und mit Hilfe von Sisalschniiren gut
um den Stamm festgesetzt. Um den obern IE{and des Trichters
horizontal zu halten, wurde er noch mit Drihten gestiitzt. Der
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Abb. 2
Abb. 1 und 2. Trichter wie sie bei

methode (in diesem Falle bei Fraxinus excelsior) gebraucht wurden.

Infektionsversuchen nach der Trichter-
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Trichter wurde nun mit der Sporensuspension gefiillt und unter der
Oberfliche der Fliissigkeit wurde mit einem Meissel eine Schnitt-
wunde angebracht, die bis in den Holzteil des Stammes ging. Auf
diese Art und Weise wurden mit dem Transpirationstrom die Pilz-
sporent mitgenommen, ohne dass Luft in die Gefidsse cindringen
konnte.

Wenn man schnelle und sichere Resultate bei den zu infizierenden
Pflanzen erhalten wollte, erwies sich das Eintauchen von Pfanzen-
wurzeln in eine Sporensuspension alssehr geeignete Infektionsmethode.

Auch wurde Verticillium in feuchter Gartenerde vermehrt, die zu
diesem Zwecke vorher in Petrischalen oder Gliser gebracht und
sterilisiert worden war. Die Erde wurde dann mit einer Sporen-
suspension oder mit Mycel beimpft.- .

Um mit Verticillium verseuchte Erde zu erhalten, wurde diese
. sterilisiert und mit sieben Tage alten Schiittelkulturen des Pilzes
gemengt. Als Inokulum wurden oft auch Getreidekérner oder Lupine-
stengel gebraucht, die nach der Sterilisierung mit Verticillium beimpft
wurden und als Nahrboden dienten. :

* 8. BresTiMMUNG DES WELKEINDEXES

Um die Pathogenitit von Verticillium-Stimmen oder den Wirkungs-
grad von Toxinen anzugeben, wurde cin Krankheitsindex aufge-
stelit. Hierbei wurde die- Methode von WALKER und Foster (1946)
angewendet. Ausserc Symptome wie der Grad und die Schnelligkeit
der Welke und der Vertrocknung der Blattrinder wurden als Mass-
stab gebraucht, um die Pathogenitit der Verticillium-Stamme oder dic
Toxizitit der Kulturfiltrate anzugeben. Falls die Pflinzchen oder
Triebe intakt bleiben mussten, konnten nur die dusserlichen Merk-
male verwertet werden, wihrend die inneren Verinderungen (vor
allem Verfirbungen der Gefdisse) ausser Betracht bleiben mussten.
Daher konnte der von WEeLLManN (1939) angegebene Krankheits-
Index nicht gebraucht werden. o

Je nach dem Grad der Welke wurden fiinf Klassen unterschieden:
Klasse 1: #usserlich gesunde Pflanzen,” Klasse 2-4: zunqhmqnde
Welke der Pflanzen, Klasse 5: total verwelkte Pflanzen. Die Ziffer
der Klasse wurde vermehrt mit bzw. 04 um.:l ZwWar so, dass dge
Klasse 5 mit 4, dic Klasse 4 mit 3 usw. multipliziert wurde, Die
Summe der Produkte aller Pflanzen von ein und derselben Versuch-
seric wurde mit 10 multipliziert und durch diq mit zwei multiplizierte
Anzah! der Versuchspflanzen geteilt. Durch diese Berechnung kommt
der Welkeindex zwischen 0 und 100 zu liegen. Diese Methode hat
den Vorzug einer grosseren Streuung. Die 'Vcrme:hn}ng der ver-
schiedenen Krankheitsklassen mit einer bestimmten Zifler hat zur
Folge, dass die am stiirksten erkrankten Pflanzen beim Feststellen des

Indexes auch ecinen relativ grosseren Einfluss ausiiben. =
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IV. VERSUCHSERGEBNISSE
-1, MORPHOLOGISCHE UND PHYSIOLOGISCHE UNi‘ERsUGH_UNGEN

a. Verschiedene Verticillium- Typen und ihre Entwicklung

Die zahlreich isolierten Verticillium-Staimme zeigten untereinander
verschiedene Abweichungen. Vor allem die folgenden Typen liessen
sich unterscheiden: :

1. In einem farblosen Mycel verlaufen frei liegende, dunkel
gefirbte Hyphen. Diese bestehen aus einfachen Fiden, deren einzelne
Glieder kaum anschwellen. Die Zellwiinde sind verdickt und braun
gefirbt und die einzelnen Zellen enthalten ein korniges Plasma und
zahlreiche olartige Tropfchen (Abb. 3}. Diese Formen werden in
dicser Arbeit wetterhin als “dunkler Mycel Typus”, abgekiirzt als
d.M.-Typus bezeichnet.

2. Zwischen den Hyphen zerstreut liegen Mikrosklerotien. Diese
entstehen aus einzelnen Zellen der einfachen Hyphen, die anschwellen
und sich anschliessend durch Querwinde in rundliche Zellen unter-
teilen. Nach einigen Tagen entstechen hieraus durch seitliche
Sprossung breite, kurze Zellen, die wiederum eine kugelige Form
annehmen. Auf diese Weise entsteht ein traubenférmiges Korperchen,
dessen Zellwinde sich vom Zentrum aus verdicken und dunkel
fdrben. Durch die dichte Lagerung der Zellen und die dunkle Farbe
der Wiinde wird das auf diese Weise entstandenc Mikrosklerotium
undurchsichtig (Abb. 4 und 3). Die Bildung von Mikrosklerotien
als Folge einer Anastomose von Konidien konnte nicht beobachtet
werden (WILHELM, 1954b). Die Mikrosklerotien bildenden Formen
werden hier als ““Mikrosklerotien-Typus™, abgekiirzt Mskl-Typus
bezeichnet. ' : )

3. Aus Chrysanthemuwm und aus Impatiens balsamina wurde je einmal
ein Verticillium-Stamm isoliert, in dem im hyalinen Mycel dunkle,
dichtgebtindelte Hyphen angetroffen wurden. Diese Biindel entstan-
den aus einfachen Hyphen, die wenig anschwollen und zahlreiche
Querwinde bildeten, Die gebiindelten Hyphen bestanden in der
Folge aus Fiden, die aus Reihen gegeneinander liegender, kugeliger
Zellen zusammengesctzt waren. Die Zellwande firbten sich dunkel
und die Zellen enthielten ein reichliches kérniges Plasma (Abb. 6).

Dieses gebiindelte Mycel kommt wahrscheinlich mit dem Ruhe-
stadmt}n iiberein, das durch Reinke und Berthold bei V. albo-atrum
beschricben wurde. Von cinem dieser Stimme mit gebiindelten
Hyphen wurden Einsporkulturen hergestellt; in diesen traten die
-gebiindelten Hyphen wiederum auf. Merkwiirdigerweise gingen diese
nach einiger Zeit zur wiederholten Bildung von einzelligen Sprossen
uber und zerfielen in grisssere oder kleinere Stiicke. In diesem Stadium
waren sie von den von KLEBAHN (1913) beschricbenen Mikrosklerotien
nicht mehr zu unterscheiden. Aus dieser Tatsache kann geschlossen
werden, dass Reinke und Berthold und Klebahn wahrscheinlich ver-
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Abb. 3. Einzelne, dunkle Hyphe eines zum d.M.-Typus gehbrenden Stammes,
i Vergr. 1500 mal. :

Abb. 4, Beginn der Bildung eines Mikrosklerotiums, Vergr, 1500 mal,
Abb. 5. Ausgewachsene Mikrosklerotien, Vergr. 800 mal.
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Abb. 6. Gebiindelte dunkle Hyphen, Vergr. 1500 mal.
Abb. 9. Querschnitte durch den Stengel einer von Verticillium befallenen Bal-
samine, Vergr, 1 x.
Abb, 10, Thyllenbildung im Xylem einer von Vers
Vergr. 750 mal,

icillium befallenen Balsamine,
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schiedene Entwicklungsstadien ein und desselben Pilzes beschrieben
haben. _

4. An den farblosen Hyphen entstehen dunkle Chlamydosporen,
Derartige Formen werden zum “Chlamydosporen-Typus”, abgektirzt
Chl-Typus gerechnet. '

5. Die Kulturen bestehen nur aus farblosen Hyphen:

~_In allen Fillen wurden Konidientriger und Konidien gebildet.
Von 70 untersuchten Stimmen, die von aus den Niederlanden
stammenden Pflanzen isoliert worden waren, gehérten 66 zum Mskl-
- Typus, 3 zum d.M.-Typus und einer zum Chl-Typus. Keine dieser
Wildkulturen hestand ausschliesslich aus farblosen Hyphen. Dagegen
wurden beim Weiterziichten verschiedener zum Mskls und d.M.-
Typus gehdrender Stimme Einsporkulturen erhalten, die einerseits .
vollkommen farblos waren, anderseits mehr oder weniger zahlreiche
Mikrosklerotien oder ein dunkles Mycel bildeten.

Auch die drei durch Isaac {1949, 1953c¢) isolierten Chl-Typen, die
sich in den Sammlungen des ‘“‘Centraal Bureau voor Schimmel-
cultures” befinden, wurden im Laufe dieser Untersuchungen auf jhre
Pathogenitit gegeniiber Impatiens balsamina, Antirrhinum majus und
Fraxinus excelsior gepriift. Die Resultate waren jedoch negativ. Bei den
infizierten Pflanzen traten keine Symptome auf und der Pilz konnte
aus diesen auch nicht reisoliert werden. Die gleichzeitig gebrauchten
Staimme vom Mskl- und d.M.-Typus No. 1 und 19 verursachten
dagegen auf den drei Pflanzenarten cine Welkekrankheit.

b. Sparenme&sungen und .Entwic.klungder Konidientrger

- Vorerst wurden von den in Tabelle 2. genannten Verticillium-

Stimmen Einsporkulturen hergestellt.. Von jeder Herkunft wurden
100 Sporen einer 14 Tage alten Einsporkultur gemessen. Finl der
untersuchten Kulturen gehorten dem d.M.-Typus und zwdlf dem
Mskl-Typus an. Die mittleren Fehler bei den Breiten- und Langen-
Messungen stimmen bei den’ 17 Einsporkulturen stark miteinander
tiberein und betragen bzw. 0.44 und 0.97. Der Streuungs-Koeffizient
betrigt dann 19 bzw. 21 %,. Die Wahrscheinlichkeit, um einen wesent-
lichen Unterschied von 10 % - (im Prozenten vom Mittel der beiden
Kulturen) zwischen zwei Einsporkulturen als gesichert (auf dem
Niveau 0.05)' nachzuweisen, betragt ungei‘dhr_ 90 9%, wenn der
Variations-Koeffizient - 20 %, betrdgt. - = e

Die berechnete F-Zahl betrigt fir die finf zum d.M.-Typus
gehorenden Verticillinm-Stimme fiir die Lange der §poren 12.% und
fir die Breite 19. Fiir die zwslf zum Mskl-Typus gehorenden St'ammc
ist diese Zahl 19.1 und 83.2. Alle diese Werte sind schr gut ges.lchert.
Die Variations-Analysen zeigen, dass die Einsporkulturen in_der
Sporen-Grésse sich voneinander auch _innerhalb der 'belglen Verti-
ctllium-Typen unterscheiden. Um nachzugehen, welche Elnspor}cul-
turen in der Linge und Breite der Sporen wirklich verschieden sind,
wurde mit den “Studentized range” im Sinne von .KEULS (1952)
gearbeitet. Die erhalienen Resultate zeigten, dass die  gesicherten Unter—l
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TABELLE 2

Sporen-Grésse von 16 verschiedenen Einsporkulturen

Verticillium-Stimme . .
- Typus %tﬁﬁﬁ:os:ﬁ - B/L Grenz-Werte

No. Isoliert aus ge] _

1 | Selanum Iycopersicum | d.M. | 2.55 X 5.09 g | 0.50 1.87-3.75 x 3.37- 7.87 u
2 | Solanum lycopersicum | ,, | 2.74 x 585 u | 047 2 1.50-5.25 x 3.37-1065 u
3 i Antirrkinum majus . 221 x 494 p 1045 ja| 1.60-3.20 x 3.20- 768 p
4 | Humulus lupulus » | 242 % 5.20 & 0.468 1.92-3.20 x 3.52- 7.04
5 { Fragaria spec. s 2,34 x 5.74 . p | 0.41 1.60-4.48 x 3.84— 9.28 u
6 | Aster chinensis Mskl | 1.85 x 4.10 x [ 0.45 1.55-3.41 x 2.94 8.51

7| Helichrysum bract. sy 2.09 x 422 p (049 1,55-4.34 x 3.10- 6.20 ¢
8 | Antirrhinum majus s 1,98 x 4.26 p 046 1.55-3.10 x 2.94- 9.28 u

9 | Antirrhinum majus s 2.07 x 4.02 p | 0.51 1.55-3.10 x 2.79- 7.75
10 | Chynandropsis spec. | » | 2.23 X 4.12  [054] | 1.50-3.60 x 3.00- 7.12
11 | Phivx decussata a5 2,15 x 448 u |0481b| 1.42-3.75 x 3.00- B.25 p
12 | Aatireiinum majus s | 2,20 x 421 p [0.52 1.50-3.60 x 3.00- 6.75 &
13 | Alstroemeria aurant. s 2.18 x 428 » 10.51 1.50-3.00 x 2.40- 6.75 p
14 | dntirrhinum majus . 2,12 % 443 4 | 048 1.50-3.37 x 3.00- B.70 u
15 | Gerbera jamesoni v 2.14 x 4.27 x4 ; 0.50 1.50-3.75 % 3.00- 6.75 x
16 | Humulus lupulus - 2.08 x 4.32 p |0.48 | | 1.50-3.00 x 3.00- 6,90 u
17 | Gossypium spec. »s 3.42 % 5.85 1 | 0.58 1.92-4.80 x 3.84-10.88

d.M. = dunkler Mycel Typus;

Mskl = Mikrosklergtien-Typus;’

B/L. = Breite/Linge,

schiede zwischen den Léngen und Breiten der Konidien der verschiedenen
Einsporkulturen nicht mit dem Vorhandensein von Mikrosklerotien oder von
dunklem Mycel korrelieren. ' :

In der Groésse und Form der Konidien lassen sich daher die beiden
Typen nicht unterscheiden. Auch das Verhiltnis der Breite zur
Lange der Sporen (a = 0.458, b = 0.492) liefert hier keine ver-
wertbaren Unterschiede. Teilen wir die Stimme nach der Sporen-
grosse in verschiedene Klassen ein, dann erhalten wir das in Abb. 7
wiedergegebene Bild. Bei den zum Mskl-Typus gehdrenden Stimmen
variieren die Sporen in der Breite meistens zwischen 1.5-2.5 und in
der Linge zwischen 3.0-5.5 u; fiir den d.M.-Typus betragen diese
Werte 1.5-3.5 und 3.5-6.5 4. Auch hier bestehen in der Variations-
Linge und -Breite nur geringe Unterschiede. Die zum d.M.-Typus
gehorenden Stimme zeigen in der Sporen-Grisse eine grossere
Streuung als die zum Mskl-Typus gehsrenden. -Auffallend ist, dass
die fiir. die Sporenlingen berechneten Kurven sowohl bei den zZum
d.M.-Typus wie den zum Mskl-Typus gehérenden Stimmen zwei
Kulminationspunkte haben. Diese Erscheinung trat nicht nur nach
der Summierung der Werte der verschiedenen Stimme auf, sondern
wurde auch bei 14 von 16 Stimmen einzeln wahrgenommen.

Bei den folgenden Stimmen wurde mit Hilfe der von VERNON
(1931) beschreibenen Methode die Bildung der Keonidientriger
- beobachtet: Zwei Mskl-Typen, isoliert aus Solanum

_ tuberosum (No. 21)
und Solanum lycopersicum (No. 19) und zwei Typen mit dunklem
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Abb. 7. ‘Lingen- und Breitenkurven der Konidien der beiden"Vmicillz'um-Typcn,
bestimmt aus je 100 Messungen von je 5 verschiedenen Stdmmen.

_ Breitenkurve der zum Mskl-Typus gehorenden Stimme;

— Lingenkurve der zum Mskl-Typus gehdrenden Stdmme;

— — _ —— = Breitenkurve der zum d.M.-Typus gch?rendcn Stamme;

+ — - «— = Langenkurve der zum d.M.-Typus gehorenden Stimme,

Mycel, isoliert aus Solanum tuberosum (No. 18) und Fragaria spec.
(No. 5). Bereits nach 48 Stunden wurden die ersten Konidien gebildet;
bei einem Stamm mit dunklem Mycel zwar nur in geringem Masse.
Tn allen Kulturen variierte die Liénge der Konidientriger sehr stark.
Besonders an Stellen, wo das Mycel cine grosse Dichte hatte, waren
sie lang. Bei den vier untersuchten Stimmen konnten in der Farbe
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und der Linge der Konidientriger keine Unterschiede gefunden
- werden.

c. Physiologische Untersuchungen

‘Nun lasst sich jedoch die Frage aufwerfen, ob sich die beiden
Typen auf Grund physielogischer Merkmale unterscheiden lassen.
Weichen sie zum Beispiel in threr Pathogenitit oder in ihrer Tempera-
turempfindlichkeit voneinander ab und muss dies in der Namengebung
beriicksichtigt werden, z.B. durch die Unterscheidung von bestimmten
Rassen, ‘“Formae”, innerhalb der Art.

Um den Einfluss der Erndhrung auf das Wachstum und die Form
der Mycelrasen zu untersuchen, wurden fiinf Stimme mit dunklem
Mycel und finf Stimme mit Mikrosklerotien, je vier mal auf Kar-
toffelsttickchen, Maismehlagar und Malzgelatine geimpft. Die aul
den zwei erstgenannten Nihrbdden heranwachsenden Kulturen
wurden bei 23° G bewahrt; diejenigen auf Malzgelatine bei einer
Temperatur von .15° C. Nach 5 und nach 16 Tagen wurden die Kul-
turen miteinander verglichen. Auf den Kartoffelstiickchen konnten

- innerhalb der zehn Stimme keine Unterschiede im Wachstum wahr-
- genommen werden. Beide Typen entwickelten ein emporstrebendes
Luftmycel und Hyphen, die sich hédutchenformig flach iber den
Nihrboden ausbreiteten. Auch die Kulturen auf Malzgelatine zeigten
untereinander praktisch kein Unterschiede. Nur bei den auf Mais-
mehlagar heranwachsenden Kulturen bildeten vier der funf Mskl-
Stimme ein reichliches Luftmycel, wihrend vier der fiinf Stimme
mit dunklem Mycel sich flach itber den Agar ausbreiteten. Bei beiden
Typen verhielt sich jedoch ciner der Stimme gerade umgekehrt.

Nach Van pEr VEEN (1930) sollen die Typen mit Mikrosklerotien
auf Richard’s Nahrlésung nur an der Oberfliche wachsen, wihrend
diejenigen mit dunklem Mycel sich auch in der Flissigkeit entwickeln
sollen. Aber auch dieser Unterschied liess sich nicht bestitigen: elf
untersuchte Mskl-Stimme entwickelten sich ausser an der Oberfliiche
auch im Inneren der Nihrlosung. :

Fur dic Mycelausbreitung (Wachstumsschnellheit) in vitro werden
fiir die beiden Verticillium-Typen in der Literatur oft verschiedene
Minimum-, Optimum- und Maximum-Temperaturen -angegeben.
Selbst bestimmt wurden diese bei den in Tabelle 3 angefithrten
Stimmen. In dieser sind die Mittelwerte von 16 Messungen einer

- acht Tage alten Kultur angegeben. Das Temperatur-Optimum erwies
sich bei den hier gepriiften Stimmen als fir die beiden Typen ver-
schieden. Fiir die zum Mskl-Typus gehorenden Stimme lag es bei
diesem Versuch bei 25° C und fiir die zum d.M.-Typus gehorenden
bei 20‘_’ C. Nur der Verticillium-Stamm No. 91 (="Stamm No. 9
nac{x ciner Passage durch Antirrhinum) bildete eine Ausnahme di;tSCI"
gchorte zum Ms}:l—Typus und sein Optimum lag bei 20° C. Das
T(_:mpcra_tur-Mlmmum wechselte bel den verschiedenen Stimmen.
lee rélzimmale Wachstums"temperatu‘r der zum Mskl-Typus gchoren-

en Stimme lag etwas héher als diejenige der zum d.M.-Typus ge-
horenden Stimme. Dlese-Tcmperaturcn betrugen 30° C baw. 25° C.
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. TABELLE 3
Der Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von 10 Verticillium-Stammen
in vitro .

Stamm Typis Wachstum in mm bei verschiedenen Temperaturen
No. T o0 | s | r0oe | 15° | 20° | 25° | 30° | 35° |40°C
1 d.M. 0 1.2 | 38 [103 |13 98] 0 t t
5 » 0 2.0 | 6.1 [128 | 142 10.1 0 T t
18 » 0 1.1 50 | 109 | 128 | B85 | t T T
3 » 0| 19 | 57 {122 | 157 1087 ¢ t i
19 Mskl 0 0 15 ] 85 42| 681 16 t t
20 . 0 1.1 | 39 |11.3 | 15} | 137 | 5.7 T T
21 » 0 0 2.7 76| 84| 109 | 39 t t
22 » 0 0 47 | 97| 133 | 48 27 0 T
9 » 0 0 46 | 84| 120 | 1321 32 0 :[

17 » 0 12 | 41} 85 112 | 16| 13 1
91 s 0 0 4.1 781 112 96| 20 ¥

1 = Mycel abgestorben.

Wie verhilt es sich mit der Lebenskraft des Mycels, nachdem das
Wachstum unter dem Einfluss hoher Temperaturen gehemmt worden
war? Die betreflenden Versuche wurden mit Verticillium-Stdmmen
ausgefihrt, die zum d.M.- und zum Mskl-Typus gehorten. Diese
wurden auf sterile Lupinestengel in Kulturglischen und auf Kar-
toffelagar in Petrischalen geimpft. Nachdem die Pilze auf diesen
Nihrbéden gut angeschlagen waren (nach 12 Tagen), wurden sie
in Thermostaten von 25°, 35°, 43° und 60° C gesetzt und dort withrend
ein, zwei oder drei Tagen inkubiert (Tabelle 4). Hierauf wurden die
Lupinestengel und ausgestochene Stiickchen der Mycelrasen aus den
Kartoffelagarschalen tibergebracht_auf Kirschenagarschalen. Diese
wurden im Thermostaten bei 25° C bebriitet. Nach etnem Verbleib
von einem Tag bei 45° C oder bei 60° C waren alle untersuchten
Stamme abgestorben. Nach einer dreitigigen Inkubation bei 35° C
waren diec zum d.M.-Typus gehdrenden Stimme abgestorben,

TABELLE 4

Bestimmung der Absterbungs-Temperaturen

— — -

. o . Wachstumil—a_cﬁ der Inkubation bei:
Stamun T Inkubationszeit ‘

No. | - ypus in Stunden: - 25° 350 : - 45 600 C

1 d.M. 24 - + - —

e 48 + + - —

as 72 -+ —_ - —

9 -Mskl 24 -+ -+ — —

. 48 + o+ — —

. 72 - + +- — —

+ = Wachstum des Mycels;
~— = kein-Wachstum des Mycels. -
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wihrend die Stimme vom Mskl-Typus noch lebten. Dieser Versuch
wurde mit denselben Pilzstimmen wiederholt. Diese wurden in
Petrischalen auf Kirschenagar geimpft und nach einem 12-téigigen
Wachstum bei 25° C wihrend 3, 4, 5 und 6 Tagen in einem Thermo-
staten von 35° € inkubiert. Es zeigte sich wiederum, dass die zum
d.M.-Typus gehérenden Stimme bei 35° G schneller abstarben als

TABELLE . D

Bestimmung der Temperatur-Empfindlichkeit von Verticillium

Stamm T Inkubation bei 35° G wihrend:
118
No. P 0 3 | 4 5 6 Tagen
1 d.M. + — — — —
5 23 + ' — i - -
3 Mskl + + + + +

+ = Wachstum des Mycels nach verschiedenen Inkubationszeiten s
— = kein’ Wachstum des Mycels .

TABELLE 6
Wachstumszunahme des Mycels bei 25° C nach einer Inkubation von 0-6 Tagen
bei 353° C
Stamm Typus Altertum Wachstum in mm
No. der Kultur 0 2 3 4 5 6 Tage
1 dM. | 12 Tage | 30% 30% s 0 0 0
3, 274 28 25 183 0 0
5 . » 12 30 24 ] 0 0 0
. 23 28 293 284 264 0 0
9 Mskl | 12, 39 38} 384 38% 33 30%
23, 333 294 293 323 24, 193

s == sehr geringes Wachstum.

dicjenigen des Mskl-Typus, die auch nach sechs Tagen noch im
Stande waren, sich weiter zu entwickeln (Tabelle 5). Dieser Versuch
wurde mit denselben Stimmen nochmals wiederholt, doch nun waren
die gebrauchten Kulturen 12 und 23 Tage alt. Diese wurden wiederum
wihrend 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen bei 35° G gehalten (Tabelle 6). Die
Schalen wurden an aufeinander folgenden Tagen in den Thermo-
staten gesetzt; so konnten alle gleichseitig wieder herausgeholt, iiber-
geimpft und bei 25° C inkubiert werden. Das Wachstum wurde
hierauf nach zehn Tagen gemessen. Dic Werte wurden aus vier
Messungen ermittelt. Auch dieser Versuch zeigt, dass die zum d.M.-
Typus gehérenden Stimme héhere Temperaturen schlechter ver-
tragen als die zum Mskl-Typus gehorenden und dass hierbei dlteres
M'{}:el v;(_:mg]';:r cmpﬁnc]ilich ist als junges Mycel.
- aie Irage zu beantworten, ob die ‘bei den
Stimmen fiir dic beiden Typen abweichende Tempera&?fg;;lgf}ilrtg}
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TABELLE 7
Wachstumszunahme des Mycels bei 25° G nach einer Inkubation von 0-10 Tagen
bei 35° C
Stamm Wachstum in mm
Typus Isoliert aus:
No. 10
012{?,\455]7 B | Tage
1 d.M. | Selanum lycopersilmm 33133433 (324|381 | 8 - T
5 » Fragaria spec. 23 (327 |223(31 |28 | T | 1 T T
18 » Solanum luberosum- |33 129 27425 R 1 1}
19 Mskl | Solanum lycopersicum | 33 132} 3511301 30 |11 |20%(354) s T
20 " Fragaria spec. 44 |41 |39% 40 |394140 |40 39 |39% 37
21 . Solanum tuberosum |35 (35 1344|343 36136435838 1374 T

s = sehr peringes Wachstum;
t = abgestorben,

lichkeit fur mehrere Vertreter dieser Typen charakteristisch _ist,
wurde der oben beschricbene Versuch mit je drei Staimmen der beiden
Typen wiederholt. Hierbei betrug die Versuchsdauer 10 Tage. Die
verschiedenen Verticillium-Stamme wurden so gewiihlt, dass jeweils
“ein Mskl-Stamm und ein d.M.-Stamm von derselben Wirtspflanzen-
Art isoliert worden waren. Die Resultate sind in Tabcile 7 wieder-
gegeben. Auch bel diesen Versuchen waren die zum_d.M.-Typ'us
gehdrenden Stamme fur hohere Temperaturen empfindlicher als dic-
jenigen vom Mskl-Typus. Bei 49° C verlief der Absterbe-Prozess
schneller, aber auch hier vermochten die zum Mskl-Typus gehoren-

TABELLE 8
Wachstumszunahme des Mycels bei 25° G nach einer Inkubation von 0-11 Stunden
‘ bei 45° G
I o] Wachstum in mm
Stamm Typus Isoliert aus: — ‘
No. ) 0 1 |"2 | 4|6 11 Stunden
1 d.M. | Solanum lysopersicum | 39% | 37 29 4 4
3 » Fragaria spec. 39 |373|34 | 21% t t
18 ' Solamn tuberosum | 38% |39 133 | S 1 1
19 | s | Solanum bycopersicum | 27% | 268 | 2741 8 T +
20 1 Fragaria spec. 17" 146 (441|323 ¢ t
21 * | Solanum tuberosum |32 |3% 130% 28} | t 1

s = sehr geringes Wachstum;
t = abgestorben.

den Stimme den hohen Temperaturcn besser zu wiederstehen als

diejenigen vom d.M.-Typus Tabelle 8). L .

iljm ngStzuSteHen, ob erilf:se i(n vitro beobachtete Empﬁndhchkelt in
Temperatur fiir die beiden Typen auch in vivo gilt, wurden Infsk-
tionsversuche mit je einem von Kartoffeln __lsohcrt(_en Stamm h.er
beiden - Typen auf Impatiens balsamina ausgefuhrt. ch'beldcn er
gebrauchten Stimme wurden auch bet den oben l?esc!mebenen A Er-
suchen verwendet. Die Infektionsversuche wurden in einem Gewdachs-
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hause der “Rijks Tuinbouw Consulentschap voor de Bloementeelt”
in Aalsmeer ausgefithrt. Ungefihr 15 cm hohe Pflanzen wurden am
Stengelfuss mit Sporensuspensionen der beide Staimme injiziert. Hier-
_aufl blieben dic Pflanzen wihrend fiinf Tagen im Gewiichshause
stechen. Dann wurde ein Teil von ihnen in einen mit einer TL-
Beleuchtung vorsechenen Thermostaten gesetzt; dieser wurde auf
35° C gebracht. In diesemn blieben die Pflanzen wihrend 5 oder
10 Tagen, und wurden hierauf ins Gewichshaus zuriickgesetzt. Wie
Tabelle 9 zeigt, verwetkten die mit einem Stamm von d.M.-Typus

TABELLE 9

Welke infcktierter Impatiens balsamina-PHanzen nach einer Inkubation von 5 oder
10 Tagen bei 35° C; 9 Pflanzen pro Versuchsreihe

Anzahl kranker Pflanzen nach:
Behandlung | Infektiert mit:
7 10 20 1 30 40 50 |60 Tagen

200 C Mskl-Typus 2 9 9 9 9 9 9
35° C, 5T. . » 0 10 8 9 9 9 9
35° G, 10T. ” a 0 0 | 0 5 6 9 9 -
20° C d.M.-Typus 0 5 9 9 .9 9 9
35° Q, 5T. P 0 0, 0 4 6 | 7 7
35° C, 10T. | -,, » 0 0 0 0 1 2 3
200G . Kontrolle 0 ] 0 0 0 0 0
35° G, 5T. » 0 0 0 0| 0 0 0
35° C, 10T. » -0 0 0 0 0 0 0

infizierten Pflanzen nach der Temperatur-Behandlung spiter als die
mit einem Mskl-Stamm infizierten. Sechs der neun mit dem d.M.-
Stamm infizierten Pflanzen verwelkten nach einer 10-tigigen Tempe-
ratur-Behandlung iiberhaupt nicht mehr; dies im Gegensatz zu den
mit dem Mskl-Typus infizierten Panzen, die schlussendlich alle ver-
welkten. Wahrscheinlich iiberstand ein kleiner Teil des Inokulums
des zom Mskl-Typus gehérenden Stammes in den Pflanzen die
Temperatur-Behandlung; das uiberlebende Mycel konnte allm#hlich
wieder zur Entwicklung gelangen und spéter noch eine Welke
auslsen. -

Dies deutet darauf hin, dass der d.M.-Typus auch in vivo durch
hohe Temperaturen starker beschidigt wird als der Mskl-Typus.
Ferner zeigen diese Versuche, dass die Empfindlichkeit fiir hohe
Temperaturen fir die Vertreter beider Typen in vitro grosser ist
als in der Pflanze (vgl. Tabelle 7 und 9). Jedenfalls war das Mycel
des d.M.-Typus in vitro bereits nach einer Inkubation von funf

Tagen bei 35° C ganz abgestorben und dasjeni ‘ R
nach einem Verbleib von glO Tagenull)lei 3§§J60rflge des Mskl-Typus

2. DEer- LeEBENsZYXLUS

a. Das Eindringen des Pilzes in die Wurzeln

Das Eindrin

Phipes pndri gen von Verticillium in die Wurzeln wurde bei Lupine-

ntersucht, die zu diesem Zwecke in grossen Reagenz-
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glasern auf einer flissigen Nahrlosung geziichtet wurden, Finige Tage
nach der Keimung der Samen wurde dieser eine Sporensuspension
des Pilzes zugefiigt. Die Versuche wurden miteinem Verticillium-Stamm
-vom Mskl-Typus (No. 9) ausgefitbrt. Nach 24 Stunden wurden in
der Nihrlgsung auf den Wurzeln gekeimte Sporen beobachtet. Ein
Seitenzweig eines Keimschlauches, dessen Spitze angeschwollen war,
berithrte ein Wurzelhaar. Von diesem geschwollenen Schlauchende
aus entwickelte sich eine spitze Hyphe (Abb. 8a). Sobald diese das
Wurzelhaar berithrte, entstand sowohl in der geschwollenen Hyphen-
spitze als im Wurzethaar eine auflallend schnelle Plasma-Strémung.
Zwei Tage nach der Infektion waren bereits mehrere Hyphen in die
Wurzelhaare eingedrungen (Abb. 8b). Nach drei Tagen wurde ein
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Abb. 8. Das Eindringen von Keimschliuchen in die Wurzelhaare von Lupinus
luteus a) 24 Stunden b) 48 Stunden nach der Zufiigung einer Sporensuspension.

von einer Spore ausgehender Keimschlauch im Wurzelparenchym
bereits vier Zellagen tief beobachtet. Dieser war geradewegs durch
den Cortex eingedrungen und wuchs gegen das Xyle‘r‘n._ In kcmcxg
einzigen Fall konnte die Bildung von sogenannten ‘Lignitubern
beobachtet werden. L .
Auch das Eindringen von Verticillium in die Wurzeln von Impatiens
balsamina konnte beobachtet werden. Ausserlich desinfizierte Samen
wurden in Petrischalen auf Czapek-Agar ausgelegt. Sobald die her-
anwachsenden Wurzeln eine Linge von ungeffi}}r 9 cm erreicht ha_tten,
wurden sie mit Tropfchen einer Sporensuspension iibergossen.: Die so
infizierten Wurzeln wurden nach verschiedenen Zeiten in Formalin-
Alkohol-Essigsdure (Jomansen, 1940) fixiert. Die Sporen hatten nach
24 Stunden Keimschliuche gebildet. Diese waren in die Wurzel-
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haube und in Wurzelhaare ecingedrungen und am zweiten Tag
durchwuchsen sie auch die Kutikula und die Wénde der Epidermis-
zellen. Auch wuchsen sie interzelluliir zwischen den Epidermiszellen.
Sechs Tage nach der Infektion konnten die ersten Pilzhyphen im
Xylem beobachtet werden.

b. Die Entwicklung und Aushreitung des Pilzes in der Pflanze

Um der Entwicklung von Veriicillium in der Pflanze nachgehen zu
kénnen, wurden die Wurzeln von ungefihr 18 cm hohen, in Tépfen
geziichteten Pflanzen von Impatiens balsamina sorgfiltig in Wasser
gespiilt und in eine Sporensuspension eines zum Mskl-Typus gehdren-
den Verticillium-Stammes getaucht. Hicrauf wurden die Pflanzen
wiederum in Blumentépfen ausgepflanzt. Bereits nach 10-12 Tagen
hatte sich der Pilz durch den gesamten Stengel verbreitet und liess
sich selbst aus der Spitze reisolieren. Ausserlich traten zu diesem
Zeitpunkt an der untersuchten Pflanze noch keine Symptome auf.
Als erstes Zeichen der Infektion liess sich einige Tage spéter eine
Verfiarbung an einer Seite des durchscheinenden Stengels beobachten;
cin an dieser Seite entwickeltes Blatt begann gleichzeitig zu ver-
welken.. Die Verfiarbung breitete sich unregelmissig in Form von
dusserlich sichtbaren, dunklen Streifen aus; die Welke wurde stirker,
bis die Pflanzen véllig abstarben. Bei ihnen entstanden aufden Stengeln
braun-schwarze Flecken, die von den dunklen Streifen ausgingen.
Diese Flecken waren nicht auf den zentralen Teil des Stengels be-
schriankt, sondern breiteten sich bis unter die Epidermis aus.

Die dunklen Verfirbungen wurden vor dem Absterben nur von
Schwirzungen im Xylem verursacht; der Pilz konnte nur in den
Xylem-Gefissen gefunden werden. Als Reaktion trat eine Verfirbung
der Xylem-Winde, sowie Thyllenbildung und Absetzung einer
gummdbsen Masse auf (Abb. 9, 10 und 11). Bei den absterbenden
Pflanzen zeigten die mikroskopischen Untersuchungen, dass in diesem
Stadium neben den Gefissen auch die Zellen des Holzparenchyms
volkommen schwarz waren. Der Inhalt bestand aus einer dunklen
Substanz. Das Kambium und das Phloem waren tetiweise abge-
brochen und schwarz verfirbt. Die Hyphen traten nun aus den
Gefassen in den Cortex tiber; gewisse Zellen der Rinde hatten einen
gelbbraunen Inhalt. Sobald das Gewebe der Pflanzen vollkommen
oder teilweise abgestorben war, wurden Mikrosklerotien angetroffen
die inter- und intrazellulir im Mark, in den Gefissen und in der
Rinde gebildet wurden. Mit den absterbenden Pflanzenteilen ge-
langen diese Mikrosklerotien in den Boden. Bei hoherer Feuchtigkeit
entwickelten sich auf den abgestorbenen Stengeln auch Konidien,
die unter natiirlichen Umstinden vor allem durch Regenspritzer
verbreitet werden. _

Die Balsamine war als Versuchspflanze besonders gecignet, da bei
den durchscheinenden Stengeln * die susserlich sichtbaren Ver-
?;Eugegse%greernt:%ﬁz;}frtgg Pflanzen mit den Verfarbungen der Gefiisse
o joder Zett ﬁu};seili‘éheﬁglﬁummten' So liess sich der Befallsgrad

rmehmen, ohne dass diese beschidigt
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~ werden mussten. Man kann sich nun die Frage stellen, ob die sich
unregelmiissig fortsetzenden, oft unterbrochenen Gefiss-Verfarbungen
durch das sich durch Wachstum aushbreitende Mycel oder durch die
in den Gefissen abgeschnirten, mit dem Transpirationsstrom nach
oben verfrachteten und erneut gekeimten Konidien verursacht werden.
" Unter natiirlichen Umstinden ist der Transport von Sporen in
den Gefissen nur moglich, wenn diese am eingedrungenen Mycel
gebildet werden. Bei mikroskopischen Untersuchungen an nicht ver-
wundeten, durch dic Wurzeln infizierten Pflanzen wurden tatsichlich
einige Male in den Gefdssen Konidientriger und Konidien gefunden,
Auch Rerxke und BerToLD (1879) beschrieben .und zeichneten
Konidienbildung in den Gefassen. Ferner haben KrLepaun (1913),
Vax pDErR MEER (1925), PETHYBRIDGE (1916), Rangix (1914) und
Van pEr Lek (1918) in den Gefdssen Konidien beobachtet. ]
Falls jn den Gefassen Sporen gebildet werden, dann miissten die
- nach einer Injektion einer Sporensuspension 1 den Stengel sich
cinstellenden Krankheiisbilder mit den nach ciner natirlichen
Infektion durch die Wurzeln auftretenden Symptomen bis zu emnem
gewissen Grade iibereinstimmen. ) )
Um dies zu untersuchen, wurden Balsaminen (und Eschen) mit
Hilfe der Trichtermethode oder mit einer InJekt_ions-Spntze. am
Stengelfuss (Insertionshthe 1 cm) infiziert. Bei diesen Infektions- .
methoden, bei denen Pilzsporen des Stammes No. 27 In die Gefisse
eingefiihrt wurden, war der Einfluss des Pilzes auf die Pflanzen
bereits nach 2—6 Tagen wahrzunehmen. Die Winde der Xylemzellen
verfirbten sich, was dusserlich an den durchscheinenden Stengeln
in Form von dunklen Streifen sichtbar war. Welke-Symptome traten
meistens erst nach 6-10 Tagen auf, Das erste welkende Blatt bcfapd
sich hierbei oberhalb der dunkel gelarbten Gefissbiindel. At_lch hier
verlief der weitere Krankheitsverlauf analog dem oben t:esc}}ncbencn.
Als ein Nachteil dieser Methode wurde die unumgingliche Ver-
wundung der Gefdsse und deren Folgen untm:funden.
Um den Transport der Sporcn in den Gefdssen zu untersuchen,
wurden Balsamine-Pflanzchen am Stengelfuss mit schwarzer Tusche
oder mit durch Eosin rot gefirbten Verticilliumsporen injiziert. Die

durch die Tusche verursachte Verfirbung breitete sich schnell in den

GoFiisser i “Teilchen konnten in der Pflanze auf
fissen aus und die Tusche-lellc o on Verticillium-

allen Hohen zuriickgefunden werden. Die gefark f
sporen wurden mit I-fgilfc der Trichtermethode in die Pflanze (le)mge-
fiihrt, Bereits eine Stunde spiter konnten sit 15 cm_oberhal er
Einfihrungsstelle zuriickgefunden werden, Der passive T-rei?spor}:
von Sporen in den Gefdssen ist dadurch bewiesen. Dies liess sic aw%c
bei etner Wiederholung des Versuches mit lebenden Sporen be-

ati i te z verschiederen Zeiten nach
g bl o reis o o en.u Bercits nach einer halben

der Infektion wieder reisoliert werde eits "
Stunde wurde er 10-18 cm oberhalb der Einfuhrungsstclle zuritck-

. 3 : ; den nach der
gelunden. Bei Fraxinus excelsior wurde der Pilz 24 Stun

Einfilhrung selbst 145 cm oberhalb der.InkaUDI}:‘-"StCHC angetx:oggp.
Zwischen dieser und der vom Pilz erreichten Hshe fanden sich 1n
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TABELLE 10

Abstand von der Infektionsstelle mit gelungener Reisolierung in cmn-nach Inji-
zierung einer Verticillium-Sporensuspension in den Stengelfuss, ven Balsaminen

~ Zeitpunkt nach dem Infektionsversuch in Stunden (h)

Infektions- oder Tagen {t)
methoden - g
1h | 3h [21h|27h] 2t | 3t | 4t | 6t | 8t [ 10t ] 13t | 15t
Trichter-Inf. 10 & 14 | 12 | 36 | 54 | 50 | 321)( 561)| 561}| 50| 481), 581)
Injektion 1810|121 81234 32 48" |601)|601)| 48%}| 561
1) = Spitze ungefahr erreicht,
Spitze cm
L o o o 1i{
by ‘” i
|I
ol
} |
1 ’|‘ l
| |
| | I
1oL il ‘i ’
| (U
| _
T
i - o
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0l_a | ! ] | ]_ﬂ
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Abb. 12. Die nach einer auf 1 cm Stengelhohe mit Hilf d i
ausgefishrten Infektion bei einer Balsamigen-Pﬂanze nalche v:rgc'lll‘{égllé:f:rrln CZtgi(;Ss
auftretenden, zusserlich sichtbaren Stengelverfirbungen,
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den Gefissen von Balsaminen mehr oder weniger regelmissig verteilt
Sporen zuriick. Wahrend des Transportes muss also ein Teil der
Sporen irgendwo an den Gefisswinden hiangen geblieben sein. Bei
der Reisolierung entwickelte sich das Mycel aus den auf Agar ausge-
legten, ungefahr 1 cm langen Stengelstiickchen; wahrscheinlich
keimten die in diesen anwesenden Sporen.

Die dunklen Verfirbungen entsteherr nicht immer von der Stelle
der Infektion aus, sondern oft hoher im PAarizenstengel (Abb. 12).
Die mikroskopische Nachpriifung derartiger Pflanzen zeigte, dass die
Verfarbung der Gefiss-Winde wie auch die Abscheidung einer
gummésen Substanz und die Bildung von Thyllen in den Geféssen
auftreten kann, ohne dass an den betreffenden Stellen Hyphen des
Pilzes zu finden sind. o ' '

_ Die Ursache der héher aufiretenden Verfirbungen muss daher
. in-den nach oben transportierten. und dann gckeimten Sporen oder
in der Wirkung von durch den Pilz abgeschiedenen Toxinen gesucht
werden. In den Gefissen konnten zwar ‘nie keimende Sporen
beobachtet werden. Aber die sich nach den am Stengelfuss ausge-

TABELLE 11 ‘

Die Verteilung des Mycels und die Gefasshiindel-Reaktion im Stengel nach
L verschiedenen Inkubationszelten

: e ——— e
: — . R ~ Vertarbung und
Infektions- | Tagenach | Welke- Myeel % ) Thyllen % %)
'r'r.leth()den Infektion | Symptome "p, oo T Mitte | Spitze] Basis Mitte | Spitze
: 'II'erl}cltcr 6 0 — =1 * -+ | —
njektion 6 0 + JIR [ | —
Trichter 8 0 + 16 — 33 20 20
Injektion 8 0 T = 2wy = =
'ITl‘ichter 10 I 7 20 - %g 20 | 20
njektion 10 I 7 3 | 2 — | =
Trichter 13 | I 10 17 13 20 | 66} 66
Injektion 13 I 17 13 7 50 33 33
Trichter 15 111 10 { 10 25 66 | 66 | 90
Injektion 15 I 22 12 11 50 | 66 | 66
“Trichter - S 17 I 22 17 | 25 {100 | 90 100
- Injektion 17 11 33 | 33 | 25 | 100 100 | 100

cel gefiillten Gefasse.

1) Prozentsatz der in Querschnitten mit My
2 vk nQ rfirbten Gefasse.

} Prozentsatz der in Querschnitten dunke! ve

0 keine Welke. .
I Beginn der Welke, ein oder wenige Blattchen mit Turgorverlust.

IT Grosserer Teil der Blattchen hingt schlaff oder yerdiirrt. .
ITI Nur in cliner'Spitze befinden sich noch einige scheinbar gesunde Blatichen.

— Qefisse normal. )
+ sehr wenig Mycel bzw. geringe Verfarbung.
? Beobachtung unsicher. '

fiihrten Infektionsversuchen in den Gefassen entwickelnden Mycelien
traten zuerst in der Mitte der Stengel deutlich hervor (’I:abellcull).

Wenn die Sporen bereits an der Infektionsstelle "gckfz'lmt wiren,
dann hitten sich die Hyphen von hieraus in den Gcfassbu.ndcln nach
oben und eventuell auch nach unten ausgebreitet. In diesem Falle
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miissten sich die Symptome ebenfalls kontinuierlich von unten nach
ohen ausbreiten. Eine kurze Zeit nach der Infektion ausgefiihrte
Kontrolle zeigte, dass sich der Pilz nicht ausschliesslich von der
Infektionsstelle aus in der Pflanze entwickelt. Die Auffassung, dass
die Ausbreitung des Pilzes in der Pflanze nicht durch die von der
Infektionsstelle sich ausbreitenden Mycelien stattfinden kann, wird
noch durch die Tatsache bestitigt, dass beim Auslegen des gesamten
Stengels einer infizierten Pflanze oft gewisse Stiickchen gefunden
wurden, aus denen der Pilz nicht zu isolieren war, wiihrend er wohl
aus hoher und tiefer gelegenen Teilen des Stengels herauswuchs.

In den Balsaminen-Pflinzchen, die mit Hilfe der Trichtermethode
infiziert wurden, befand sich in der Mitte des Stengels mehr Mycel
als an der Basis bei der Einfithrungsstelle. Wenn die Keimung der
Sporen ausschliesslich bei der Wunde stattfinden konnte, missten.
wir gerade das Gegenteil erwarten. So war z.B. der Unterschied
zwischen der Mitte (16} und der Basis (+) bei einer mit der Trichter-
methode infizierten Pflanze sehr deutlich (Tabelle 11). Die Aus-
breitung der dunklen Streifen wihrend des Krankheitsprozesses ver-
stirkt diese Vermutung ebenfalls. Ferner wurde einige Tage nach
dem Entstehen der dunklen Streifen an den betreffenden Stellen oft
Mycel gefunden. Diese Beobachtungen zeigen, dass die in den Geféssen
héngen gebliebenen Sporen wohl zu keimen vermdégen. ;

Die Resultate der Sporeninjektionen in den Stengel kamen mit
denen einer natiirlichen Infektion durch die Wurzeln weitgehend
iiberein. Dies zeigt, dass die Sporen in unverwundeten Gefdssen zu keimen
vermigen.

3. Die Bipung voN ToxINeN
a, Die Toxizitdt von Kulturfiltraten

Die Bildung von toxischen Stoffen wurde u.a. bereits von BEwLEY
(1922), Prcapo (1923), Furron (1952), CarosErir (1955) und
Kigssic und Havner-Kiessio (1957) beschrieben. Bei etgenen Ver-
suchen wurden die verschiedenen Verticillium-Stimme in ihrer Toxin-

Wirkung mitcinander verglichen. Die folgenden Einsporkulturen
wurden gepriift:

Verticillium nubilum Chl-Typus isoliert aus Solanum tuberosum No. 24
39 ngrescens 1 ” Y3 3 7] T} ” 23 23a
”» 28 k 23 LH LH LH] 5 23b
v albo-atrum Mskl-Typus. ,, s Anitrrhinum :try'w : 9
»» o 22 ’ » s Humulus lupulus o 16
' s d.M.-Typus ,, s Solanum lycopersicum ,, 2

Diese Stamme wurden wihrend acht Tagen in einer Czapek Dox-
Nahrlésung bei Zimmertemperatur geschiittelt. Dann wurden die
Kulturen durch ein G5 Jena-Glasfilter abfiltriert. Abgeschnittene
Triebe von Lupinus luteus und Solanum lyeopersicum wurden hierauf in
dic Filtrate gestellt (Tab, 12 und 13). Alle Kulturfilirate der hier
gebrauchten Stimme iibten auf beide Pflanzen eine toxische Wirkung
aus. Bei den Trieben von Lupinus luteus trat nur eine Welke der Blitter
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TABELLE 12

Dic unter Einfluss von in vitro erhaltenen Toxinen verwelkten Triebe von Lupinus
luteus (Zahl der Triebe per Objekt: 4)

. Welke nach: B
Stamm Typus 5 Tagen 6 Tagen 7 Tagen
No. Verdinnung: Verdiinnung: Verdiinnung:
: t
24 Chl -3 1. ¢ 4 2 1 4 3 4
23a »s 3 2 2 4 3 3 4 4 3
23b . 3 4 1 4 4 1 4 4 3
9 Mski 2 2 1 3 3 2 3 3 3
16 ’ 0 0 0 2 2 0 2 3 3
2 d.M. 0- 0 0 1 3 I 3 4 1.
Kontr, Cz.Dox 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontr, Wasser 0 0 0
TABELLE 13

Die unter Tinfluss von in vitro crhaltenen Toxinen vez:welkten Triebe wvon
Selanum Iycopersicam (Zahl der Triebe per Objekt: 4)

o T Symptome nach:

Stamm

_ T 18h 24h 48h 72h
No. ypus Verdiinnung: | Verdiinnung: Verldiinnung: Vcrldiinnung:

1 l .

z

24 Chl 4k, 4W 0 4k, 4W 0 4k, 4W 0 4k, 4W 0
23a v 4k, 4W 0 4k, 4W 2W | 4k, 4W AW | 4k, 4W 4W
23b o 1w 0 3w 1w W 1w 3 1w
9 Mskl 4w 2w AW 3W 4W 4w 4W 4w
16 ' 4k, 4W 2W | 4k, 4W 2W | 4k, 4W AW | 4k, 4W 4W
2 d.M. 0 0 4W 0 4w 4W 0
Kontr. Cz.Dox 0 0 0 0 0 i) 0 0
Kontr. | Wasser 0 0 0 0

k = kriuseln und umrollen der Blattriander;
W = Welke der Blitter.

auf. Eine Braunverfirbung der Geftissbiindel konnte nicht wahr-
genommen werden. Die Tomaten-Triebe reagicrten viel schneller.
Hier zeigten die Blitter meistens zwei voneinander zu unterscheidende
Reaktionen, nimlich a) eine Welke und b) ein Aufrollen und
Kriuseln der Blitter, vor allem der Blattrinder, die dann in den
Interkostalfeldern dunkelbraun verfirbten (Abb. 13 und 14). Die
Stengel verloren ihren Turgor, was oft ihre. totale Erschlaffung zur
Folge hatte. Auch entstanden auf jhnen streifenformige, in der
Lingsrichtung verlaufende Einsenkungen (Rillen). Auffallend ist,
dass die Kulturfiltrate der Verticillium-Stimme No. 16, 23a und 24
auf Tomatenblittern die beiden genannten Reaktionen verursachen
konnten, wihrend bei den in Kulturfiltrate der Vertzvz_llzum-Stéimme
No. 2, 9 und 23b, gestellten Tomaten-Trieben nur dic Blitter ver-
welkten. Méglicherweise handelt es sich hier um die Wirkung ver-
schiedenartiger, metabolistischer Produkte (vgl. 5. 670). Bereits
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Caroserrr (1955) fand in Kulturfiltraten von Verticillium-Stimmen
zwei verschiedene toxische Produkte und Furton (1952) sprach von
einem Komplex verschiedener Verbindungen mit toxischer Wirkung.
Nach beiden Autoren verursachen diese Stoffe verschiedenartige
Welke-Symptome. :

Alle hier untersuchten Stimme bildeten in vitro fir Lupine und
- Tomate toxische Stoffe. Das Mass der Toxizitiat korrelierte jedoch
nicht mit der Virulenz der gebrauchten Verticillium-Stimme. Alle
zum d.M.- und Mskl-Typus gehdrenden Stimme hatten einen aus-
gesprochen parasitidren Charakter, wihrend die gebrauchten Stimme
No. 24, 23a und 23b (V. nubilum und V. nigrescens) keine oder eine nur
geringe Pathogenitit besassen.

b. Der Einfluss des Mpycelalters auf die Toxizitdt des Filtrates

Zwei Verticillium-Stimme, die zum d.M.- und Mskl-Typus ge-
hérten, wurden wihrend 1, 2, 3 und 4 Wochen nach der oben
beschricbenen Weise geziichtet und hierauf abfiltriert. Das Filtrat
wurde unverdiinnt und bel einem ersten Versuch mit Wasser 1:2

 TABELLE 14
Die Welke von Solanum lycopersicum-Trieben auf verschieden aiten Rulturfiltraten

Kultur- . 1. Alter. des Kulturfiltrates
Versuchd| Tt | B Noche | 2 Wochen | 3 Wochen | 4 Woeh

: ;- | mun o en ochen
e von nau:hg Verd. Verd.  Verd. Verd. -
No. | Typus 0+ 3 1{0 %% 1|0 & % I]0 3} 1
1 19 | Mskl | 30h 400 -111110 -9 3 0 ~-|12 55 -
9] » 42h 4 40 -112117 -9 7 6 —-112 96 -
1 ({dM.; 30h 876 —/11 90 —{7 4 0 ~|10 74 -
1 » 42h 10 8 7 112128 -18 6 4 -l12118 -
2 19 | Mskl | 30h -0 -0 -9-1|- 0 - 3| - —=- 2
19| » | 42n | -6 - 4| -10-11{- 5 - 7] - 9_10
1'7dM. | 30h -4 =-6)--9- 9, -5 - 4] - 9 7
1 » 42h | - 8 - 8| -12-12|-8 - 6| -12 - 11

Verd. = Verdiinnung,

und 1:4 verdiinnt gcbraucht; in elnem zweiten Versuch wurde
ausserdem mit Czapek Dox '1:2 verdiinnt. Tomaten-Triebe wurden
in Glidschen in je 20 cm® Kulturfiltrat gestellt (Tab. 14), Bei jeder
Verdiinnung wurden vier Triebe getestet, die unter Wasser von
ungefahr sechs Wochen alten Tomatenpflanzen abgeschnitten wurden,
Hierbei handelte ¢s sich um Pflanzen, die aus einem so homogen
moglichen Saatgut der Rasse “Potentaat’ selektiert worden waren.
Bei der Auswertung der Résultate wurden nur die Symptome an
den drei obersten Blattern der Triebe beriicksichtigt. Die optimale
Wirkung der Toxine auf die Blitter wurde mit der Ziffer 12 (4 x 3)
angegeben. Die Czapek Dox-Nihrlésung tibte wihrend der Ver-
suchsdauer keinen merkbaren Einfluss' auf die Blitter aus. Auch
wurde kein Unterschied gefunden zwischen der 1:9 Verdiinnung
mit Czapek Dox-Nihrlésung (I) und mit Wasser (3). Die in Kultur-
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Abb. 11. Hyphen von Verticillium in einer dunkel! verfarbten Gefasszelle der
Balsamine, Vergr. 750 mal.

Abb. 13. Tomatentriche auf Kulturfiltrat von Verticillium,

Abb. 14. Tomatentricbe auf Kulturfiltrat von Verticillium,

nach 12 Stunden.
nach 24 Stunden.
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Abb. 15.  Querschnitt durch einen Balsami
Rulturfiltrat von Verticillinm gesta
Abb. 16. Lingsschnitt du

Kulturfilirat von Verticillium gestanden hatte, Vergr. 500 mal.

nenstengel, der 24 Stunden in einem
nden hatte, Vergr. 250 mal.

rch einen Balsaminenstengel, der 24 Stunden in einem
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filtrat gestellten Tomaten-Triebe zeigten gewthnlich nach 30 Stunden
deutliche Symptome. Die Kulturfiltrate der beiden Typen zeigten
ungefihr dieselbe Wirkung. Die deutlichsten Welke-Symptome wur-
den mit Kulturfiltraten von zwei und vier Wochen alten Pilzkulturen
erziclt. Gegeniiber Filtraten von drei Wochen alten Schiittelkulturen
waren die Tricbe dagegen weniger empfindlich. Maglicherweise
hatte das Mycel im Kulturfiltrat nach zwei Wochen eine optimale
Quantitit giftiges Toxin gebildet, das dann wihrend des weiteren
Wachstums des Pilzes in der Flissigkeit wieder abnahm. Filtrate von
Nihrlgsungen, in denen der Pilz wihrend vier Wochen geziichtet
worden war, hatten wiederum ein stirkere Toxizitit, was moglicher-
weise an Abbruch-Produkte des Pilzes zugeschrieben werden kénnte.

c. “Replacement” Kulturen

Um nachzugehen ob vier Wochen alte Mycelien noch im Stande
sind Toxine zu bilden, wurden sogenannte “Replacement”’-Kulturen
eingesetzt. Hierbei wurde der abfiltrierte Mycelrasen griindlich mit
Wasser gespiilt und hierauf in eine frische Czapek Dox-Nihrlosung
gebracht, die vorher mit derselben Menge Wasser verdiinnt worden
war, Dies geschah, um die Endkonzentration der gelosten Nahr-
stoffe besser in Uebereinstimmung mit der Endkonzentration der
Stoffe in Filtraten der vorangegangenen Versuche zu bringen, -auf
denen sich die Pilzrasen wihrend langerer Zeit auf Kosten der ver-
schiedenen Nahrstoffe entwickelt hatten. Nach 24 Stunden Schiitteln
bei Zimmertemperatur wurde die Nihrlssung wiederum durch Glas-

TABELLE 15 S

Die toxische Wirkung der Filtrate von “rta_placefnent”-Kulturen mit Myecel
verschiedenen Alters auf sukkulente Triebe von Solanum lycopersicum

Kulturfiltrat von: Altertum des i Symptome nach: _
No. | Typu | MyeelsinWochen | g4y 27h 30h 36h
19 | 1 6 7 8 8

- Ml 2 12 12 12 12
. 3 8 1 12 12
- 4 6 8 9 9
A ' 5 B 9 9
M. 1

: M 2 8 9 10 1
. 3 6 6 8 8
. 4 3 6 8 8

Indexziffern 0-12 O = alle Blatter der 4 Tricbe gesund;
peenaem " 12 = alle Blitter der 4 Tricbe verwelkt (siche Text).

‘filter abfiltriert und auf ihre Toxizitit gegeniiber Tomaten-Trieben
gepriift (Tab. 15). Diese Tomaten-Tricbe stammten von Tomaten-

pilanzen, die teilweise im Treibhaus, teilweise im Freien geziichtet

worden waren. Die stirksten Symptome wurder bei Tricben beobach-

tet, dic in Kulturfiltraten standen, in die zwei Wochen alte Mycelien
des Mskl-Typus wie auch des d.M.-Typus gebracht worden waren-
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Die Triebe der im Freien geziichteten Tomatenpflanzen waren
weniger empfindlich. Dies dusserte sich in einem spiteren Auftreten
von Symptomen, die erst nach 48 Stunden beobachtet -werden
konnten. Unterschiede in der toxischen Wirkung waren hier beim
Mskl-Typus weniger deutlich als beim d.M.-Typus. Doch liess sich
auch hier eine optimale, toxische Wirkung bei Kulturfiltraten
beobachten, in dic zwei Wochen alte Mycelien gebracht worden
waren. - :

d.  Unterschiede in der toxischen Wirkung von Stdmmen und Arten ver-
schiedener Herkunft

V. nubilum und V. iricorpus vermochten nach Isaac (1953a) bei
Infektionsversuchen auf Tomaten Symptome zu verursachen, wahrend
die infizierten Antirrhinum-Pflanzen gesund blichen. Die gleichzeitig
gebrauchten Stimme von V. albo-atrum, Mskl-Typus und d.M.-Typus,
verursachten. dagegen aul Tomaten und auf Antirrhinum eine Welke-
krankheit. Eigene Infektionsversuche mit V. nubtlum und V. tricorpus
hatten auf Antirrhinum dassetbe Resultat (vgl. 8. 681). Da angenom-
men werden muss, dass die Welke-Symptome ihre Ursache in den
vom Pilz. abgeschiedenen Toxinen haben, kann man sich die Frage
stellen, warum diese bei den Infektionsversuchen mit V. nubilum und
V. tricorpus wohl aul Tomaten, nicht aber auf Anfirrhinum-PHanzen
auftraten, Oder allgemeiner ausgedriickt: Wie verhilt es sich mit der
Wirkung der Kulturfiltrate verschiedener  Verficillium-Stimme auf
cine bestimmte Wirtspflanze und wie reagieren anderseits ver-
schiedene Wirtspflanzen auf das Kulturfiltrat eines bestimmten
Verticillium-Stammes. :

' TABELLE 16

Die toxische Wirkung von'Kulturfiliraten einiger. Versicilliom-Staimme auf abge-
‘geschnittene Triebe von Solanum lycopersicum und Antirrhinum majus

Kulturfiltrat von: - -~ Solanum lycopersicum Antirthinum majus
| Versuch 1 Versuch 2 :
No. | Typus . Herkunft Symptome nach: [Symptomenach: S%Etomeggﬁh'

8h 12h 24h 27h[21lh 24h 30h

9 | Mskl | Antirrhinum majus |0 0 7 12| 1 2 12 | 16.7 21.7
19 s | Solanum lycopersicum | 3 8 12 12 | 2 8 127 833 833
44 | Chl | Solanum lycopersicumn| 0 0 4 71 0 2 8 0 0
24 | ,, Solanum tuberosum 2 12 12 121 3 10 50,0 50.0

Kontrolle 0 0 0 0f0 0 0] 0 ¢

Um dies untersuchen zu kénnen, wurden diec in Tabelle 16 genann-
ten Arten und Stimme auf ihr Vermégen, Toxine zu bilden, ge-.
testet. Als Indikatorpflanzen dienten Triebe von Antirrhinum majus
und Selanum lycopersicum. Bestimmt wurde die durch die Kulturfiltrate
verursachte Welke. Um die Toxizitit des Kulturfiltrates anzugeben,
wurde vor allem das Umrollen, Kriuseln und Welken der Tomaten-
blitter beriicksichtigt, wie dies bereits' bei den oben erwihnten
Versuchen beschrieben wurde. Wie bei dem in Tabelle 14 wieder-
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gegebenen Versuch wurden auch hier jeweils vier Triebe verwendet,
bei welchen je die Abweichungen an den drei obersten Blittern
bestimmt wurden. Die maximale Wirkung wird daher auch hier mit
den Ziffer 12 angegeben. Der Versuch mit Tomaten-Trieben wurde -
zweimal ausgefithrt, wiihrend derjenige mit Antirrhinum in acht-
Filtiger Wiederholung cingesetzt wurde. (Bestimmung des Indexes,
siche Seite 679). Bei allen Versuchen wurde eine bestimmte Menge
des bei 0° C bewahrten Kulturfiltrates verwendet. Bei Versuch 1
beforderte das warme Wetter die Transpiration; in der Folge traten
die Symptome schneller auf. -

tapeLLe 17

Die toxische Wirkung von Kulturfiltraten einiger Verticillium-Stamme auf abge-
schnittene Triebe von Solanum lycopersicum, Mentha piperita und Impatiens balsamina

Solanum Mentha Impatiens

Kulturfiltrat von: . Iycopersicum piperita balsamina
Symptome Symptome Symptome

nach: 24h - nach: 48h nach: 72h
No.|Typus| . Herkunft |7 qr|i1]total| I | I1[LLTjtotal] T | 1T |ITljtotal
9 | Mskl | Antirrkinum majus g2 41 9| 4] 7] 7|18 12|12 16| 40
25 ,s | Impatiens balsamina 53| 6|14 | 9; 81 7] 24 161201147
19 | Solanum lycopersicum gloj 623 10012712 34 16|22 20| 58
21 ? | Solanum tuberosum | 81 7| 7 22 11310 10| 33 | 1824|171 59
22 | ,, | Mentha piperita 12| 9 |10] 31 (1413 |16| 43 |20 24|24 &8
Kontrolle ololo o]o0j0j0 00 ¢j 0 0

I, II und TIY drei nacheinander folgende Einzelversuche.

 Bei einer zweiten Versuchsreihe  wurden Verticillium-Stimme
anderer Herkunft gebraucht (Tabelle 17). Als Indikatorpflanzen
dienten neben S. lycopersicum auch Mentha piperita und Impatiens
balsamina. Dic Triebe von 1. balsamina stammten von ungefihr sechs

Wochen alten Pflanzen. Bestimmt wurden die Symptome an den
sechs obersten Blittern: Von M. piperila wurden ungefihr 12 cm
hohe Tricbe gebraucht. Hier ‘wurden die Symptome an den vier
obersten Blattpaaren bestimmt. Die Symptome bei den Tomaten-
Trieben wurden nach der bei Tabelle 12 angegebenen Weise gemessen.
Diese Tricbe stammtén von soweit moglichst homogenen .und unter
gleichen - Bedingungen gezichteten Pflanzen. - Die Bestimmungen
erfolgten jeweils nach 12 Stunden. Dieser Yersuch wurde vierfach
ausgefithrt und dreimal wiederholt. Die_Tnebc von . lycepersicum
waren nach 24, diejenigen von M. piperiia riach' 48 und diejenigen
von I. balsamina nach 72 Stunden verwelkt. Die zur Kpntrollq auf
Wasser und auf Czapek Dox-Nahrlésung gesetzten Triebe zeigien
nach diesen Zeiten keinerlei Symptome. : ) o

Bei allen untersuchten Stimmen schied das Mycel toxisch wirkende
Stoffe ab. Das Kulturfiltrat bestimmter Stimme verursac}}te jedoch
eine stirkere Welke der Triebe als dasjenige anderer Stamme. So
gaben die aus Antirrhinum- bzw. einer Tomatenpflanze isolierten
Stimme No. 9 und 19 in zwei Versuchsreihen auf Tomaten (Tabelle
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16 und 17) ecin iibereinstimmendes Resultat: Die toxische Wirkung
des Kulturfiltrates war jeweils beim Stamm No. 19 auffallend starker
als beim Stamm No. 9. Das Kulturfiltrat von V. nigrescens (No. 24)
iibte auf Tomaten eine starke toxische Wirkung aus, dasjenige von
V. tricorpus dagegen (No. 44) nur cine schwache. Die Kulturfiltrate
der Verticillium-Staimme No. 21 und 22 itbten auf Tomaten ebenfalls
eine - toxische Wirkung aus. Gleichwertige Reaktionen wurden mit
den Kulturfiltraten aller hier genannten Stdmme auch auf Tricben
von. Mentha piperita und Impatiens balsamina erhalten. Nur war die
Empfindlichkeit dieser Pflanzen fiir die von einem bestimmten
Verticillium-Stamm erhaltenen Kulturfiltrate verschieden. Die Toma-
ten waren jeweils am empfindlichsten, wihrend bei Antirrkinum und
bei Impatiens die Reaktionen erst nach einer lingeren Wirkungsdauer
auftraten.

Bestcht eine Beziehung zwischen der Toxizitit der Kulturfiltrate
und der Pathogenitit der hier gebrauchten Stimme? Die Verticillium-
Stimme No. 9, 19 und 21 stimmten in der Pathogenitdt gegeniiber
Impatiens balsamina gut miteinander berein (Tab. 19). Die Kultur-
filtrate des Verficillium-Stammes No. 9 hatten jedoch eine viel
schwiichere, toxische Wirkung auf abgeschnittene Balsaminen-Triebe
als diejenigen der Stimme No. 19 und 21. Ferner ist der aus Tomaten
isolierte Verticillium-Stamm No. 19 fiir diese Pflanze viel pathogener
als der aus Kartoffel isolierte Stamm No. 21. In der toxischen Wirkung
des Kulturfiltrates auf Tomaten-Triebe stimmten sie jedoch vollig
miteinander iiberein. Auch war der Verticillium-Stamm No. 9 fiir
Antirrhinum pathogen, V. nubtlum (No. 24) dagegen nicht. Die toxische
Wirkung des Kulturfiltrates von V. nubilum war jedoch viel stirker
als digjenige des von Stamm No. 9 erhaltenen Filirates. Bei den ver-
schiedenen. Stdmmen bestehen daher keine Wechselbeziehungen zwischen der
Toxinbildung in witro und der Pathogenitit, :

Dass V. nubilum trotz der Bildung von toxischen Stoffen fiir
Antirrhinum nicht pathogen ist, ldsst sich dadurch erkliren, dass der
.Pilz nicht oder nur schwierig in die Pflanze einzudringen vermag
(Isaac, 1953a). Ahnlich verhilt es sich beim Vergleich der beiden
Stimme No. 19 und 21. Bei einer Reisolierung aus infizierten
Tomatenpflanzen zeigte es sich nihmlich, dass der pathogene Stamm
No. 19 in der Planze regelmissig verbreitet vorkam (S, 706), wihrend
der schwicher pathogene Stamm No. 21 nur sporadisch angetroffen
werden kpnnte. Dieser vermochte sich also in der Pflanze nur schwach
auszubreiten und allem Anscheine nach blieb deshalb auch die
toxische Wirkung beschrinkt, Um wirklich pathogen zu sein, muss
ein Verticillium-Stamm ausser der Fihigkeit, Toxine zu bilden auch
andere Eigenschaften besitzen, vor allen muss er in die Wurzeln
- cindringen und sich in den Gefissbiindeln entwickeln kénnen. Es
lasst sich nicht sagen, warum Stamm No. 21 im Gegensatz zu Stamm
No. 19 dazu nicht imstande war.

Anderseits verursachte der Stamm No. 19 bei Solanum. nigrum und
Chrysanthemum  leucanthemum keine Symptome, konnte aber aus den
_ Stengeln  dieser _Pﬂanzen bis auf grosse Héhe reisoliert werden
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(Seite 728). In diesem Falle kann der Pilz leicht in die Pflanze ein-
dringen. Vielleicht vermag er aber in dieser keine Toxine zu bilden
oder diesc werden gebildet, aber kénnen auf die Pflanze keine
schidigende Wirkung ausiiben. :

Die hier dargestellten Resultate kommen mit denjenigen von
TavLsoys (1957) itberein, der mit Humulus lupulus arbeitete und fand,
dass die Intensitat der durch die Toxine hervorgerufenen Symptome
nicht mit der Pathogenitit des betreffenden Vertictllium-Stammes
korrelierte. '

e. Vergleich der Symptame,' wie sie durch Toxine und durch den in den
Pflanzen anwesenden Pilz verursacht werden

Auf das Filtrat einer 14 Tage alten Kultur des aus Fraxinus excelsior
isolierten, zum Mskl-Typus gehorenden Stammes No. 27 wurden
Balsaminen-Triebe gesetzt. Um eine Verstopfung der Gefdsse zu ver-
hindern, wurde der unterste Teil der Triebe jeweils nach 24 Stunden
abgeschnitten, In ihnen entstanden dunkle Streifen, die durch eine
Verfirbung der Gefisswinde des Xylems verursacht wurden. Eben-
falls konnten gummése Abscheidungen und die Bildung von Thyllen
beobachtet werden {Abb. 15 und-16). Auch in den Holzparenchym-
zellen waren teilweise derartige Abscheidungen vorhanden.

Die durch die im Kulturfiltrat anwesenden Toxine' verursachten
Symptome kamen also mit denjenigen ubercin, welche bel den mit

"dem Pilz infizierten Pflanzen auftraten (vgl. S. 690). Im ersigenannten

Falle verlief der Prozess jedoch heftiger und schncl}er. Die Zeit, dlt‘:
der Pilz nach dem Eindringen in die Pflanzen notig hatte, um bei
diesen Welke-Symptome hervorzurufen, kam gut iibercin mit der-
jenigen, in der die Toxin-Bildung in vitro optimal war. Diesc Zeit
betrug ungefibr zwei Wochen (Tab. 15), wahrend bei den an der
Stengelbasis mit einer Sporensuspension injizierten Pflanzen nach
15-17 Tagen deutliche Welke-Symptome wahrgenomimen werden
konnten. Auch die Versuche von PORTER und GREEN (1952) zcigten,
dass V. albo-atrum mit grosser Wahrscheinlichkeit auch in vivo Toxine
bildet. Ob diese Toxine identisch sind mit den in vitro gebildeten,
sollte noch niher untersucht werden. ) )

Wie die oben beschricbenen Versuche zeigen, vermogen sowohl

zum MskL wie zum d.M.-Typus gehorende Stimme Toxine zu bilden

und abzuscheiden. Zwischen den morphologischen Ejgenschaften
! keine Wechsel-

dieser Formen und der Giftigkeit des Filtrates konnten k ‘
bezichungen gefunden werden. Jeder Stamm scheint seine §pemﬁsche
Toxizitit zu besitzen. Auch besteht keine Korrelation zwischen der..
Virulenz der verschiedenen Typen und der Giftigkeit der von ihnen
in die Kulturfiltrate abgeschiedenen Toxine. Wa}hrschemhch hingt
die Pathogenitit eines bestimmten Stammes weitgehend vom E(lln-
dringungsvermégen (Agressivitit), sowie von den Ausbreitung in er
Panze wnd deren Reaktion ab. So sind V. nubilum und V. tricorpus
praktisch micht im Stande, sich Zugang in die lebende Pflanze zu

verschaffen (IsaAc, 1953a)- :
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4. Die PATHOGENITAT VON VERTICILLIUM=-STAMMEN .

Bei den in der Literatur zahlreich beschriebenen Infektionsver-
suchen wurde ofters ein verschiedenartiges -Pflanzenmaterial mit
verschiedenen Verticillium-Staimmen infiziert. Meistens erwies sich ein
Teil der untersuchten Pflanzen als resistent. Auf Grund der Versuche
wurden Reihen von fiir den Pilz empfindlichen Pflanzen aufgestellt.
Die verschiedenen Wirtspflanzenreihen wichen je nach der Zahl
und Art des gebrauchten Materials voneinander ab und man kann
sagen, dass praktisch jeder Autor fiir seine untersuchten Stimme ein
eigenes Wirtspflanzen-Spektrum gefunden hat. Eine weitere Erklirung
der abweichenden Resultate kann in Faktoren gefunden werden, die
bei den verschiedenen Untersuchungen nicht identisch waren:
a) Die getesteten Verficillium-Stimme, b) die Infektionsmethoden,
¢} der Einfluss von #usseren- Umstinden, d) Herkunft, Alter und
Varietit des gebrauchten Pflanzenmaterials. Der Herkunft und
Zugehdrigkeit der gebrauchten Verticillium-Staimme kann oft noch nach-
gegangen werden, den anderen Faktoren jedoch meistens nicht mehr.

Eine andere Ursache der verschiedenen Resultate kann -in einer
Spezialisierung der verschiedenen - Verticillium-Stimme liegen. In
diesem Falle wiirden gewisse Stimme fiir eine bestimmte Wirtspflanze
pathogen sein, fir eine andere dagegen nicht. Ferner besteht die
Mbglichkeit, dass wir aus einer Wildform nach einigen Passagen
durch eine bestimmte Wirtspflanze einen an diese angeglichenen
und auf sie spezialisierten Stamm erhalten kénnen. S

Bei eigenen Untersuchungen wurden erstens die bei einer bestimmten
Wirtspfianzen-Art nach Infektionen mit Verticillium-Stimmen ver-
schiedener Herkunft und Art hervorgerufenen Reaktionen mitein-
ander verglichen, Zweitens wurde bei zwei fiir einen bestimmten
Wirt pathogenen Stimmen ein méglicher Einfluss verschiedener,

nacheinanderfolgender Passagen durch diesen Wirt auf die Pathoge-
nitdt untersucht. - . :

a. Die Anwendung verschiedener Infektionsmethoden

VBevor diese thersuchungen ausgefithrt werden konnten, wurden
erst sechs verschiedene Infektionsmethoden auf ihre Tauglichkeit

geprift. Vor dem Auspflanzen in Blumentopfen wurden je 10 Pflanzen
nach den folgenden Methoden infiziert:

1. Die Wurzeln wurden ohne Verwundung in eine Sporensuspension
getaucht.

Die Wurzeln wurden verwundet und in eine Sporensuspension
getaucht. .

2
3. Eine 7 Tage altc Schitttelkultur des Pilzes wurde mit der Erde
vermengt.” ' :

4. Eine in Petrischalen auf steriler Erde vermehrte Pilzkultur wurde
: der sterilisierten Erde zugefigt.

5. Ausgestanzte Agarstiickchen mit Mycel des Pilzes wurden auf
6 eine am Stengelfuss angebrachte Wunde gelegt.

Eine Sporensuspension des Pilzes wurde in den Stengel .injiziert.
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Die Kontrolle-Pflanzen wurden gleich behandelt, jedoch ohne
Zufigung des Pilzes. Als Versuchspfanzen dienten Balsaminen und
als Pathogen wurde der von Antirrhinum isolierte, zum Mskl-Typus
gehdrender Stamm No. 9 gebraucht. : -

TABELLE 18

Welke-Symptome und Wachstumshemmung bei nach verschiedenen Methoden
infizierten Pflanzen von Impatiens balsamina

‘ Datum Grad der I(\;Iittl}i.;:rc Hohe
Infektionsmethode der We.Ike art: frl; mglazfnm

| Infektion jg 655 | 80.7.55 |  19-6-55
Tauchen in Sporensuspension 25-5-55 ¢ 10710t 1 10/10 6.5
Tauchen und Verwunden . 8/9 a8/9 - 52
Schiittelkultur : " 1710 1/10 13.7
Kultur in steriler Erde ' 1/10 5/10 147
Agarsticke mit Mycel 56-55 | 0/10 | 5/10 141 -
Injektion einer Sporensuspension o 8/10 8/10 - 98
Kontrolle ’ 0/12 0/12 - 15.6

! Der Zahler gibt die Zahl der erkrankten, der Nenner dic Zahl der infizierten
Pflanzen an.

Die Erde war wihrend einer Stunde bei einem Ueberdruck von
I Atmosphire sterilisiert worden. Es zeigte sich, dass cin direkter
Kontakt zwischen Pilz und Pflanze die besten und schnellsten Resul-
tate lieferte (Tab. 18). Die grisste Zahl welke-kranker Pflanzen
wurde nach Eintauchen der Wurzeln in eine oder nach Injektion der
Stengel mit einer Sporensuspension erhalten. Auch eine Hemmung
im Lingen-Wachstum- der Pflanzen trat nach der Anwendung dieser
Infektionsmethoden . am . deutlichsten auf. Deshatb wurden bei den
weiteren Versuchen vor allem diese Methoden angewandt. In einigen
Fillen wurden auch Pflanzen in mit Verticillium verseuchten Béden
geziichtet, Der Pilz konnte in diesem Falle lings seines natiilichen
Weges und unter natiirlichen Umstiinden in die Pflanzen eindringen.

b, Inﬁkiz’amvgrsmbe auf Impatiens balsamina -~ _

~ Lassen sich nach einer Infektion von einer Wirtspflanzen-Art mit
Verticillium-Stammen verschiedener Herkunft auf dieser vcrschlcdcne _
Befallsgrade unterscheiden? ) R

Tn einem Versuch wurden-die Wurzeln junger Balsamine-Pflanzen
in Sporensuspensionen getaucht. Hicrauf wurden die Pflanzen in
_ Kistchen mit Gartenerde gepflanzt. Bei diesem Versuch wurden elf
zum Mskl-Typus und finf zum d.M.-Typus gehdrende Verticillium-
Stimme gebraucht (Tab. 19). Mit jedem Stamm wurden elf Pflinzchen
durch Tauchen der Wurzeln in eine Sporensuspension mﬁznert."Nach
einem Monat waren alle PAanzchen, die mit cinem dieser 16 Stimme
infiziert worden waren fiir 90-100 %, krank. Zwischen den Stammen
der beiden Typen konnten keine Unterschiede in der Pathogenitdt
gefunden werden. Beim Fintauchen der Wurzeln in eine Sporen-
suspension besteht die Moglichkeit einer Verwundung; hierdurch
konnte das-Eindringen des Pilzes in dic Wurzeln erleichtet werdern.
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TABELLE 19

Prozentsatz der aus Saat aufgekommenen und befallenen Balsaminen nach einer Infektion
mit verschiedenen Verticillium-Stimmen

i

o Infiziert durch -

Verticillium-Stamme Gesit in verseuchter Erde Tauchen der Wurzeln

in Sporensuspension

Anzah! Pflanzen in 9, ausgedriickt krank in %

. Zabl der b e °

No Isoliert aus Typ. Versuch 1 Versuch 2 Pllanzen naﬁd etnem

gekeimt!) krank?) | gekeimt') krank?) onat

21 | Solanum tuberosum | Mskl 56 29 . 84 10 11 91
19 | Solanum lycopersicum |, 92 9 88 5 11 100
20 | Frageria spec. s 88 9 .92 13 11 100
18 | Solanum tuberosum | d.M. 80 15 80 0 11 100
2 | Solanum Iycopersicum |, 60 40 100 12 11 91
5 | Fragaria spec. s 84 10 72 11 11 91
Kontrolle 92 0 88 0 11 0
26 | Chrysanthemum max, | Mskl - - - - 11 100
27 | Fraxinus excelsior » - - - - 11 100
28 | Ulmus hollandice » - - - - 11 91
29 | Beta velgaris 55 - - - - 11 100
G | Antirrhinum majus » - - - - 11 100
16 | Humulys lupulus ' - - - - 1 100
30 | Medicago sativa Gr. | d.M. - - - - i1 100
31 | Medicago sativa Z1. e - - - - 15 80
32 | Cichorium intybus Mskl - -~ - - 11 91
33 | Linum usitalissimumn |, - - - - il 100

Prozentsatz der gesteckten Samenkérner.
Prozentsatz der aufgekommenen Pflanzen.

Darum wurden in erst sterilisierte und hierauf mit Reinkulturen

von Verticillium verseuchte Gartenerde je 25 Samen von 1. balsamina,
Varietit “Camelliabloemige Scharlaken”, ausgelegt. Von den 6
verwendeten Verticillium-Stimmen gehérten drei zum Mskl- und drei
zum d.M.-Typus (Tab. 19). Bei diesern Versuch liessen sich die
Vertreter der beiden Typen in ihrer Pathogenitit nicht unterscheiden.
Der Prozentsatz der erkrankten Pflanzen wechselte stark bei ein und
demselben Stamm wie auch bei einem Vergleich der verschiedenen
Staimme. Eine Erklarung hierfir kénnte darin liegen, dass das Ino-
kulum nur teilweise zu den Wurzeln gelangen konnte.

c. Infektionsversuche auf Froxinus excelsior

Um Verticillium-Stimme verschiedener Herkunft miteinander ver-
gleichen zu kénnen, wurde als zweite Versuchspflanze Fraxinus
excelsior verwendet (Tab, 20). Auf diesem in seinem anatomischen Bau
von Krautern so verschiedenen Baum wurden vor allem von Kriutern
isolierte Vertuillium-Stimme getestet. Wenn diese in ihrer Pathoge-
nitit an gewissen Pflanzen angeglichen wiren, dann miissten wir
dies sicher bei Infektionsversuchen auf sehr abweichenden Pflanzen-
arten feststellen kénnen. .

Eschen wurden insgesamt mit 17 Verticillium-Stammen infiziert; bei
drei von diesen wurde mit insgesamt zehn Einsporkulturen gearbeitet.
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Prozentsatz der befallenen Baume von Fraxinus excelsior *Doorenbos V¥ nach Infektionsversuchen

mit Verticillium-Stimimen verschiedener Herkunft

e = Einsporkultur.

Zehn Verticillium-Stimme waren aus verschiedenen PAlanzen aus den

Niederlanden isoliert, sechs stammten aus England und
Amerika. Bei F. gxcelsior handelte es sich um dic Varietiit
bos V”, und zwar um dreijihrige Pfro
stimmen von Eschen-Saatpflanzen.
wunden auf 30 c¢m Hohe und zwa
Agarstiickchen. Mit jedem Verticillium-Stam

infiziert, von denen alle krank wurden.
Mit 16 Stimmen wurde versucht, je

zu infizieren, Beiderseits der Biume dic
10 cm tiefes Grithchen gegraben, in das
wucherte Weizenkorner gebracht wur

unter den Biumen je eine sicben Tage 2

des Pilzes zugefigt. Diese Bodenin
1955 - ansgefithrt. Regelmissig wurde

plungen a

den.

ciner aus
“PDooren-

uf zweijahrigen Unter-
Infiziert wurde durch Schnitt-

d zwar mit Mycel auf ausgestanzten
m wurden fiinf Biume

10 ‘Eschen vom Boden aus

ht beim Stamm wurde ein
100 von Verticillium durch-
Ferner wurde der Erde

lte Schiittelkultur (125 cm?®)

fektionen” wurden am 1. _
die Erde den Baumreihen

April .

Verticillium-Stamme Prozentsatz der erkrankten Baume
N ool Infektion des'| Wundinfektion am:
o solier Y ft | Bodens am:
t aus Typus | Ort der Herkun dens a1 61955 | 8.6.1956
27 | Fraxinus excelsior Mskl | Wageningen 30 100 -
34 Rhus typhina » Baarn ‘ 70 100 -
35 | Acer campesiris » Wageningen 70 100 -
- 28 | Ulmus hollandica - *sHeer Arendskerke 40 100 ~
18 | Solarum tuberosum d.M. | Baarn 0 100 ~
21 | Solanum tuberosum | Mskl | England 30 100 -
9 | Antirrhinun majus ’ Baarn 50 100 -
3 | Antirrkinum majus | d.M. | England 50 100 100
19 | Solanum lycopersicum 100 1[)6
| &} ] Mkl | Naaldwilk % o0 o
1 | Solanum Iycopersicum
& . 6O 100 -
by d.M. | Berlicum 0 100 _
16 | Humulus Iupulus Mzskl | England 20 100 -
4 | Humulus lupulys d.M. | England 20 100 1 100
20| Fragaria spec. Mkl | Kennemerland . 50 10D -
5 | Fragaria spec. d.M. | England 120 100 -
Kontrolle 0 0 0
36 | Ribes rubrum Mskl | Naaldwijk - - | 100
37 | Solanum lycopersicum 100
€1, €y €4, €4, €5 Msk! | Alkmaar - - 10
2 | Solanum lycopersicum | .M. | England - - 0
26 | Chrysanthemum e,, e, | Mskl | Naaldwijk - - (180
29 | Beia vulgaris ’ Zeeland - - 100
38 | Beta vulgaris 1 Oldambt - - %38
41 | Atropa belladonna » - K 100
40 | Chrysanthemum ’ Aalsmeer - - 100
22 | Mentha piperita ’ U.5.A. - -
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entlang gehiufelt, wodurch eine oberflidchliche Bewurzelung geférdert
wurde. Bei der am 13. Juni ausgefithrten Kontrolle variterte der
Befall der Baume bei den verschiedenen Verticillium-Stimmen stark,
selbst so, dass bei zwei Einsporkulturen derselben Isolierung der
Befall bei der einem 0 bei der anderen 60 % betrug (Tab. 20). Bei
15 von den 16 gebrauchten Verticillium-Stammen wurden 2-7 Bidume
krank. Diese Versuche zeigen deutlich, dass die von Krdutern isolierten Stdmme
auck fiir Eschenbdume virulent sein kinnen. -

d. Kreuzeeise Infektionsversuche

Endlich wurden mit Verticillium-Stimmen, die von Fraxinus excelsior,
Ulmus hollandica, Solanum lycopersicum und S. tuberosum isoliert worden
waren kreuzweise Infektionsversuche ausgefithrt' (Tab. 21). Bei den
hierbei- gebrauchten Pflanzen handelte es sich um Ulmensimlinge
und um junge Eschen der Varietdt ‘“Doorenbos V”. Von beiden

TABELLE 21

Kreuzweise Infektionsversuche auf Fraxinus sxcelsior, Ulmus spec., Solanum Ipcoper-
sicum und Selanum tuberosum '

Verticilltum-Stamm ) Infektion von: _
o Fraxinus | Ulmus - | Selanum Iycopersicum | Solanum
Isoliert aus . yeop
. i . b
No. excelsior spec 1956 1957 tuberosum

Zahl. der Pllanzen | 5x5 | 5x5 | 5x6 | 5X6 5x 7

27| Fraxinus excelsior +1 451 4+Y 28 4y 13| 41 16| 41 2375%)
+ 5 |+ + 2 2

28 | Ulmus hollandica 3 -+ + 2905

19 |  Solanum lycopersicum |+ 5 |+ 2 |4+ 26 |4+ & [+ 3640

21 | Solanum tuberosum + 4 |+ 2 !4+ 1 |4+ 1 {4+ 175
Kontrolle — 0 |—= 0 [|— 0 1— 0 [—

9910
1) Krankheitssymptome wahrgenommen. '
Zahl der positiven Reisolierungen aus 5 Planzen.

Zahl der positiven Reisolierungen aus 54 Blattstielen,
Zahl der positiven Reisolierungen aus 6 Stengeln.
5} Ertrag an Knollen von 7 Pflanzen in Grammen.

Arten wurden je finf Pflanzen mit ihren Wurzeln in Sporensuspen-
sionen der genannten Verticillium-Stimme getaucht. Zehn Kartoffel-
knollen der Rasse “Eigenheimer”” und sechs junge Tomatenpflanzchen
der Varietit “Potentaat” wurden in verseuchte Erde gesetzt, Diese
Versuche wurden im Freien ausgefilhrt. Alle wier Verticillium-
Stamme verursachten bei allen vier Versuchspflanzen Symptome. Auf der
Esche entstanden vorerst auf den Blitiern nekrotische. Flecken,
hicrauf -knickte der Blattstiel und endlich verwelkten die Blitter
und ficlen ab. Im Holz trat eine Gummose und eine dunkle Ver-
farbung der Gefisswinde auf, Bei der Ulme traten im Beginn keine
- typischen Symptome auf; spiter blicben die befallenen Biumchen
verglichen mit den Kontrollen kleiner und die Blitter hatten eine
hellere Farbe. Die befallenen Kartoffelpflanzen zeigten cbenfalls cine
Wachtstumshemmung und verwelkten endlich. Ferner lag bei den
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infizierten I‘{aytoﬂ‘eln der Ertrag viel tiefer als bei den Kontrolle-
pflanzen. Die infizierten Tomatenpflanzen blieben vorerst in Wachs-
tum stark zuriick; ferner verwelkten cinige Blatter. Nach zweil
Monaten war der Unterschied in der Linge bei den verschiedenen
Gruppen weniger deutlich und betrug noch ungefdhr 10 cm.

Der Pilz konnte aus den Eschen, Ulmen und Kartoffelpflanzen
reisoliert werden. Bei den Tomatenpflanzen gelang dies jedoch weniger
gut, Deshalb wurde wichentlich von jeder Gruppe je eine Tomaten-
pflanze auf das in ihr stattgefundene Wachstum des Pilzes untersucht.
Nach einer ausserlichen Desinfizierung wurden die Stengel in Stiicke
von 20 em Liange geschnitten. Hicraus wurden 10 auf regelmissigen
Abstinden gelegene Scheibchen auf Agarboden ausgclegt. Zwel
Monate nach der Ausfithrung des Infektionsversuches wurde mit der
R{:lsoherung begonnen. Aus fiinf von sechs Tomatenpflanzen, die
mit dem von Tomaten isolierten Verticillium-Stamm infiziert worden
waren, gelang es, den Pilz aus den Stengeln aus einer Hohe zwischen
20-60 cm zu reisolieren. Aus sechd mit dem von U, Lollandica isolierten
Verticillium-Stamm infizierten Tomatenpflanzen konnte der Pilz nur
zweimal reisoliert werden und zwar aus dem Stengel auf einer Hohe

~von 20 und 30 cm. Aus je sechs mit den aus Fraxinus und aus Kartoffeln

isolierten Verticillium-Stammen infizierten Tomaten konnte der Filz
jeweils nur einmal reisoliert werden und zwar aus den Stengeln auf
einer Hohe von 20 und 60 cm. : ‘

Da die anfinglich erhaltenen Resultate keine Spezialisierung
andeuteten, was auch mit den bei friheren Versuchen erhaltenen
Ergebnissen iibercinstimmte (vgl. Tab. 20), war das Resultat bei der
Untersuchung der infizierten Tomaten einigermassen iiberraschend. -
Der urspriinglich von Tomaten isolierte Vertisillium-Stamm hatte sich
in dieser Pflanze stirker ausgebreitet als die von anderen Pflanzen-

arten isolierten Stdmme. Wihrend des folgenden Sommers wurde

der Versuch wiederholt, gelang aber unter Einfluss der schlechten
Witterungsverhiltnisse nur soweit es die Tomate betrifft: {Tab. 21,
S. lycopersicum 1956). Der gesamte Versuch wurde endlich im Sommer
1957 zum dritten mal ausgefubrt (Tab. 21). An Stelle der Kartoffel-
knollen wurden junge bewurzelte Kartoffelpflinzehen verwendet,
dic wie auch die Tomatenpflinzchen it ihren Wurzeln in Sporen-
suspensionen der verschiedenen Verticillium-Stamme getaucht wurden.

Auch bei diesem Versuch konnten die verwendeten Verticillium-

Stimme aus den befallenen Eschen, Ulmen und Kartoffeln reisoliert
Fillen so stark,

werden, Der Befall der letzteren wab in gewissen
dass die Pflanzen bereits vor der Entwicklung der Knollen abstarben.
Vor allem bei den mit dem von Kartoffeln isolierten Verticillium-

tark reduziert. Bei den

~ Stamm infizierten Kartoffeln war der Ertrag s

infizierten Tomatenpflanzen wurde bei den Reisolierungen auch nun

wieder der ursprimglich aus Tomaten isolierte Stamm am meisten
angetroffen. -~ : . : :
Die Resultate der Versuche weisen darauf hin, dass.auch bei Ver-
ticillium eine gewisse Spezialisierung. yorkommen kann und zwar bei
unseren Infcktionsversuchen vor allem auf Tomaten. Wihrend andere
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Verticillium-Staimme auf dieser Pflanze nur gelegentlich in den Stengeln
zuriickgefunden werden konnten, liess sich der urspringlich von
Tomaten isolierte Stamm regelmissig aus der ganzen Pflanze reiso-
lieren. Bei denKartoffeln, die mit dem von einer Kartoffel isolierten
Verticillium-Stamm infiziert worden waren, war wohl der Ertrag am
geringsten, aber die urspriinglich aus anderen Pflanzen.isolierten
Verticillium-Staimme konnten ebenso leicht aus den Kartoffelstengeln
reisoliert werden.

TABELLE 22

Reaktion von Solanum Iycopersiwm auf die Infektion mit Verticillium-Stimmen
verschiedener Herkunit

‘ ] Zahl der gelungenen Reisolie-

Vertictllium-Stamnm Mittlere Hahe | rupgen, ausgefithrt aus verschie-

_ - | von 10 Pflanzen | dener Hohe bei je 10 Stengeln

No. Isoliert aus in cm 0-14 cm | 14-28 cm | 28-42 cm
37 | Solanum lycopersicum 73 6 7 . 6
36 | Ribes rubrum 73 0 1 0
38 | Beta vulgaris 72 i 0 1
Kontrolle 83 0 0 1]

Nochmals wurden Infektionsversuche auf Tomaten ausgefithrt und
zwar diesmal mit drei anderen Verticillium-Stimmen, die aus Ribes
{No. 36), aus Tomaten {No. 37) und aus Befa zulgaris Varietit
Hilleshog (No. 38) isoliert worden waren. Tomatenpflinzchen im
Zwei~ oder Dreiblatt-Stadium wurden mit ithren Wurzeln in Sporen-
suspensionen dieser Pilze getaucht und hierauf in Blumentépfen mit
Gartenerde gepflanzt und ins- Treibhaus bei 23° G gesetzt. Ver-
glichen mit der Kontrolle blieben die infizierten Pflanzen im Wachs-
tum zuriick {Tabelle 22); bei den mit dem von Tomaten isolierten
Stamm infizierten verwelkten ferner die untersten Blatter. Bei den
mit den beiden anderen Stimmen infizierten Pflanzen trat eine
derartige Welke nur sporadisch auf. Reisolierungen wurden nach der
oben beschriebenen Arbeitsweise ausgefithrt. Diesmal wurden jedoch
14 cm lange Stengelstiicke verwendet. Positive, aus den verschiedenen
Stengelstiicken erhaltene Reisolierungen waren bei den mit dem von
 Tomaten isolierten Verticillium-Stamm infizierten Pflanzen weitaus
am grossten (Tabelle 22). Die beiden anderen Stimme konnten nur
vereinzelt reisoliert werden. -

_Auch in diesem Falle verhielt sich der von Tamaten isolierte Ver-
tictllium-Stamm anders als die von anderen Pflanzen isolierten Stamme.

Ferner wurden Infektionsversuche mit Verticillium-Stimmen aus-
gefithrt, die von Kartoffeln, Zuckerrtiben, Spinat und Luzerne isoliert
worden waren, Im Sommer 1955 wurden diese Versuche auf Zucker-
ritbe, Flachs und Spinat und im Sommer 1957 ferner noch auf Luzerne
und K:artgﬁ‘c} ausgefiihrt {Tabelle 23). Die Plinzchen wurden, nach-
dem sie eine Linge von 5-10 cm erreicht hatten, mit ihren Wurzeln
in Sporensuspensionen der oben erwihnten - Pilze getaucht und
hicrauf im Freien ausgepflanzt. Die bei Zuckerritbe und Spinat auf-
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TABELLE 23

Kreuzweise Infektionsversuche auf Solanum tuberosum, Bela vulgaris, Spinacia oleracea,
Medicago satiza und Linum usitatissimum

Verticillium-Stamm Infektion von:
Isoliert aus Solanum Beta Spinasia | Medicago | Linum
No. : tuberosum vulgaris | oleracea | - sativa usttat.
Zahl der Pflanzen 10 10 - 20 30 30
21 | Solanum tuberosum |--1} 5% 4749 4+ 247 - 39) + 2601 + 35
29 | Beta pulgaris + 4 570 | 4+ 4 + 3 + 1 + 5
43 | Spinacia oleracea + 4 9294+ 4[4+ 314+ 3 |+ 3
30 | Medicago sativa + 3 811 |+ 0 4+ 3 4+ 3 + 3
Kontrolle —_ 0 124 | — O |— O [— 0 | — D

1y Krankheitssymptome wahrgenommen.

3 Zahl der positiven Reisolierungen aus 6 Stengeln.

%) - Mittlerer Ertrag an Knollen pro Pflanze in Graminen.
%) Zahl der positiven Reisolierungen aus 6 Blattstielen.

%} Zahl der positiven Reisolierungen aus 3 Pfanzen.

%) Zahl der positiven Reisolierungen aus 6 Pflanzen.

tretenden Symptome waren dhulich. Auf den Blittern entstanden
gelbgriine Flecken, spiter waren die Blitter teilweise asymmetrisch
durch das Absterben ciner Blatthilfte, die {iber einem verf”dx_*bte_n Teil
des Blattstieles lag. Verglichen mit der Kontrolle waren die sich an
‘den infizierten Pflanzen noch entwickelnden Blitter viel schmiiler,
oft bandférmig. In den Wurzeln der Zuckerriibe konnten gelegentlich
verfirbte Gefisshiindel beobachtet werden; bei diesen Pflanzen ent-
standen in ‘den Riben dunkle, konzentrische Ringe. Bei Luzerne
konnte vor allem ein Zuriickbleiben im Wuchs konstatiert werden,
ferner eine Welke der Blittchen, Blattstiele, Stengel und endlich der
gesamten PHanze. Diese Symptome wurden bereits von HALLIER und
Kirssie (1957) ausfithrlich beschrieben. Bei unserem Versuch waren
Verticillium-Stimme verschiedener Herkunft im Stande die verwen-
deten Pflanzenarten zu befallen. Der Ertrggsausfall (.it_ar.Kartoﬁ'el-
pflanzen, die mit cinem von Kartoffeln isolierten Verticillium-Stamm
infiziert worden waren lag héher als bei den mit anderen Verticillium-
Stimmen infizierten Kartofleln. Der Unterschied war jedoch weniger
auffallend als bei dem oben erwihnten Versuch (Tabelle 21). Obwohl
" auf allen infizierten Zuckerriiben Symptome auftraten, gelang eine
- Reisolierung des urspriinglich von Luzerne isolierten Stammes nicht,
was wahrscheinlich einer Zufilligkeit zugeschricben werden muss.
Die drei anderen Stimme konnten aus der Zuckerriibe reisoliert
werden, Eine Reisolicrung aller vier Stimme gelapg aus Spinat,
Luzerne und Flachs. Bei diesem Versuch wichen die vier verwendeten
Verticillium-Stimme in ihrer Pathogenitit kaum voneinander ab.

Die hier beschriebenen Infektionsversuche (Tab. 19, 20, 21, 22
und 23) zeigen, dass die 28 getesteten, von 18 VC!:Sflhllcdan‘i.rtlgcn
Wirtspflanzen verschiedenster Herkunft isolierten Verticillium-Stamme,
ausser der Pflanze, von der sie isoliert worden waren, auch andere
Pflanzenarten befallen kénnen. Sie sind in ihrem Parasitismus also
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nicht an ihre urspringliche Wirtspflanze gebunden, Wohl verhielten
sich die verschiedenen Stimme abweichend gegenitber der Tomate.
Die von dieser Pflanze selbst isolierten Verficillium-Stimme vermochten
Tomaten in einem viel stirkeren Masse zu besiedeln als die aus ande-
ren Pflanzen isolierten Stimme.

Die bei den oben beschriebenen Infektionsversuchen erhaltenen
Resultate weisen auf eine Spezialisierung der aus Tomaten isolierten
Verticillium-Stimme.. Wic kommt diese nun zu Stande? Méglicher-
weise haben bei der Infektion von Tomatenpflanzen nur Sporen oder
Hyphen, die am besten an diese Wirtspflanze angeglichen sind die
Maoéglichkeit in diese cinzudringen und sich in ihr zu verbreiten.” Auf
diese Weise kdnnten auf Tomaten spezialisierte Stimme entstehen.
Ein derartiger Stamm, der aus Tomaten isoliert werden kann, misste
dann gegeniiber dieser Pflanze stirker pathogen sein als gegeniiber
einem anderen Wirt. Demgegeniiber miisste ein aus einer anderen
Wirtspflanze isolierter Stamm weniger gut an die Tomaten ange-
glichen sein. .

e. Der Passage-Effekt

Um nachzugehen ob eine derartige Spezialisierung besteht, muss
man cinen auf Tomaten spezialisierten Verticillium-Stamm hinsichtlich
seiner Pathogenttit mit einem Vertici/lium-Stamm anderer Herkunft
auf Tomaten vergleichen und umgekehrt. '

Als Versuchspflanzen wurden §. lycopersicum Varietiat “Potentaat”
und Antirrhinum majus Varietit “maximum rose” gebraucht. Um.mit
nach Méghichkeit homogenem Material arbeiten zu kénnen, wurde
bei diesen Versuchen eine Einsporkultur eines ans Tomaten isolierten
Verticillium-Stammes verwendet. Diese Kultur war bei Infektions-
versuchen auf Tomaten sehr pathogen. :

Das Inokulum wurde auf sterilisierten Lupine-Stengeln vermehrt;
nachdem der Pilz diese durchwuchert hatte, wurden sie in den

- Boden gebracht. So sollte der Pilz auf natirliche Weise in die Pflanze
eindringen kénnen. Um die Temperatur des Bodens konstant zu’
halten, wurden die Versuche in Wisconsin-Tanks bei 23° C ausgefiihrt.
Nach 8-10 Wochen wurde der Pilz aus den Pflanzen reisoliert und
fir ncue Infektionsversuche verwendet. :

Mit dem urspriinglich von Tomaten isolierten Verticillium-Stamm
wurden auf dieser Pflanze drei Passagen ausgefilhrt. Es zeigte sich,
dass dieser Stamm bei jeder Passage die Tomaten firr 100 %, befiel .
(Abb. 17). Wurde mit diesem Stamm jedoch dreimal nacheinander
Antirrhinum infiziert, dann betrug die Zahl der erkrankten Pflanzen
bzw. 28, 18 und 28 %,. Als nach zwei Passagen durch Antirrhinum .
der Pilz wieder auf Tomaten gebracht wurde, erkrankten diese
wiederum fir 100 %, Dic Figenschaften des Stammes verinderten
_sich also wihrend diesen Passagen nicht. Er war und blieb stark
pathogen fiir Tomaten und massig fiir Antirrhinum, '

Mit einer Einsporkultur eines aus Anfirrhinum isolierten Verticillium-
Stammes wurden auf dieser Pflanze drei Passagen ausgefiihrt, wobel
bzw. 55 %, 459, und 55 Y%, krank wurden. Wurden mit diesem
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Verticitlium-Stamm Verticillium-Stamm
Herkunft Tomate Herkunft Artirrhinum
‘}\,’8){\ . 1) | ‘/1)/\ y 7
T, 8/8, 52, 100 . A 3H A, 6/11 T, 2/8, 107,25
8/8,77, 100 5/11 5/11 1/8, 100, 12.5
8/8, 64, 100 : 1 5/11 l' 1 2/8, 99,25
T, 8/8, 51, 100 Ag 211 A, 5/ ' T, 4/8, 88,50
: 4/11 7 '

T,8/8,62,100 T,8/8,51,100 A, 3/11 A6/11 A 611 T,7/8, €938

Abb. 17, Der Effekt von Passagen durch Tomaten und Antirrhinum auf_zwei aus
diesen Pflanzen isolierte Verticillium-Stamme. T, Ty, Ty: Passagen durch Tomaten;
Ay, A, A, Passagen durch Antirrhinum. 1) Zihler: Zahl der Pllanzen, aus denen

Verticitlium reisoliert werden konnte. Nenner: Zahl der infizierten Pflanzen.

%) Prozentsatz der mittleren Lange von 8 Pflanzen, verglichen mit der Kantrolle.

%) Prozentsatz der erkrankten Pflanzen.

Stamm jedoch dreimal nacheinander Tomaten infiziert dann stieg
der Prosentsatz an erkrankten Pflanzen und betrug bzw. 25, 50 und
87 o/, Hier nahm also der Befall mit jeder Passage zu. Wurde nun
dieser von Antirrhinum isolierte Stamm nach zwel Passagen durch
Tomaten wicder aul Antirrhinun zuriickgebracht, dann betrug die
Zahl der verwelkten Antirrhinum-Pflanzen 53 %, Die Pathogenitat
gegeniiber Antirrhinum Wart also nach zwei Passagen durch Tomaten
unverdndert geblieben, die Pathogenitdt gegeniiber Tomaten hatte

jedoch zugenommen.

Dieser Jetzte Versuch zeigte wiederum, dass €m aus Tomaten

ssokicrter Verticillium-Stamm mehr oder weniger stark an diesc Pflanze
gebunden sein kann. Der aus Antirrhinum isolierte Stamm war bei der
ersten Passage auf Tomaten TUr wenig pathogen. Bei einer zweiten
und dritten Passage konnte jedoch eine Zunahme der Pathogenitét
konstatiert werden. -Es scheint also, dass em nicht a1_1f Tomaten
spezialisierter Stamm nach cinigen Passagen durch diese Pﬂ_anzg:
einen mehr spezialisierten Charakter erhilt. Wie 1st dies zu erklaren:
Man kénnte annehmen, dass in der ursprunglichen En.l'sporkultur
Mutationen auftreten. Nach der Infektion der Tomaten kénnte auc
. eine Selektion von Sporen oder Hyphen mit emnem Stoffwechsel
stattfinden, der sich-an denjenigen der Wirtspflanze angf:g_hchen hat.
Ein anfinglich fir Tomaten missig pathogener Verticillium-Stamm

konnte auf diese Weise nach verschiedenen Passagen stirker pathogen

werden. Als Beschwerde gegen dicse Auffassung konnte man ein-
i n aus Tomalen

bringen, dass zum Beispicl cin aus Antiyrhinuym oder €in aus & >
isolierter Stamm, nach wiederholten Passagen durch Antirrhinum far
diese Pflanze nicht stirker pathogen wird. .

£ Die Abhdngigheit der Pathogenitdt vom Vorhandensein oder Fehlen 1R

Mikrosklerotien oder dunklem Mycel

Das letzte Problem, das in diesem Kapitel erortert werden soll,
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behandelt einen Unterschied in der Pathogenitiit, der nach BEwWLEY
(1922), Prestey (1941) und Nerson (1950) an das Vorhandensein
oder Fehlen von Mikrosklerotien gebunden sein soll. Aus Einspor-
kulturen von zwei Verticillium-Stammen vom Mskl-Typus {No. 36
und 37), in denen sich jeweils Sektoren mit und ohne Mikrosklerotien
entwickelt hatten, wurden Stimme erhalten, von denen der eine zahl-
reiche, der andere keine Mikrosklerotien bildete. Diese Figenschaften
erwiesen sich im Verlaufe der weiteren Kultur als konstant. Mit
diesen Stimmen wurden Infektionsversuche auf Tomaten und
Eschen ausgefiihrt. Von je acht Tomatenpflanzen (Varietdt “Poten-
taat”) wurden die Wurzeln in Sporensuspensionen aus Reinkulturen
getaucht; das Wurzelsystem von acht Kontrolle-Pflanzen wurde in
Wasser getaucht. Die Pflanzen wurden hierauf ausgepflanzt und in
Wisconsin-Tanks bei einer Temperatur von 23° G gehalten. Ver-
glichen mit der Kontrolle bliecben alle infizierten Tomaten in
Wachstum stark zuriick (Tab. 24). Alle mit dem Stamm No. 37 und
seinem Saltanten infizierten Pflanzen hatten eine ungefihr gleich

TABELLE 24

Das Vermbgen, Mikrosklerotien zu bilden und die Pathogenitit von verschiedenen
Verticillium-Kulturen, gepriift auf Solanum lycopersicum

Verticillium-Stimme Zah! der Hohe der Reisoli

Herkunft Mikro- Tomaten- Flsohe-

No. Isoliert aus ' sklerotien pflanzen rung %)
36a,' Yy | Ribes rubrum Naaldwijk keine 32.6 cm +
36a, 1) " s . viele 322 ,, -+
37a, %) | Solanum lycopersicum | Alkmaar keine 82 ++
37a, ?) »s " »s viele 185 ,, + 4
37h #) s . ’e keine 186 ., + 4
37c 9) s » » viele 18.2 , ++
: Kontrolle : 384 ., —

1) Zwei Sektor-Saltanten einer Einsporkultur vom Stamm No. 36,
2} Idem vom Stamm No, 37.

3} Zwei Einsporkulturen vom Stamm No. 37. .
b — Reisolierung negativ;
=+ Reisolierung vereinzelt gelungen;
* ++ Reisolierung regelmissig gelungen.

starke Wachstumshemmung; die mit dem Stamm No. 36 und seinem
weissen Saltanten infizierten hatten untereinander ebenfalls die
gleiche Hemmung, die aber verglichen mit der vorigen Gruppe
weniger ausgeprdgt war, Nach ungefdhr sieben Wochen liess sich
aus den Stengeln der mit Einsporkulturen des Stammes No. 37 infizier-
ten Gruppe der Pilz leicht reisolieren, doch nur schwierig aus den mit
dem Stamme No. 36 infizierten Pflanzen. '
Bei den auf Fraxinus excelsior ,,Doorenbos V*’ ausgefiihrten Versuchen
wurden ausser den Einsporkulturen und den Saltanten der oben ge-
nannten Verticillium-Stimme auch einige andere Einsporkulturen mit
und ohne Mikrosklerotien verwendet (Tab. 25). Finc Suspension von
Mikrosklerotien und Sporen wurde in die Stimme eingespritzt. Mit



VERTICILLIUM ALBO-ATRUM REINKE ET BERTH, 713

TABELLE 25

Das Vermogen Mikrosklerotien oder dunkle Mycelien zu bilden und die Pathogeni-
tiat von verschiedenen Verticillium-Kulturen auf Fraxinus excelsior

icilli i ; Zahl der .
Verticillium-Stamme Urspr. | Mikrosklerotien In]cztg.)?gons- Stirke des
: Typus | oder dunklen | %5 ‘Befalls
No. Isoliert aus Mycelien agen

36a; 1) | Ribes rubrum Mskl keine .- 15 .. 15
3632 1 » [ I TR viele 15 14
37a, %) | Selanum lycopersicum |, keine 13 14
37a, s » » viele ‘ .15 14
37b ) » » v keine 13 14
37¢ . SO B viele | 5 [ 14
37d ' " ” keine 19 ‘ 14 .
37e v viele 15 14
19a ) . S R keine 13 15
19h ” oo T vide deo15 15

2a 4) . s | dM. keine . ... - 11, 15 .
la | L - » v sehr viele .13 15
42a %) | Chrysanthemum spec.| Miskl keine A 9
42" e . » * gehr viele® | 13- 13
3a %) | Antirrhinum majus d.M. keine 11 15
4a Humulus lupulus . vicle 1. 13, 15
29a %) \Beta vulgaris Mskl keine | 13 .10
39a . . " sehr viele 19 10

1) Zwei Sektor-Saltanten einer Einsporkultur vom Stamm No. 36.

%) Idem vom Stamm No. 37. i
#)  Einsporkulturen der Stimme 19, 37 und 42.
1)  Einsporkulturen verschiedener Herkunft.

jeder Einsporkultur wurden fiinf Biume infiziert. Die Stiirke der Welke
der einzelnen Biume wird ausgedriickt mit den Ziffern 1 {schwache
Welke), 2 und 3 (starke Welke). Eine Versuchsreihe von fiinf Baumen
mit einern maximalen Befall misste daher die Ziffer 5 X 32=15 erhalten.
Die Dauer der Inkubationszeit solite nach gewissen Autoren ein

MaBstab fiir dic Pathogenitit sein. Bei’den Versuchen aut Tomaten

konnte dieser nicht gebraucht werden, da sich die Zeit zwischen dem

Eintritt des Pilzes in die Wurzeln und dem Beginn der Wachstums-
hemmung nicht feststeilen Idsst. Die Zeit zwischen der Sporeninjektion

und dem Erscheinen der ersten Welkesymptome lisst sich dagegen
bei gentigender Kontrolle leicht feststellen. Diese Methode wurde
darum bei den Versuchen mit F. excelsior verwendet. Die infizierten
Eschen wurden jeden zweiten Tag beurteilt. Der Unterschied in der
Inkubationszeit zwischen den Bidumen, die mit ‘E‘ms'porlfulturcn mit
und ohne Mikrosklerotien oder dunklem Mycel infiziert worden
waren, war ‘gering. In allen Fallen traten die ersten Welkesymptome
nach 11-15 Tagen auf: Eine Ausnahme bildeten die mit den Stimmcn
37d und 39ainfizierten Biume, bei denen- die 'Inkubatllonszel‘t~19_
Tage betrug. Alle Einsporkulturen des Stammes 37, ob diese Mikro-
sklerotien bildeten oder nicht, verursachten einen gleich starken
Befall, Bei zwei verschiedenen Stémmen, die beide von ‘Ckrymntkem.um
isoliert worden waren, verursachte derjenige mit Mikrosklerotien
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einen stirkeren Befall als derjenige ohne Mikrosklerotien. Der Krank-
heitsindex betrug beim erstgenannten Stamm 13, beim anderen 9.
Wohl stimmt dieses Resultat mit den- Ergebnissen von BewLEY
(1922), Prestey (1941) und NerLson (1950) tberein, aber es trat
nur in einem von insgesamt acht ausgefiihrten Versuchen auf.

Die Resultate dieser Versuche zeigen, dass keine Korrelation zwischen dem
Vorkandensein oder Fehlen von Mikrosklerotien oder dunklem Mycel im
Inokulum und der Pathogenitdt der infizierten Stamme besteht {vgl. S. 696).
Wohl unterschieden sich die verschiedenen Verticillium-Stimme in
ihrer Pathogenitiit. Die von der Riibe und von Chrysanthemum isolierten
hatten eine geringere Pathogenitit als die anderen.

5. VERTICILLIUM ALS BODENBEWOHNER

Wie bereits auf Seite 690 ausgefithrt wurde, wichst das Mycel von
Verticillium aus den Gefissen heraus, sobald die Pflanze abzusterben
beginnt. Wenn die Pflanze umgefallen ist und der Pilz keine lebende
Wirtspflanze in der unmittelbaren Umgebung findet, kann er sich
als Saprophyt im Boden weiter entwickeln und unter Umstinden in
ein Ruhestadium idbergehen. Nihere Untersuchungen in diesem
Verband wurden iiber folgende Probleme ausgefithrt: die Aus-
breitung des Pilzes im Boden, der eventuelle Aufbau der Population,
der Abbau des Mycels und dic Art der Ruhestadien,

a. Die Ausbreitung von Verticillium im Boden

Eine unmittelbare Ausbreitung von Verticillium im nicht sterilisierten
Boden konnte weder durch McRKay (1926), der mit kranken Kartoffel-
pflanzen arbeitete noch durch Isaac (1953b), der seine Versuche
mit Antirrkinum ausfiihrte, nachgewiesen werden. Wohl zeigten
diese Autoren, dass die Aushreitung von Verticillium durch Wurzel-
kontakt stattfinden kann. Ob sich das Mycel auch in der Erde selbst
ausbreiten kann, wurde bei eigenen Versuchen mit sterilen Boden
nachgeprift. Dazu wurden 25 c¢m lange, gldserne Réhren von 7.5 cm
Durchmesser mit Gartenerde gefiillt, beidends mit Watte abge-
schlossen und sterilisiert. Hierauf wurde die Erde an einem Ende
der Gléschen mit einigen Tropfchen Sporensuspension von zwei
Verticillium-Stimmen beimpft, von denen je einer zum d.M.- und
zum Mskl-Typus gehorte. Fir jeden Stamm wurden zwei Glaser
verwendet. Das sich entwickelnde Mycel liess sich durch die Glas-
wand beobachten. Nach 26 Tagen konnte es auf ¢inem Abstand von -
6-7 cm von der Impfitelle entfernt wahrgenommen werden; nach
32 Tagen betrug dieser Abstand 7.5-9 cm. Zwischen den beiden
Stimmen bestand in der Wachstumsschnellheit kein Unterschied.
Verticillium vermag sich demnach in steriler Erde auszubreiten. Aller
Wahrscheinlichkeit nach wird das Mycel in Form von einzelnen, bei
mikroskopischen Bodenuntersuchungen nur schwierig zu beobachten-
den Hyphen sclbst einen grésseren Abstand von der Impfitelle
erreicht haben, S
- Als Indikator fir die Ausbreitung von Verticillium im Boden kann
auch cine anfillige Pflanze dienen. Ein derartiger Versuch wurde
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mit Impatiens balsamina ausgefithrt. Ein Nachteil dieser Methode

liegt darin, dass man nicht die Ausbreitung des Pilzes durch den

Boden misst, wenn eine auf einem gewissen Abstand von der Impf-

stelle stehende Pflanze erkrankt, viclmehr kann der Befall auch durch

Wurzelkontakt zu Stande gekommen sein. Um diesen Faktor aus-

zuschliessen, wurde der Versuch in einer Kiste von 60 c¢m Linge,
Y -

¢ d

Abb. 18. Die Aushreitung von Vericillium in sterilisierter Erde. a, nur mglich
durch Mycelwachstum (P); b, nur méglich durch verseuchte Wurzelreste (VW}3
¢, moglich durch Wurzelkontakt (W) und durch Mycelwachstum (P); d, Kontrolle.

30 c¢m Breite und Tiefe ausgefithrt (Abb. 18a). Diese war durch ein
feines Alumimium-Netz in zwei Hilften unterteilt worden und wurde
mit sterilisierter Erde gefullt. In die linke Hilfte wurden funf Balsa-
minen-Pflanzchen gesctzt, die mit einer Sporensuspension des zum
Mskl-Typus gehdrenden Verticillium-Stammes No. 9 injiziert _worden
waren. Die fiinf in die rechte Hilfte gesetzten Balsaminen-Pflainzchen
waren mit Wasser injiziert worden. Dic Wurzeln wuchsen wohl gegen
das Aluminium-Netz, aber nicht durch die Locher hindurch. So
bestand kein Wurzelkontakt, dagegen konnte angenommen wc"rden,
dass der Pilz wohl im Stande war_das die beiden Get:asshglftcn
trennende Netz zu durchwachsen. Die mit Verticillium infizierten
Planzen waren nach zwei Monaten abgestorben. Von den toten
Whurzeln aus hatte der Pilz die linke Gef"zisshéilftg bf:‘SlchElt, denn eine
zweite Gruppe von gesunden Balsaminen, die 1’ diesem Boc(lien
ausgepflanzt wurden, erkrankten ehenfalls. Gleichzeitig wurde in der
anderen Gefisshilfte die erste Gruppe der gesund gebliebenen
Balsaminen durch eine zweite Gruppe von fiinf Pflanzen ersetzt, ghc
ebenfalls nach vier Monaten noch gesund waretl. Der Pilz hatte sich
also in dieser Zeit im Boden nicht durch das _thz hin ausgeb_reltct.
Selbstverstandlich war der urspriinglich sterilisierte Boden bei d_cin
sechs Monate dauernden Versuch im Laufe der Zeit durch viele
Mikroorganismen besicdelt worden. Die Moglichkeit 1st mc]}llt a:i;
geschlossen, dass diese die Ausbreitang von Verticillium gehemm

haben. Fine Wiederholung des Versuches l}ntcr.Bedingunng_l, i ]lle
ein sterilbleiben des Bodens garanticren, ist nlc};‘;n fﬁﬁeglﬁgg:né

(Uber die antagonistische Wirkung von Mikroorgani

siche Seite 726). _ ] o ‘
i el die Moglichkeit eincs direkten
Bei einem anderen Versuch wurde di€ gln et cines direkecs

Kontaktes von kranken mit gesunden Wurze
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30 x 30 cm grosses Gefiss wurde sterile Erde gebracht (Abb. 18b),
der Wurzeln von als Folge eines Verticillium-Befalls abgestorbenen
Balsaminen-Pflanzen beigefiigt wurden., Diese Wurzeln wurden in
der obersten, 10 cm dicken Lage der Erde verteilt. In das Gefass
wurden hierauf finf gesunde Balsaminen-Pflanzchen gesetzt. Der
Versuch wurde zweimal ausgefiihrt; einmal erkrankten zwei, das
andere mal drei Pflanzen. Durch Verticillium-Befall abgestorbene
Wourzeln sind also cin Infektionsherd. - - ‘ ‘ :
‘Bei einem folgenden Versuch wurde ein Gefdss von 30 X 60 c
Grosse durch eine wegnehmbare, hélzerne Scheidewand in zwei
Hilften geteilt und mit steriler Erde gefiillt (Abb, 18¢). In die linke
Hilfte wurden fiinf mit einer Sporensuspension von Verticillium
infizierte Balsaminen gepflanzt., Die fiinf in die rechte Hilfte gesetzten
Pflanzen waren unbehandelt, Sobald die infizierten Pflanzen krank
wurden, wurde die Scheidewand weggenommen. Zwischen den beiden
Pflanzengruppen bestand nun die Moglichkeit von Wurzelkontakt,
auch hatte der Pilz nun die Méglichkeit sich Yon der einen Gefiss-
hilfte in dic andere auszubreiten. Nach zwei Monaten waren die
infizierten Pflanzen abgestorben, aber die Pflanzen in der anderen
Gefasshilfte erkrankten nicht. Von einer folgenden Gruppe von in
die beiden Hilften gesetzten Pflanzen, wurden auf der linken Seite
einige krank; auf der rechten Seite ‘dagegen blicben alle gesund. Bei
diesem Versuch hatte sich der Pilz-also weder. durch Wurzelkontakt
noch direkt durch den' Boden ausgebreitet. Eine Infektion von
ahsterbenden, infizierten Wurzeln aus kann wohl stattfinden,” was
schon aus dem oben beschricbenen Versuch hervorgeht und was
auch dieser Versuch bestitigte, bei dem in der-linken Gefisshilfte
auch einige PHlanzen der zweiten Serie erkrankten. Dies deutet auf
cine von toten Wurzeln ausgehende Infektion hin, Der Pilz wiichst
durch die Rinde heraus und kann mit den lebenden Wurzeln der
Jjungen Pflanzen in Berithrung kommen und in diese eindringen.
Ob durch.den Kontakt von lebenden Wurzeln eine Infektion
stattfinden kann, ‘sollte der folgende Versuch zeigen. Eine 70 cm.
lange und 15 cm breite, hélzerne Kiste wurde mit steriler Erde
gefiillt. Auf der einen Seite wurde eine Gruppe von fiinf Balsaminen
gepflanzt, in -den restierenden Teil der Kiste wurden. weitere sechs
Pilanzchen auf je 10-cm Abstand gesetzt. Die ersten finf Pflanzen
wurden mit einer Sporensuspension injiziert. Diese waren nach sechs
Wochen abgestorben; die anderen Pflanzen blicben dagegen: gesund.
Nach drei Monaten wurden die abgestorbenen und die noch gesunden
Pflanzen dicht tber der Erde abgeschnitten. Hieraul wurden dicht
bei den alten Stengeln vorsichtig junge, gesunde Balsaminen gepflanzt.
Diese zweite Reihe von Pflanzen wurde nach drei Monaten auf die-
selbe Art und Weise durch eine dritte Reihe ersetzt. Bei der zweiten
Reihe waren noch zwei der fiinf Pflanzen, die an der Stelle der
urspriinglich injizierten Balsaminen standen, erkrankt. Bei der dritten
‘Reihe blieben iiberhaupt alle Pflanzen gesund. Dieser Versuch
wurde noch zweimal mit vergleichbaren Resultaten wiederholt. In
der Ecke: der Kiste wurde von den fiinf gruppengeweis gepflanzte
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Balsaminen bei der erste Wiederholung bzw. 3 und 0, bei der zweite
Wiederholung bzw. 2 und 0 Planzen krank. Beim Kontrolle-Versuch,
bei dem die fiinf gruppenweise gepflanzten Balsaminen mit Wasser
injiziert wurden, blieben alle Pflanzen gesund. _

Aus diesen Versuchen kénnen die folgenden Schliisse gezogen
wurden: ‘

1. Der durch Injektion in die Stengel gebrachte Pilz muss bis in
die Wurzeln vorgedrungen sein, da nach der Entfernung der kranken
Pflanzen, dic an derselben Stelle gesetzten gesunden Pflanzen eben-
falls erkrankten. ‘ ‘

9. Nacheinander folgende Reihen von jungen Pflanzen, ausge-
setzt an Stellen von kranken Pflanzen, wurden anfanglich nur teilweise
krank und blieben spiter véllig gesund. Der Verseuchungsgrad des
Bodens nahm an den betreffenden Stellen gegen alle Erwartungen in
nicht zu, sondern ab. Wahrscheinlich hatten sich andere Mikro-
organismen derartig vermehrt, dass Verticillium durch ihre antago-
nistische Wirkung zuriickgedrangt wurde.. -

3. Von den kranken Pflanzen aus vermochte sich der Pilz direkt
im Boden nicht weiter auszubreiten. '

4. Durch Kontakt von lebenden Wurzeln hatte keine weitere
Ausbreitung des Pilzes stattgefunden. o ‘

Um der Moglichkeit einer Ausbreitung von Verticillium im Boden
nachzugehen, wurden auch cinige Versuche im Freien ausgefithrt.
Sechs 75 % 75 x 100 cm grosse Behilter aus Beton wurden mit
nicht sterilisierter Gartenerde gefillt. In diese wurden je 17 Antir-
rhinumpflanzchen einer einjéhrigen Rasse gesetzt (siche Abb. 19).
Die mittelsten Pflanzen in vier Behiltern wurden mit Verticillium
infiziert. Dazu wurde ein Stiickchen Agar mit dem Mycel des Pilzes
gegen den vorher leicht verwundeten ~Stengelfuss gelegt. Zwei
Panzen wurden mit einer zum Mski-Typus gehorenden Einspor-
kultur des Stammes No. 19 und zwei. mit ciner zum d.M.-Typus
gehorenden Einsporkultur des Stammes No. 1 infiziert. Dic Pflanzen

in zwei Behiltern dienten als Kontrolle. Tm Herbst wurden alle

Pflanzen {iber dem Boden abgeschnitten nd im Mai des folgenden

Jahres wurden an denselben Stellen wieder neue Pfinzchen gpsetzt,
ohne dass diese infiziert worden waren. Dasselbe wurde noch wihrend

den zwei folgenden Jahren wiederholt. . q
Im ersten Jahr wurden alle infizierten und eine kleinere oder
grossere Zahl der im gleichen Behilter stehenden, nicht infizierten
Pflanzen krank. Im zweiten Jahr nahm die Zahl der kranken Pflanzen
noch zu, wihrend im_dritten und_ vierten Jahr nur noch cmzclng
PAanzen erkrankten. Die Ausbreitung der Krankheit im ersten J(lln
zweiten Jahr kann wahrscheinlich auf den Kontakt von lebe?l }fn
Whurzeln mit abgestorbenen, verseuchten Wurzelteilen zuriickgefinrt
werden. Im dritten und vierten Jahr wat der Befall stark vermindert.
Der Verscuchungsgrad war wahrscheinlich als Folge der antzli(go- _
nistischen Wirkung der Boden-Mikroorganismen stark 'zurii-cdge-
gangen. Auch verdnderte der Zustand des Bodens durch die wieder-
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Abb. 19. Die Ausbreitung von Verticillium von einer infizierten Pflanze aus’in
nicht sterilisierten Béden und der Verlauf der Bodenverseuchung wiihrend 4 Jahren.
e infizierte Pflanzen; o erkrankte Pflanzen; .+ gesund geblicbene Pflanzen

holte Bepflanzung mit dnfirhinum. Vor allem wird wihrend der
Versuchsdauer der Gehalt der Gartenerde an organischen Stoffen
stark zuriickgegangen sein, wodurch immer mehr der im Boden
lebenden Mikroorganismen. auf die abgestorbenen Wurzeln der
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Antirthinum-Pflanzen angewiesen waren. Wenn Verticillium in diesen
Wurzeln zugegen war, dann musste dieser Pilz im Wettbewerb
unterliegen, so dass der Befallsgrad im Boden zuriickging.

b.  Der Aufbau und Abbruch von Verticillium im Boden

Um nachzugehen, ob sich im Boden eine Verticillium-Population
aufbauen kann wurden folgende Versuche ausgefithrt. 42 Blumen-
topfe mit einem Durchmesser von 13 c¢m wurden mit sterilisierter
Gartenerde gefiillt; in jeden wurde ein Balsaminen-Pflanzchen gesetzt,
Nachdem diese gut angewachsen waren, wurden die Stengel von 30
Pflinzchen mit einer Verticillium-Sporensuspension injiziert; 12
Pflinzchen dienten als Kontrolle. Die Pflinzchen wurden auf Grund

TABELLE 26
Der Aufbau von Vertisillium im Boden von infizierten Balsaminen aus

. Zahl der kranken Pflanzen”
Krankheitsindex - . .
der Pflanzen A];'Urhjclle.rclll E mtl—eyh E mt2-e5'h in Kontrolle
1 3 schnneiden rsatzreithe rsatzreine
beim Abschneiden o o T I I o . I
3 10 10 1 ¢ 0 0 0 0
4 : 10 10 1 1 0 0 0 0
5 10 10 2 5 0 1 0 0

I und II: Versuche die wihrend zwei aufeinander folgenden Jahren durch-
gefithrt wurden. Zahl der Versuchspflanzen in jeder Gruppe 10.

der an ihnen auftretenden Krankheitsymptome beurteilt und in
fiinf Kategorien unterteilt (Krankheitsindex 1 = gesund, 5 == villig
abgestorben). je zehn Pflinzchen wurden abgeschnitten, sobald sie
ein Stadium erreicht hatten, das mit dem Krankheitsindex 3, 4 bzw. 5
ibereinstimmte. Die Wurzeln blieben unberiihrt im Boden zuriick.
Zur Kontrolle wurden gleichzeitig bei jeder Gruppe vier gesunde
Pflanzen abgeschnitten. Die abgeschnittenen Pflanzen wurden direkt
durch neue ersetzt (erstc Ersatzreihe), Nach ungefibr drei Monaten
wurden diese Pflinzchen wiederum abgeschnitten und durch andere
ersetzt (zweite Ersatzreihe). Dieser Versuch wurde zweimal ausge-
fihrt (I und IT in Tabelle 26}. Der Gedanke war, dass der durch
Injektion in den Stengel gebrachte Pilz im Verlaufe der Zeit bis in
die Wurzeln vorgedrungen sein sollte und zwar in umsomehr Wur- -
zeln, je mehr Zeit seit der Infektion verstrichen war und je stirker
die Pflanzen erkrankten. Bei einem Krankheitsindex 5 sollte der
Boden also mehr kranke Wurzeln enthalten als bei einem Krankheits-
index 3, so dass im ersten Fall ein grossere Zahl der die abgeschnittenen
Pflanzen ersetzenden, jungen Pflanzen erkranken miisste. Dies wurde
auch gefunden, doch nur in geringem Masse. Der Pilz vermochte
sich jedoch im Boden nicht weiter zu kolonisieren, denn bei der
sweiten Ersatzreihe erkrankten nur noch einzelnc Pflanzen. Das
Resultat kommt also mit dem im oben beschricbenen Versuch tiberein:
Verticillium vertrigt sich schlecht mit anderen Bodenmikroorganismen.
Fin weiterer Versuch wurde eingesetzt, um den Einfluss von
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anfilligen Pflanzen auf den Verlauf des Verseuchungsgrades von
Gartenerde zu bestimmen. Diesmal wurde im Autoklaven sterilisierte
FErde verwendet, in die siecben Tage alte Schittelkulturen von Verti-
cillium gebracht wurden. Um die Kulturen fein verteilen zu kénnen,
wurden sie vorher mit einem Mixer in kleine Teile zerschlagen. Je
nach Bedarf wurden die Kulturen. im ersten Versuch mit Wasser,
im zweiten mit einer Czapck Dox-Nihrlgsung verdiinnt. Die dem
Boden zugefiigte, Flissigkeitsmenge war in allen Fillen dieselbe.
Bbéden, denen 1000 c¢m® unverdiinnte Schuttelkulturen zugefiigt
wurden, wurden als 100 9%-ig verseucht angenommen. Durch Ver-
diinnen der Schiittelkulturen wurden Boden erhalten mit einer Ver-
seuchung von 0, 1, .10, 25, 50. und 100 % (Versuch I) und 0, 0.5,
1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 25, 50 und 100 %, (Versuch II). Die Erde wurde

‘ TABELLE 27
Die Zahl der erkrankten Pflanzen in Béden mit verschiedenen Verseuchungsgraden
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auf Kisten: verteilt und mit je elf Balsaminen bepflanzt. Nach drei
Monaten wurden diese Pflanzen direkt iiber der Erdoberfliche abge-
schnitten und durch cine zweite Reihe ersetzt. Diese' wurde nach
wiederum drei Monaten durch eine dritte Reihe ersetzt. Nach einem
Monat war sowohl im ersten wic im zweiten Versuch die Zahl der
-erkrankten Pflanzen in der zehn prozentig verseuchten. Erde am
grossten (Tabelle 27). Moglicherweise ist fiir das Aufireten der
Krankheit bereits eine zu zehn Prozent verseuchte Erde optimal. Bei
~der zweiten Reihe der in die verschieden stark verseuchten Bbden
gepflanzten  Balsaminen ging die Zahl der erkrankten Pflanzen
zuriick, was auf einen Riickgang des Verseuchungsgrades hinweist.
Die dritte Reihe der in diese Boden gepflanzten Balsaminen blieb
praktisch gesund. Der Verseuchungsgrad der Erde war also auf fast
null zuriickgelaufen. Die Resultate der beiden Parallel-Versuche
stummten vollkommen miteinander iiberein. ‘

Die Resultate der Seite 714-720 beschriebenen Versuche iiber die
Ausbreitung und den Aufbau von Veriicillium benétigen ein nihere
Prézisierung. Obwohl sich die Resultate in gewissen Fallen scheinbar
widersprechen, lisst sich hierfiir doch im biologischen Gleichgewicht
des Bodens eine algemeine Erklirung finden. In sterilisierten Boden ist
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Verticillium im Stande, sich durch Mycelwachstum aktiv auszubreiten.
Hier fehlt jede Konkurrenz von anderen Mikroorganismen, Bei den
andern beschriebenen Versuchen (Tab. 26 und 27) war die geddmpfte
Erde jedoch nur anfinglich steril, hier konnte sich der Pilz -von den
durch Injektion in den Stengel infizierten Pflanzen aus anfiinglich
durch den Boden oder durch den Kontakt von lebenden Wurzeln
mit abgestorbenen, verseuchten Wurzelteilen ausbreiten. Bevor der
Pilz jedoch von der Pflanze aus den Boden kolonisiert hat, kénnen
diesen auch andere Mikroorganismen mit Hilfe ihrer Sporen erreicht
und besiedelt haben. Bis Verticillium nach der kiinstlichen Infektion
vom Stengel aus die Wurzeln erreicht hat und diese absterben, kann
sich um die Wurzeln der gesunden Pflanzen bereits eine Mikro-
flora aufgebaut haben, die Verticillium den Zutritt zu diesen Wurzeln
verwehren kann. Wird jedoch die anfinglich sterile Erde mit Verti-
cillfum verseucht, dann dauert der Konkurrenz-Streit um den Besitz
des Bodens linger und sinkt der Verseuchungsgrad langsamer. unter
sein Infektionsvermégen. Dies sahen wir bei den Versuchen iiber den
Aufbau nach der Infekdon des Bodens mit Schiittelkulturen von
Verticillium. Wird dagegen Verticillium in nicht sterilisierte Erde ge-
bracht, dann findet cine Gleichgewichistorung statt, deren Dauer
unter anderem von der Menge des Inokulums abhiingig sein kann.

c. Die Lebensfihigkeit von Verticillium im Boden

Aus den oben beschriebenen - Versuchen geht hervor (Abb, 19),
dass Verticillium im Stande ist, wenigstens wihrend eines Winters auf
Pflanzenresten in nicht steriler Erde zu leben, ohne dass in dieser
eine Pflanze wichst. S : . .

In einem anderen Versuch wurde nachgeprift, wie lange der Pilz
sich in bleibend steriler, anfiinglich steriler und nicht steriler, kom-
postreicher Gartenerde zu handhaben vermag.

Die in geschlossenen Glaskélben sterilisierte Erde wurde mit -
Sporensuspensionen verseucht und zwar mit den Stimmen No. 9
von Mskl-Typus, No. 1 von d.M.-Typus und No. 23 und 24, zwei
Chl-Typen. Die Kolben wurden im Freien unter cin Schutzdach
iiberwintert. Mit Sporensuspensionen der gleichen Stimmen wurde
auch kurz vorher sterilisierte und nicht sterile Erde verseucht. Diese
Portionen. wurden in offenen Einmachglidsern bewahrt. Ein; zweli,
drei und fiinf Monate nach dem Versuchsbeginn wurde probiert,
Verticillium aus den mit Sporensuspensionen verseuchten Erd-Portionen
zu isolieren, und zwar nach der von BRIERLEY und BrIERLEY (1927)
angegebene Methode (Tab. 28). Ein Gramm Erde wurde in 20.000cm?
steriles Wasser gebracht. Von der ex_-haltcnen Suspension wurde je
ein cm? zu 15 cm3 gerade noch flissigem Czapek Dox-Agar gefigt.
Diese Mengung wurde unter fortdaucrndem Schitteln in cine
Petrischale gegossen, wo sic erstarrte. Jede Isolierung wurde achtfach
ausgefiihrt. Bei der nach funf Monaten ausgefithrten Reisolicrung
wurde auch nach der von Warcup (1950) beschriebenen Methode
gearbeitet. Kleine Klitmpchen Erde wurden in den hierbei vorge-
* schriebenen Nihrboden fein verteilt. Die erhaltenen Resultate waren
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TABELLE 28

Zahl der Kolonien in acht Petrischalen bei Reisolierung von Verticillium aus
verseuchter Erde nach:

Verticillium- 30 Tagen | 60 Tagen -} 90 Tagen 150 Tagen
Stamme sco| sceo| sGgo s G|O
No. Typus - B B B BIW B, B
21 4d.M. 25 0 O 0 0 0 010 0 0 5 (]
9 | Mskl 376 0 3 16 1 1 {216 0 1 3 | 8 0 0
23 | Chl o O 0 (104 6 1 317 2 3 8 2 0
24 . oo 8 3 910 010 0 o 12 0
Kontrolle 0 00 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0

S = Sierile Erde;

G = urspringlich sterilisierte Erde;
O = nicht sterilisierte Erde;

B = Methode Brierley;

W = Methode Warcup.

nicht einheitlich und unsicher, sodass sich daraus nur wenige Fol-
gerungen ziehen lassen. Wohl kann gesagt werden, dass sich nach
fiinf Monaten der zum Mskl-Typus gehérende Stamm noch aus
steriler Erde und der zum d.M.-Typus noch aus anfinglich steriter
Erde isolieren liess. In nicht steriler Erde scheint sich Verticillium
wenigstens nicht in einer nach den oben beschriebenen Methoden
zu isolierenden Form handhaben zu kdnnen.

Auch Isaac (1953a) konnte sowohl zum Mskl-Typus wie zum
d.M.-Typus gehorende Stimme von Verticillium nach einer gewissen
Zeit nicht mehr aus verseuchter Erde isolieren. Anitirrhinum- und
Tomatenpflanzen, die in diese Erde gepflanzt wurden, erkrankten
dagegen noch. Aus dieser Tatsache kénnte man den Schluss ziehen,
dass der Pilz entweder nur noch in einer sehr geringen Menge im
Boden vorkommt oder dass er in ein Ruhestadium tbergangen ist,
das auf den verwendeten Nihrbéden nicht keimt.

d. Ruhestadien von Verticillium im Boden

Der in den Niederlanden meist vorkommende Verticiitium-"Typus
bildet in der absterbenden Pflanze Mikrosklerotien, die auf und in
der Erde zurechtkommen. Hier sollten sie, wie algemein angenommen
wird, unter giinstigen Umstéinden keimen (KLesany, 1913; VAN DER
Lek, 1918; BewrLry, 1922; Isaac, 1946 und WinmeLm, 1950a, b).

Die Mikrosklerotien bestehen aus Zellen, deren Winde dick und
dunkel gefirbt sind und die ein dichtes Protoplasma und zahlreiche
Oecltrépfchen enthalten. Man kann sich die Irage stellen, ob diese

- Zellen wirklich noch keimfiihig sind. Die Keimung der Mikrosklerotien
wurde in einigen Versuchen niher untersucht. Bald zeigte es sich,
dass es unmaglich ist, eine reine Suspension von Mikrosklerotien zu
erhalten. Diese Kérperchen sind immer mit den Hyphen verbunden,
an denen sie sich urspriinglich entwickelt haben. In'den Suspensionen
sind auch immer Konidien zugegen. Nach Porter (1954) sollen
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Mikrosklerotien innerhalb von 48 Stunden in sterilem Wasser, in
Czapek Dox-Nihrlosung oder in Extrakten von Wurzeln und Rhi-
zomen von Mentha piperita keimen konnen. Uber den Verlauf der
Keimung gab PorTER (1954) keine Einzelheiten bekannt. Wahr-
scheinlich wurde auch von ihm anhaftendes Mycel und Sporen
beobachtet, die er mit Hilfe einer Temperaturbehandlung von den
Mikrosklerotien zu scheiden probierte. Nachdem er die Suspensionen
wihrend 60 Minuten auf einc Temperatur von 47° G gebracht hatte,
eimten die Konidien nicht mehr. Bei 16 von 20 so behandelten
Mikrosklerotien-Suspensionen trat auf Agarbéden gebracht erneut
Mycelwachstum auf. Hier kann jedoch das Mikrosklerotium selbst
gekeimt sein oder das thm anhafiende Mycel kann sich weiter ent-
wickelt haben.

Um diese Frage zu lésen wurden bei einem ersten Versuch die
Mikrosklerotien teilweise mit Sublimat-Alkohol 0.1 o/ teilweise mit
Silbernitrat 0.1 %, dusserlich desinfiziert. Nach einer Behandlung mit
Sublimat-Alkohol wihrend einer Minute war das Mycel nicht mehr
im Stande zu wachsen, bei Silbernitrat lag diese Grenze bei finf
Minuten. Die behandelten Mikrosklerotien keimten nicht mehr, wenn
sie auf Kirschenagar, Czapek Dox-Agar oder in ein Wurzelsekret von
Balsaminenpflanzen gebracht wurden. Aus den zur Kontrolle nicht
behandelten Mikrosklerotien-Suspensionen entwickelte sich dagegen
ein neues Mycel. Auch Infektionsversuche mit behandelten Mikro-
sklerotien-Suspensionen auf Impatiens balsamina blieben negativ. Die
Mikrosklerotien waren also gegeniiber diesem Desinfektionsmittel
gleich empfindlich wie das Mycel: Hierauf wurde nachgepriift, ob
ein Unterschied in der Empfindlichkeit gegeniiber hohen Tempera-
turen zwischen den Mikrosklerotien und dem Mycel von Verticillium
besteht, Suspensionen von Mikrosklerotien des von Porter erhaltenen’
Stammes No. 22 und cines von Chrysanthemum isolierten Stammes
No. 40 wurden wihrend einer Stunde auf eine Temperatur von
47° G gebracht. Als Kontrolle dienten bei Zimmertcmperatur gehal-
tene Suspensionen von Mikrosklerotien. Die Keimung der Sporen
und Mikrosklerotien wurde unter dem Mikroskop In einem Tropfen
Wasser auf einem etwas hohl geschliffenen Objektglaschen kontrolliert.

TABELLE 29
Die Keimung der Sporen und Mikrosklerotien von einigen Verticillium-Stammen
nach verschiedener Behandlung
Verticillium- ) .
Stamme Behandlung .der ' Keimung

It 3 -
No. | Typus Suspension Mycel und Sporen Mikrosklerotien
22 | Mskl | Eine Stunde 20°C + —

22 33 Ty I} 47° G - -

40 |- 33 T} 23 20° G + ha

40 3] 33 32 47° G - -

19 » Vier Monate 1.F. 95 % + —

19 4 , rnF.0l % — —

r.F. = relative Feuchtigkeit.
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Dic Sporen keimten nur in den nicht erwirmten Suspensionen; eine
Keimung von Zellen der Mikrosklerotien konnte iiberhaupt nie
beobachtet werden (Tab. 29). : ‘ : o

Nun wurde . probiert durch Austrocknung eine Trennung der
Mikrosklerotien vom anhaftenden Mycel zu erreichen. Dazu wurden
Suspensionen .von Mikrosklerotien des Verticillium-Stammes No. 19
. hergestelit. Die Mikrosklerotien wurden abfiltriert und wéhrend vier
Monaten in einem Schwefelséiure-Exsiccator unter Vakuum bewahrt.
Als Vergleich dienten Mikrosklerotien desselben Stammes, die
wihrend vier Monaten bei einer Feuchtigkeit von 95 % bei 0° G
bewahrt worden waren. Nach einem Verbleib von vier Monaten im
Exsiccator konnte keine Keimung mehr beobachtet. werden: sowohl
die Sporen wie die Mikrosklerotien und das diesen anhaftende Mycel
waren nicht mehr im Stande sich weiter zu entwickeln, Auch wenn
die Mikrosklerotien. in zweimal iiber Glas destilliertes Wasser oder
in Kirschensaft gebracht wurden, keimten sie nicht. Der Austrock-
nungsprozess im Exsiccator ist scheinbar so kriftig, das der Pilz
vollig abstirbt. Auch wurden Tropfchen Suspensionen von Mikro-
sklerotien und Sporen der Verficillium-Stamme No. 19, 22 und 40
nach einem Verbleib von. einer Stunde bei 47° G auf Kirschenagar
und Czapek Dox-Agar gebracht. In keinem Falle trat Wachstum auf,
In einem Tropfen Wasser, in dem einige der bei 0° C bewahrten
Mikrosklerotien gebracht worden waren, entwickelte sich Verticillium-
Mycel. Dieses bildete sich jedoch wiederum nicht aus den Zellen der
Mikrosklerotien, sondern entweder aus Konidien oder aus altem
Myecel, das immer an den Mikrosklerotien zu finden ist.

Es kénnte auch méglich sein, dass die Mikrosklerotien erst unter
dem Einfluss von Wurzelsekreten anfilliger Pflanzen keimen. Um
diese Moglichkeit nachzupriifen,” wurden aus desinfizierten Saaten

TABELLE 30

Das Wachstum von Vertfcillium nach Erwarmung auf47° C oder nach Austrocknung
~ in der Ndhe von Tomatenwurzeln

Verticillinm- ' Keimung
Stamme Behandlung der it ohne
No. | Tyous Suspension Tomatenwurzeln | Tomatenwurzeln
. yp Myc.+8p. Mskl | Myc.4-Sp.  Mskl
22 | Mskl | Eine Stunde 20° C + — + B
ig " » o 47°C —_ — — .
1] 3] ’ 20° G . — —_
40 L1} 33 1) 47° G i—. J— : i —
19 » Vier Monate r.F. 95 % + _ + —
19 ” I m r.F. 0.1 % —_— —_ —_ —_—

r.F. = rclative Feuchtigkeit,

herangezogene Tomatenkeimpflanzen in Petrischalen auf Kirschen-
agar ausgelegt. Von Suspensionen mit Mikrosklerotien, die wihrend
einer Stunde eine Temperatur-Behandlung von 47° ¢ erhalten
hatten oder die wihrend vier Monaten in einem Exsiccator bewahrt
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worden waren, wurden funf Tropfchen rund um die Waurzeln von
je: zwei Pfldnzchen gelegt. Kontroll-Versuche wurden ohne diese
Pflanzchen ausgefiihrt. Dieser Versuch wurde in duplo -ausgefiihrt
und spéter nochmals mit einem Czapek Dox-Nihrboden wiederholt.
Hierbei wurden sowohl Tomaten- als Balsaminen-Keéimpflinzchen
vprwcndet. In allen Fillen war das Resultat dasselbe; niemals konnte
eine Keimung der Mikrosklerotien beobachtet werden., Von einem
Einfluss von Wurzelsekreten war also nichts merkbar (Tabelle 30).
Auch das Begraben von behandelten Mikrosklerotien in steriler
und nicht steriler Erde gab keine Anweisung uber deren Keimung.
- Ein Versuch mit einem wasserigen Extrakt aus Gartenerde, der sowohl
im Autoklaven sterilisiert wie durch ein Glasfilter abfiltriert worden
war und der zur Herstellung von Mikrosklerotien-Suspensionen ge-
braucht wurde, blieb ebenfalls resultatlos. Auf Agar und in hingenden
Trépfen konnte nur ein Wachstum des Mycels” gefunden werden,
wenn die Suspensionen Von Mikrosklerotien nicht wihrend einer
Stunde auf 47° C gebracht worden warce. Es ist deshalb nicht ge-
lungen, Verticillium-Suspensionen so_zu behandeln, dass die Sporen
und das Mycel getotet wurde, die -Mikrosklerotien aber noch keim-
[ihig blicben. Porter’s Beobachtungen konnten also hicht bestatigt
werden. Die dunklen Zellen der Mikrosklerotien waren nie imstande
zu keimen.” - ' : - ' ' '

Wenn die Mikrosklerotien an sich nicht mehr keimfihig sind,
welche Funktion erfiillen sie dann? Moglicherweise stellen sie nichts
anderes als degenerierte Mycelklumpen dar oder sind die Lagerungs-

riume von Reservestoffen, die das alte Mycel bei erneutem Wachstum
gebrauchen kann, . T : - : -

6. EmiGe BEMERKUNGEN UBER DIE BEKAMPFUNG vOoN VERTICILLIUM

a. Der Ez’nﬂus.f des Fruchtwechsels auf ‘Verticillium

Die Bekimpfung von: Verticillium wird durch den polyphagen
Charakter des Pilzes erschwert. Im Laufe der Zeit sind immer wieder

neue Pflanzen als Verticillium-anfallig bekannt geworden. Verschiedene
Pflanzenarten wurden dann auch in den Kreisder ph_ytgpatho_loglschen
Untersuchungen eingezogen. Dies war zum Beispiel bei Flachs,
Zichorienwurzel, Rosenkoh! (IsAAC, 1957), Spargel- und_Blumcnkohl
(NarT1, 1958}, Luzerne und (bei der Samenzi_ichtung) bei Ritben und
Spinat der Fall, Ferner kommen immer wieder andere Varictaten
von Skonomisch wichtigen Pflanzenarten auf den Markt, von denen
méglicherweise manche fiir Verticillium anfalliger. sind. Bei viclen
Gewiichsen tritt Verticillium regelmissig auf; bei anderen wie C_}etrmde,
Klee oder Erbsen-wird der Filz nur selten oder Giberhaupt ni€ gefun-
den. Durch die Inachtnahme €ines richtigen Fruchtwechsels, bei dem
nie anfillige Gewiichse nacheinander angebaut werden,: kann Verti-
cillium im Boden zuriickgedringt werden. Uber eine’ giinstige Vor-
frucht, dic'dem Anbauc. eines Verticillium-anfalligen Gewichses voraus-
zugehen hat, ist jedoch noch wenig bekannt (INELSON, 1950).
Anderseits wird Verticillium im Boden nach einer kurzen Aufbau-
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Periode wicder ziemlich schnell zuriickgedringt, was die oben
(S.718-721) beschriebenen Versuche zeigen. Mit unseren Ergebnissen
iibereinstimmende Resultate erhielten AKELEY c.s. (1956) in Feld-
versuchen bei einem wiederholten Anbau von Kartoffeln, In den
ersten zwei Jahren des Versuches baute sich die Krankheit auf,
wiithrend im dritten und vierten Jahr die Zahl der erkrankten Pflanzen
stark abnahm (Abb. 19). Dies bedeutet, dass man nicht zwei Jahre
nacheinander dasselbe, anfillige Gewichs auf derselben Parzelle
anbauen sollte. Hochstwahrscheinlich hiilt sich Verticillium im Boden
auf den abgestorbenen Pflanzenteilen im Stande, aber sobald diese
verzehrt sind, wird Verticillium den Konkurrenz-Streit mit den typi-
schen Bodenpilzen nicht mehr Gberleben kdnnen.

Isaac (1954) fand in Topiversuchen mit Tomaten und Antirrhinum
eine antagonistische Wirkung eines als Blastomyces lufeus bestimmten
Pilzes. Wenn dicser Pilz wihrend drei bis vier Monaten mit Verti-
ciilium im Boden anwesend war, nahm die Zahl der erkrankten
Pflanzen stark ab.

Bei eigenen Versuchen wurde die antagonistische Wirkung dieses
Pilzes, wie auch dic von Penicillium nigricans Bain (== syn. Penicillium
Janczewskii Zaleski), Penicillium brevicompactum Dierckx und Trichoderma
viride Pers. ex Fries (Stamm 213) auf Verticillium untersucht ). Sterile,
auf zwslf Kistchen verteilte Erde wurde mit den verschiedenen Pilzen
verseucht: durch die Erde wurden je 250 cm? einer sieben Tage alten
Schiittelkultur gemengt. Ein Teil der Erde wurde nur mit den mut-

. TABELLE 31
Die antagonistische Wirkung von einigen Bodenmikroorganismen auf Versicillium

Zah! der erkrankten Pflanzen (von
) . Insgesarnt 3 X 11) nach:
Sterile Erde infiziert mit: 30 Tagen 90 Tagen
I II Il [total [ I II III | total
Penicillium brevicompactum 6 0 0 ¢ {0 0 0 0
P. brevicompactum + Verticillium 2 1 5 8 5 5 5. 15
Penicillium nigricans 0 0 0 1] 0 1] 0 0
P. nigricans + Verticillium 0 1 2 3 6 3 10 19
Trichoderma viride 0 0 0 0 0 0 0 0
T. viride 4~ Verticillium 2 2 4 8 7 310 20
Blastomyces luteus 0 0 0 0 0 0 0 0
g. iuteus - Verticillium 6 3 5 14 |10 8 7 25
. brevicompacium + P, nigricans
7. siride - B. futens , o000} 00 o0 0] 0
. brevic, - P. nmigric. .
e TR hee v enie. 0 3 2| 50 4 610
Sterile Erde 0 0 0 0 0 ¢ 0
Sterile Erde + Verticillium 3 7 9 19 5 7 10 2(2)

I, II und T Resultate von drei nacheinander genommenen Versuchen,
1 R,t’ainkulturen'dieser Pilze wurden vom ‘“‘Centraal Bureau voor Schimmel-
cultures” (C.B.S.) in Baarn erhalten mit der Bemerkung, dass es sich bei der

von Isaac als Blastomyces luteus eingeschickten Kultur alle i
eine Malbranchea-Art handelt. ¢ ' e ellem Anschelne nach o
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masslichen Antagonisten, einzeln und mit allen vier gemeinschafilich,
ein anderer Teil mit diesen und mit Verticillium beimpft. Als Kontrollen
dienten ferner sterile und nur mit Versicillium beimpfte Erde. 17 Tage
spiter wurden in die Erde je cif Pflinzchen von Impatiens balsamina
gepflanzt. Der Versuch wurde dreimal wiederholt. Die mit Vertictilium
in die Erde gebrachten Pilze tibten wihrend des ersten Monates eine
hemmende Wirkung auf den Parasiten aus (Tab. 31). Am stérksten
war die Wirkung bei der mit P. nigricans und_ der mit allen vier
“Antagonisten” beimpften  Erde. Nach vier Monaten war jede
hemmende Wirkung der vier einzeln der Verticillium-verseuchten Erde
zugefiigten Pilze verschwunden. Wo jedoch alle vier Antagonisten
gemeinsam in dic Erde gebracht worden waren, liess sich noch eine
deutliche Hemmung des Verticillium-Befalles wahrnchmen.

b. Sanitdre Massnahmen

Es hat sich gezeigt, dass die Menge des im Boden zurtickbleibenden,
befallenen Pflanzenmaterials auf die Verseuchung einen grossen Ein-
fluss haben kann. Es ist darum empfehlenswert, die befallenen Planzen
oder Planzenteile so gut als moglich aufzurdumen. Die Blatter der
Verticiltium-kranken Eschen fallen frithzeitig ab und da sie den Pilz
enthalten, stcllen sie einen Infektionsherd fir die noch gesunden
Biume dar. Bei der Samenziichtung der Zuckerrithen werden die
reifen Samen gewonnen und die Samenpflanzen bleiben stehen. Bei
ciner stark verseuchten Riibenparzelle sollten diese alten Pflanzen
direkt aufgeriumt oder durch eine baldige Bodenbearbeitung sollte
der Abbruch des Materials beschleunigt werden. Bei der Luzernezucht
bilden die alten Stoppeln einen Infektionsherd. Maoglicherweise lasst
sich auch hier die Zersetzung der Pflanzenreste durch cine gecignete
Bodenbearbeitung im Herbst und Winter beschleunigen.

c. Unkrduter als Zwischenwirle von Verticillium

Ebenfalls ist es empfehlenswert, die Unkriuter auch wihrend der
Zeit, in der das Land brach liegt, griindlich zu entfernen. In der
Literatur liegen einzelne Meldungen i.ib(_ar das Vorkom;ncn von
Verticillium auf Unkridutern vor. Hierbei wird aber kaum iiber Ver-

_suche berichtet. Nur Harris (1956) und VAN DEN Enpe (1956) gingen

etwas eingehender auf dieses Problem ein. Bei den hier zu besprechen-

den Infektionsversuchen wurde mit vier Verticillium-Stimmen gearbei-
tet, die von einer Zuckerriibe (No. 99), von Chrysanthemum (No. 40),
von einer Erdbeerpflanze (No. 20) und von Tomate {No. 19) isoliert
worden waren und die zum Mskl-Typus gehorten. Als Versuchs-
pfanzen dienten die folgenden Unkrduter: Chrysanthemum leucanthemunm,
Urtica urens, Solanum nigrum_und die Wildform von Fragaria vesca.
Nach dem Eintauchen der Wurzeln in Sporensuspensione der w&:r
* genannten Verficillium-Stimme wurden die Pilinzchen in Gartenen s
im Freien ausgepflanzt. Symptome traten nur bei Urtica urens :mk
Fragaria vesca auf. Die infizierten Pflanzen blicben im Wachsturr;us ark
zuriick. Bei den Brandnesseln verwelkten hie und da einzelne B.e;a.ttcr,
bei den wilden Erdbeeren wurden neben dem Verwelken von Blittern
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auf einigen Blitenstengeln und Blatstielen dunkle Verfirbungen
beobachtet. Die Wachstumshemmung wurde 36 Tage nach- der
Infektion bestimmt. Bei den Brandnesseln -wurde die Hohe der
Pflanzen bestimmt (Tab. 33) und bei den Erdbeeren wurde von jeder
Pflanze dic Breite der drei grissten der zusammengestellten Blatter
gemessen (Tab. 33). :

 TABELLE 32
Die Reisolierung von Verticillium aus infizierten Unkrautern

Verticillium-Staimme Marguerite’ wilde Brandnessel schw.
- S Erdbeere Nachtschatten
No. | ‘Iscliert aus Sympt. Reisol.|Sympt. Reisol.|Sympt. Reisol.|Sympt. Reisol.

19 | Solanum lycopersicum
20 | Fragaria Qberschlesion
29 | Beta wvulgaris

40 | Chrysanthemum spec.
Kontrolle . : : .
— = keine Symptome oder Reisolierung negativ;
-+ = Symptome oder Reisolierung positiv.. .

LT
| +-+++
| ++++
| ++++
| 44
| +4+++
| ++++

TABELLE 33

Linge der Stengel von Urtica wrens und mittlere Blattbreite von Fragaria vesca
. bei mit Verticillium infizierten Pflanzen :

Vertictllium-Stimme © . Utrtica urens .. Fragaria vesca

o : 1n. | Mittlere Mittlere Breite der 3
No. ~-Isoliert aus %321113:; Lange %ﬂagig:; grassten Blatter in cm
. in cm a. b c
19 | Salanum Iycopersium | 15 . 185 | 11 74 6.7 58
20 | Fragaria Oberschlesien 15 18.8 10 73 69 ' 64
29| Beta vulgaris .14 20.9 11 8.1 7.3 6.5
.40 | Chrysanthemum spec. 15 - 219 10 710 66 59
Kantrolle e 14 28.1 1. 10.0 9.0 8.
a, b und c = Mittlere Breite der zehn gréssten, .zweitgrossten und drite-

grossten Bldttern.

Der Pilz Kess sich aus den vier infizierten Unkrdutern reisolieren
{Tab. 32). Obwohl die Marguerite und der schwarze Nachtschatten
ohne Symptome blieben, hatte sich der Pilz durch den ganzen Stengel
ausgebreitet. Diese Pflanzen sind also als Tréger des Pilzes tolerant.
Die vier verschiedenen Stimme von Verticillium reagierten auf jedem
der vier gepriiften - Unkrduter in gleicher Weise.' Dass die vom Pilz
befallenen Erdbeeren und Brandnesseln kleiner bleiben, fallt auf dem
Felde nicht auf; die Krankheit der Pflanzen wird iibersehen. Ver-
suche iiber das Zuriickbleiben von Verticillium  in- Ackerbtden
(WIiLHELM, 1953a) haben fiir dic Praxis wenig Sinn, -da sowohl aufl
brach liegenden wie bepflanzten Boden immer Unkriuter vor-
kommen, die fiir den Pilz anfillig:oder tolerant sind.

d. . iichtung von resisienien Rassen

- Eine ' Moglichkeit, um Pilzkrankheiteri = indirekt zu bekampfen
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bietet die Ziichtung von resistenten Rassen. In Amerika wurden in
der Resistenzziichtung gegeniiber Verticillium bei Tomaten, (LEsLEY
c.s., 1952), Erdbeeren (WiLmeLm, 1954a, 1955b) und Baumwolle
(PrESLEY, 1950) beachtliche Resultate erzielt. Bei eigenen Versuchen
wurden vier Rassen von Impatiens balsamine und vier Riibenrassen
auf ihre Anfilligkeit gegentiber Verticillium gepriift (Tab. 34). Unter
den Balsaminen erwies sich die Rasse “Camelliabloemige wit” als
am empfindlichsten. Jedoch sind die Unterschiede in der Anfilligkeit
zu gering, um praktischen Wert zu haben. Bei den gepriiften Riiben-
rassen handelte es sich um je die beiden hierzulande am meisten
angepflanzten Zucker- und Futterritben. Hier konnten im Befall

. TABELLE 34
Befall von vier Ruben-Varietiten durch Verticillium

Infektiert: )

Varietit 30 Tage nach dem Sahen | 60 Tage nach dem Sihen

: Zahl der infi- kranke Zahl der infi~ kranke

zierten Pflanzen | Pflanzen | zierten Pflanzen | PHanzen
Klein Wanzleben E, 10 S 7 10 6
Hilleshsg 10 8 10 7
Groeningia 10 9 © 9 6
Productiva 10 -6 9. 5

keine Unterschiede gefunden werden; alle vier Rassen wurden von
Verticillium stark befallen. Obwohl bei diesen Pflanzen zwischen den
geprifften. Rassen nur geringe Unterschiede in der Anfilligkeit
gefunden werden konnten, muss das Suchen nach und Zichten.von
resistenten Rassen fortgesetzt werden. Dies dringt sich umsomehr
auf, da gegen Gefisskrankheiten wie sic Verficillium verursacht noch
keine zutreffenden Bekdmpfungsmittel bekannt sind. )

Da Verticillium polyphag ist und in zahlreiche, morphologisch und
biologisch abweichende Stimme =zerfillt, wird es schwieng sein,
wirklich resistente Rassen zu finden. Es werden sich immer wicder
Stamme finden, die eine gegeniiber andern Stimmen unanfillige
Rasse befallen kénnen. Es kinnte schon von grossem Nutzen sein,
wenn eine neue Rasse oder Varietit einer bestimmten Wirtspflanze
weniger anfillig wire als eine gegenwiirtig. viel angepflanzte.

V. BESPRECHUNG UND ZUSAMMENFASSUNG DER
: RESULTATE

1. MorruoLOGIE UND UMGRENZUNG _ ‘
Verticillium-Staimme werden in der Lite-
ratur der Hauptsache nach unter den Namen Va:rtzctllmm alho-
atrum Reinke et Berth. und V. dahliae Kleb. beschrichen. S'owohl
Renke und BertHOLD (1879) wie KLEBAHN (1913) haben jedoch
ihre Beschreibung der Art nur auf wenigen Isolierungen aus cx;;)er
bestimmten Wirtspflanze basiert. V. dahliae sollte sich von V. albo-

Die pflanzenparasitiren
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atrum durch den Besitz eines aus Mikrosklerotien bestehenden Ruhe-
stadiums unterscheiden. Dagegen sollte V. albo-afrum dunkle gebiin-
delte Hyphen bilden. '

. Spiter wurden in der Literatur zahlreiche Typen beschrieben, von
denen einige wohl zu den Beschreibungen einer der beiden Aricn
passen, andere jedoch nicht. So wurden durch Van pEr Meer (1925)
und Isaac (1949} Verticillium-Stimme aus kranken Pflanzen isoliert,
die in Reinkultur zwischen dem weissen Mycel lockere, dunkle
Hyphen bildeten. Auch diese Stimme wurden bei V. albo-atrum unter-
gebracht. '

Loxeree (1940), McKEeEN (1943) und KeyworTa (1952) isolierten
Verticillium-Stimme, in denen sowohl. lockere, dunkle Hyphen wic
Mikrosklerotien vorkamen; Prestey (1941} erhielt selbst in einer
Einsporkultur Saltanten der beiden Typen, die er alle zu V. albo-
alrum rechnete. _ '

In den oben genannten Fillen wurden also Verticillium-Stamme,
die nicht zu den alten Artsbeschreibungen passten, bei V. albo-atrum
untergebracht. PEce (1957) wies dagegen bei einem von ihm erhal-
tenen Saltanten auf die Verwandtschaft mit einer nicht parasitiren
Art hin, die durch Isaac und Davies (1955) als V. intertextum be-
schrichen worden war. Dieser Saltant wurde aus einem Verticillium-
Stamm mit lockeren, dunklen Hyphen erhalten, bildete in Reinkultar
Biindel von hyalinen Hyphen und war bei Infektionsversuchen auf
Tomaten pathogen, Diese Vorbilder zeigen die grosse Veridnderlich-
keit der isolierten Verticillium-Stimme.

Bei eigenen Untersuchungen wurden 69 von den verschiedensten
Wirtspflanzen isolierte Stimme untersucht und miteinander ver-
glichen. Drei davon bildeten in Reinkultur lockere, dunkle Hyphen, .
. bei 64 entstanden Mikrosklerotien und bei zwei Stimmen wurden
dunkle Hyphenbiindel angetroffen. Die letztgenannten stimmten mit
der urspriinglichen Beschreibung von V. albe-atrum iiberein. Obwohl
die dre1 erstgenannten Stimme nicht zu dieser passen, miissten sie,
wenn man IsaAc (1949) und Van peEr Meer (1925) folgen wiirde,
cbenfalls zu V. albo-atrum gestellt werden, wihrend die 64 Mikro-
sklerotien bildenden Stamme zu V. dahliae gehodren wiirden.

In dlteren Kulturen der Stimme mit dunklen Hyphenbiindeln
wurde jedoch folgendes beobachtet: Durch wiederholte Sprossbildung
von einzelnen Zellen fielen die Hyphenbtindel in traubenartige
Korperchen auseinander, die sich von den in 64 anderen Kulturen
gebildeten Mikrosklerotien nicht unterscheiden liessen, die daher zu
V. dahliae gerechnet werden miissten. Die Stdmme, dic in einem jungen
Stadium deutlich zu V. albo-atrum zu gehoren schienen, zeigten also
-in einem spédtcren Stadium ebenso charakicristische Merkmale von
V. dahlige. Eine Unterscheidung von zwei verschiedenen Arten ist
in derartigen Fillen zwecklos. Nur ein Artname lisst sich handhaben,
nimlich V. albo-atrum als der dlteste. Unter diesem sollten nicht nur
die Typen mit dunklen Hyphenbtindeln, sondern auch diejenigen

mit Mikrosklerotien oder mit lockeren, dunklen Hyphen verstanden
werden, . , :
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Verschiedene Autoren wollten jedoch die beiden Arten handhaben.
Hierbei rechneten sie zu V. albo-atrum die Typen mit lockeren, dunklen
Hyphen und zu V. dahfiae diejenigen mit Mikrosklerotien. Mit diesen
Merkmalen soliten andere ebenfalls morphologische parallel gehen,
ferner sollten sich die beiden Arten auch auf physiologischen Eigen-
schaften unterscheiden lassen. So soll zum Beispiel das Vorhandensein
von Mikrosklerotien mit einer bestimmten Sporengrésse und mit einer
charakteristischen Linge und Farbe der Sporentrager parallel gehen
(KLepann, 1913; VAN per MEER, 1925). Obwohl bei den eigenen
Untersuchungen in der Sporengrésse bei Einsporkulturen der beiden
Typen deutliche Unterschiede gefunden werden  konnten, verliefen
diese doch nicht parallel mit dem Vorhandensein von lockeren,
dunklen Hyphen oder von Mikrosklerotien. Die Linge und Ver-
zweigung der Konidientriiger und die Schnelligkeit ihrer Entwicklung
war weitgehend von der Dichtheit der Hyphen an der betreflenden
Stelle abhingig. Eine Bezichung zwischen diesen Faktoren und dem
Vorhandensein oder Fehlen von. Mikrosklerotien konnte jedenfalls
nicht nachgewiesen werden. Die Angaben von Kuiepann (1913),
Van DER MEeer (1925) und Jsaac (1949) hessen sich daher nicht
bestitigen. . :

Ferner besteht noch die Méglichkeit, dass sich die beiden Typen
auf Grund von physiologischen Eigenschaften unterscheiden liessen,
etwa durch Unterschiede in der Ausbreitung des Mycels auf ver-
schiedenen Nahrboden, in der Giftigkeit der gebildeten Toxine, in
der Reaktion gegeniiber einer bestimmten Temperatar oder in der
Lebensfihigkeit im Boden. S

Verticillium-Stamme von verschiedener Herkunft wichen in ihrem
Wachstum. auf bestimmten Nahrbdden oft stark vonen_lander ab, aber
eine bestimmte Entwicklungsweise des Mycels war nic an cnen der
beiden Verticillium-Typen gebunden. _ B

Auch die Giftigkeit der in vitro gebildeten Toxine variierte stark
innerhalb der untersuchten Verticillium-Stimme. Eine Bez;g:hung
zwischen den morphologischen Figenschaften und der phytotoxischen -
Wirkung der Kulturfiltrate konnte jedoch nicht geﬁ.mden wer‘dcn.
Ferner zeigte sich, dass zwischen dem Vorhandenscin von Mlkrfi'
sklerotien oder dunklen Mycelien und der Pathogenitit keine Wechsel-
bezichungen bestchen. Dies trat vor allem beim Testen von Einspor-
kulturen ein und derselben Isolierung und. von Saltanten von }El‘;ln-
sporkulturen deutlich hervor, was im Gegensatz zu den Anlgla en
von BewLey (1922), Prestey (1950) und NeLsox (1950) steht.

Gewisse Beziehungen bestanden zwischen dem Vorhandensein von
Mikrosklerotien .und der Maximum-Temperatur, bei der die ‘untgf_
suchten Verticillium-Stimme noch zu -wachsen V}?rm(]’:}.ltggs unlg
Typen mit lockeren, dunklen Hyphen gtarbc_n in vitro bel Gane
45° G schneller ab als die Mikrosklerotien pildenden Typen.

D ten, wenn Sporen-
eins ltate wurden auch erhal ), nm -
timmende. Resu von Balsaminen injiziert und

suspensionen dieser Stimme in Stengel L
diepPﬂanzen wihrend 5, 10 oder 20 ngen einer Temperatur vgn

35° C blossgestellt -wurden. .
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Verticillium-Typen mit Mikrosklerotien bleiben demnach bei hohen
Temperaturen langer lebensfihig als Typen mit lockeren, dunklen
Hyphen. Trotzdem wiire es unzweckmissig, auf Grund einer Beziehung
zwischen einem morphologischen und einem physiologischen Merk-
mal zwei Arten zu unterscheiden. Falls es notwendig wire, einen
Unterschied zwischen den beiden Formen zu machen, dann sollte
man innerhalb der Art V. albo-atrum Reinke et Berth. formae unter-
scheiden, die man dann mit forma micresclerotiale und forma myceliale
bezeichnen konnte. Die Grenzen dieser Formen lassen sich jedoch
nicht scharf ziehen; diese sind vielmehr durch Ubergangsformen
miteinander verbunden. C B

2. PATHOGENITAT

Aus den oben beschriebenen Versuchen geht hervor, dass Verfi-
cillium albo-atrum als Art eine grosse Zahl verschiedenartiger Wirts-
pflanzen hat. Um fest zu stellen, ob innerhalb der Art an bestimmte
Nihrpflanzen gebundene Formen bestchen, miisste man eine grosse
Zahl Isolierungen auf einer ausgebreiteten Reihe von Wirtspflanzen
auf ihre Pathogenitiit testen. Wohl beobachtete NELson (1950} bei
von Mentha piperita isolierten Verticillium-Stammen eine Spezialisierung;
diese gingen nur auf Mentha-Arten und auf Monarda fistulosa iiber.
Von anderen - Pflanzenarten isolierte Verticillium-Stimme sollten
dagegen fisr Mentha nicht pathogen sein. Dieses Resultat konnten
andere Autoren wie GrReeN (1951), Horner (1954) und Tromas und
WEeBB (1956) nicht bestiitigen. Bei eigenen Versuchen ging ein von
Mentha piperita isolierter Verticillium-Stamm auf Fraxinus excelsior iiber.
Bei der cigenen Isolierung wie bei den von den genannten Autoren
gebrauchten Stammen handelte es sich also um nicht spezialisierte
Formen. Anderseits isolierte auch Isaac (1957) von Brassica (Rosen-
kohl) cinen Verticillium-Stamm, der bei Infektionsversuchen auf 10
verschiedenen Wirtspflanzen nur Rosenkohl zu befallen vermochte.
Auch dieser Stamm scheint daher wie der von Nevrson (1950) isolierte
stark’ an eine bestimmte Wirtspflanze gebunden zu sein. Moglicher-
weise konnen auf Brassice neben spezialisierten auch Verticillium-
Stimme mit einem weiten Wirtspflanzenkreis gefunden werden:
Innerhalb Veriicitlium albo-atrum als Art finden sich also spezialisiertc
Stamme mit einem kleinen Wirtsspektrum, withrend andere polyphag
sind und leicht von einer Wirtspflanzenart auf eine andere “itber-
gehen. Wenn Verticillium albo-atrum cin weites Wirtspflanzenspektrum
zugeschrieben wird, will dies nicht sagen, dass nicht auch spezialisierte
Stimme vorkommnen kénnen. : '

Bei den ungefiihr 20 Stimmen, die hinsichtlich ihrer Pathogenit:it
gegeniiber etwa 10 verschiedenen Wirtspflanzen gepriift wurden,
konnte keine engere, echte Spezialisicrung gefunden werden. Wohl
zeigten die verschiedenen Stdmme in ihrer Pathogenitit graduelle
Unterschiede. Der aus Kartoffeln isolierte Stamm No. 21 war auf
dieser Pflanze stirker pathogen als auf den anderen infizierten Pflan-
zen. Der aus Luzerne isolierte Stamm No. 30 wic auch die aus
Tomaten isolierten Stimme No. 1, 19 und 37 zeigten dieselbe Tendenz.
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Die von Tomaten isolierten Staimme breiteten sich auch viel besser
in dieser Pflanze aus als die von anderen Phanerogamen isolierten.
Die Ausbreitung des Pilzes in der Pflanze kann sowohl durch den
Transport von in den Geféssen gebildeten Konidien wie durch Mycel-
wachstum stattfinden. : :

3. Die ToxiziTAT . |

Alle hinsichtlich ihrer Toxizitit gepriften Verticillium-Stimme
bildeten in vitro toxische Stoffe. Die Blitter der auf dic Kulturfiltrate
gesetzten Tomatentriebe verwelkten, die Blattrinder rollten ein oder
die Interkostalfelder verfirbten sich; oft erschlaffien auch die Stengel.
Aus der Tatsache, dass die verschiedenen Kulturfiltrate abweichende
Symptome hervorriefen, wird abgeleitet, dass die in vitro gebildeten
Toxine verschiedenartig sind oder aus verschiedenen Komponenten
bestehen. ' , ' '

Das Kulturfiltrat eines bestimmten Stammes verursachte auf
Tomatentrichen stets deutlichere Symptome als das eines anderen.
Ahnliche Verhiltnisse in der Toxizitit von Kulturfiltraten wurden
auch an Trieben von Mentha piperita, Antirrkinum majus und Impatiens
balsamina beobachtet. Wohl war die Empfindlichkeit dieser Pflanzen
gegeniiber den Kulturfiltraten geringer als diejenige der Tomaten-

triebe.

Bei den untersuchten Verticillium-Stimmen konnten keine Wechsel-
beziehungen zwischen der Toxinbildung in vitro und der Pathogenitit
gefunden” werden. Dies stimmt mit den Resultaten uberein, die
Tareoys (1957) bei Versuchen mit einigen aus Hopfen isolierten
Verticillium-Stammen erhielt. Die Pathogenitit eines bestimmten
Stammes ist nicht nur abhéngig von der Fihigkeit Toxine zu bilden.
Der Pilz muss auch in die Planzenwurzel eindringen und sich in den
Gefissen ausbreiten kénnen. Dazu waren gewisse Verticillium-Stamme
auf Tomaten nicht imstande, andere aber wohl. Bemerkenswert ist
jedoch, dass anderseits Verticillium-Stamme mit den genannten Fihig-
keiten oft doch auf bestimmten Wirtspflanzen keinen schadigenden
Finfluss auszuitben vermochten. So produzierte z.B. der Verticillium-
Stamm No. 19 in vitro toxische Stofle, vermochte in die Wurzeln von
Chrysanthemum leucanthemum einzudringen und den Stengel fast bis zur
Spitze zu besiedeln, verursachte aber keine sichtbaren Symptome.
Wahrscheinlich vermochte der Pilz in dieser Pflanze keine Toxine
zu hilden oder diese wurden wohl gebildet, konnten jedoch auf die
Pflanze keine schidigende Wirkung ausitben. Dagegen- verwelkten
dic mit diesem Stamm gleichzeitig infizierten Tomatenpflanzen.

4, VERTICILLIUM ALS BODENBEWOHNER  (

~ Durch Mycelwachstum vermag sich 'Vertzicil 7 List
Boden auszubreiten. In nicht steriler und in mit Dampf sterilisicrter

T . A odinzchen
Erde, in die Verticillium-kranke Balsaminen- und Antirrhinum Pflanzche

gesetzt wurden, ging der Pilz nur durch Kontakt mit vomthliz
befallenen, -abgestorbenen Waurzelteilen auf gesunde, bepacB a:lr e
oder spiter gesetzte Pflanzen iiber. Der Pilz konnte sich im Boden

LEBENSDAUER IM BODEN)
liwm nur in sterilisicrten
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nur auf den Resten der befallenen Pflanzen handhaben, wihrend er
den Boden selbst als Folge der antagonistischen Wirkung der andern
Mikroorganismen nicht zu besiedeln vermochte. ‘

Auch in vorher sterilisierter Erde konnte der Pilz nur wihrend
kurzer Zeit nach dem Einbringen (in Form von Schiittelkulturen)
zuriickgefunden werden. Wohl verbreitete er sich im Laufe einer
Saison in nicht sterilisierter Gartenerde von den Wurzeln von mit
zum d.M.- und zum Mskl-Typus gehorenden Stimmen infizierten
Antirhinum-Pflanzen aus nach benachbarten, urspringlich gesunden
Pflanzen. Als an den betreffenden Stellen im folgenden Frihjahr
wiederum Antirrhinum gepflanzt wurde, Hess sich von der Zahl der
erkrankenden Pflanzen ableiten, dass sich der Pilz weiter ausgebreitet
hatte. Wiihrend der folgenden zwei Jahre nahm die Zahl der erkrank-
ten Antirrhinum-Pflanzen stark ab. In dem mit einem zum d.M.-Typus
gehdrenden Stamm verseuchten Boden erkrankten nach vier Jahren
keine Pflanzen mehr; in dem mit einem Mskl-Stamm verseuchten
nur noch vereinzelte. - :

Nachdem das Verhalten des Pilzes in der Pflanze und im Boden
niher bekannt ist, kann man sich fragen, ob Verticillium in dem von
GARRETT (1944) angegebenen Sinne ein typischer Bodenpilz ist oder
nicht. Zu den echten Bodenpilzen, die die bodenbewohnende Mikro-
flora ausmachen, gehdren nach diesem Autor auch tiefstehende, nicht
an bestimmte Wirtspflanzen gebundene Parasiten, die im Boden ver-
breitet vorkommen. Ihr parasitires Auftreten betrachtet er im Ver-
hiltnis zu ihrer saprophytischen Lebensweise als nebensiichlich. Zu
~der Gruppe, die GARRETT (1944) im Gegensatz zu diesen “soil-
inhabitants” “soil-invaders” nennt, rechnet er stirker an ihre Wirts-
pllanzen gebundene Pilze, deren Anwesenheit im Boden im allge-
meinen mit dem Vorkommen ihrer Wirtspflanzen zusammengeht.
Wird die Wirtspflanze wihrend lingerer Zeit nicht mehr angebaut,
dann sterben diese Pilze in den betreffenden Biden aus. Im Kon-
kurrenzstreit mit den Bodensaprophyten-werden sie véllig eliminiert.

Es ist schwierig, sowohl die zum Mskl-Typus als zum d.M.-Typus
gehorenden Formen von Verticillium in einer der von GARRETT (1944)
aufgestcllten Gruppen unterzubringen. Verticillium kann fir eine
gewisse Zeit im Boden leben, wird aber schlussendlich durch die
anderen Boden-Mikroorganismen verdringt (vgl. S. 718). Erst nach
einer Passage durch eine Wirtspflanze kann sich der Pilz im Boden
erneut wihrend einiger Zeit im Stande halten. In dieser Hinsicht
muss Vert_zczllium als ein “Sail-invader” betrachtet werden (WILHELM,
1951). Die echten Bodenbewohner sind nicht an bestimmte Wirts-
pflanzen gebunden; aber auch Verticillium ist cin auf vielen Wirts-
pflanzen vorkommender Parasit. Die durch GarrerT (1944) ge-
meinten, nicht spezialisierten Bodenbewohner wie Penicillium- und
- Aspergillus-Arten, Mucorinaee oder Trichoderma sind jedoch Pilze, die
nur auf absterbenden, toten Pflanzen oder auf anderem organischem ..
Material leben kénnen. Bei diesen Formen kann man nicht von
einer Wirtspflanzen-Reihe sprechen, so dass der Begriff “nicht
spezialisiert” bei GARrRerT (1944) in einem anderen Sinne auf-
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gefasst werden muss als bei polyphagen Parasiten wie Verticillium.

Aus Mikrosklerotien, dic auf einen Agarboden gebracht wurden,
entwickelten sich leicht neue Mycelrasen. Wahrscheinlich ent-
wickelten sich hierbei die diesen anhingenden Hyphen weiter oder
die zwischen den dunklen Zellen liegenden Sporen keimien. Diese
Hyphen und Sporen konnten durch Desinfizierung, Austrocknung
oder Inkubation bei hoher Temperatur (47° G) abgetdtet werden;
in diesem Falle entwickelten sich aus den Mikrosklerotien keine neuen
Kolonien mehr. In keinem Falle konnte eine Keimung der Zellen der
eigentlichen Mikrosklerotien beobachtet werden. Auch Wurzel-
sekrete konnten die dickwandigen Zellen nicht zu einer Keimung

stimulieren.

5. MASSNAHMEN ZUR BEKAMPFUNG VON VERTICILLIUM

" Verticillium kommt in den Stengeln und Wurzeln der befallenen
Pfianzen vor. Sterben diese ab, dann durchwichst der Pilz von den
Gefiissen aus den Cortex und bildet bei feuchter Witterung ober-
fischliche Konidientriger mit Konidien. Die Verfrachtung und
Keimung dieser Konidien kann die Infektion von .noch gesunden
Pflanzen einleiten. Auf diese Art kann sich der Pilz im Leben erhalten.
Das Auszichen von kranken Pflanzen hat oft eine Verscuchung der
Umgebung zur Folge, indem befallene Waurzelteile im Boden zuriick-
bleiben. Wichtig ist nun, dass die im Boden zurtickbleibenden Pflan-
zenteile schnell abgebaut werden. Dann verschwindet auch Verti-
cillium wieder als Folge der antagonistischen Wirkung der Boden-
Mikroorganismen. Eine gute Bodenstruktur und Entwisserung, sowie
cine reichliche organische Dimngung haben einc reiche Mikroflora
und damit cinen schnellen Abbau -von Verticillium zur Folge..
Wenn in einem Boden zwei Jahre nacheinander dasselbe Gewichs'
gepflanzt wird, kann der Verseuchungsgrad ‘des Bodens zunehmen.
Will man daher in einer verseuchten Parzelle den weiteren Aufbau
des Tnokulums verhindern, so muss man im folgenden Jahr cin fiir
den Pilz unanfilliges Gewichs pflanzen. : ' )
Von Wichtigkeit ist auch eine gute Bekimpfung 'der Unkrauter
da diese dem Pilz als Wirtspflanzen dienen kénnen. Hierbei entstehen
auf ihnen teilweise keine Symptome oder si bleiben als Folge des
Befalls nur kleiner. . . . bish
Eine Bekimpfung von Verficillium mit Fungiziden hatte UlS er
wenig Erfolg, Die Ziichtung von resistenten Rassen oder. n_tclll'-
stimmen kann moglicherweise giinstige Resultate hefern,“ da micht
alle Verticillium-Stamme die gleiche Pathogenitat gegenitber dcme_r
bestimmten Wirtspflanze besitzen. Man muss Jedoch_lm!ners amrlr:
rechnen, dass eine gegeniiber einem - bestimmiten Vertcczlluém- ?m
resistente Varietit von cinem anderen Stamm befallen werden kann.

VL. SUMMARY
1. MorrroLOGY :

The Verticillium strains pathogenic on phqnerog
the iterature under the names V. albo-atrum Reinke et Berth. an

s - described chiefly in
A arend V. dahliae Kicbahn.
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The difference between the two species is based mainly on the occurrence of a
resting stage consisting of bundled dark hyphac in the species V. albo-atrum and of
microsclerctia in the species V. daklize. In later years Verticillium strains, which
formed loose dark hyphae in vitro, were also brought into the species V. albo-atrum.

In these investigations a large number of Verticiflium strains were subjected to a
further research, in order to find out if there really were two species. Attention was
paid not only to the morphology, but also- to some physiological aspects e.g. toxin
formation and pathogenicity. : _ .

From 70 Verticillium strains, isolated from different hosts and many places in the
Netherlands, we found in two strains only the bundled dark hyphae, as described '
by Remkr and Berthoip (1879) for the species V. albo-airum. These bundled
thyphae fell to picces after some time and the individual cells then started budding,
similarly to those of young microslerotia, with the result that the clumps of cells
could no longer be distinguished from microsclerotia. These strains would then
be considered as being in the species V. dahliae, so that they may be regarded
as having moved from one “species” into the other.

Attention was next paid to the Verticillium strains with loose dark hyphae the
d.m.-type, .these being compared with strains containing microsclerotia, the
mscl-type. The measurements of the spores of both types provided no real basis
for the separation of two species. There were indeed significant differences in the
average length and width of the spores of some Verticillium strains, but these differ-
ences could not be correlated with the occurrence of microsclerotia or loose dark
hyphae. Neither type could be distinguished on the basis of spore form. These
findings are in agreement with those of PrReEsLEY (1941), who obtained from one
mono-spore culture saltants of both types. On morphological grounds the two
species cannot be maintained and because the name V. albo-gtrum Reinke and
Berthold has priority, we must place all the strains investigated by the author in
this species. '

2. PHYSIOLOGICAL PROPERTIES
a. The influence of lemperature

The reactions of the two types to high temperatures were different. In vitro
the d.m.-type died sooner than the mscl-type at temperatures of 35° C and higher,
The optimum and maximum temperatures for mycelial growth were also higher
for the mscl-type than for the d.m.-type.

A strain of the mscl-type was able to produce symptoms on and even to kill
Impatiens balsamina plants, when these were incubated for 20 days after inoculation
at a temperature of 35° C. A strain of the d.m.-type did not produce any symptom
after the same treatment. This latter Verticillium strain had died in the plants
during the incubation period at 35° Cl. This proves that the mscl-type is also
better able to resist high temperatures in.the plant, ‘ .

b. Toxin formaiion

All Verticillium strains here investigated formed toxic substances in vitro, Leaves
of tomato shoots, Qlaccd in the filtered culture liquid, wilted, the margins of the
leaves curled, the intercostal areas became discoloured and the stems Haccid. In
addition leafy shoots of Impatiens balsamina, Anthirrhinum majus and Mentha piperita
were damaged by toxic substances present in the culture liquid. The severity of
the damage and the rapidity of the appearance of the symptoms were used as a
standard for the phytotoxicity of the toxins formed. These proved to be specific
to individual Vericillium strains; but the toxicity did not correlate with the patho-
genicity of the strains investigated nor with the morphological type.

c. Pathogenicity X

The penetration of the fungus into the plant takes place through the root-hairs
or directly through the cortex of the root. The formation of “lignitubers” could
not be found in the roots either of Lupinus luteus or of Impatiens balsaming. The
- spread of the fungus in the plant was traced in Impatiens balsamina and Fraxinus

excelsior. It was found that spread of the fungus through the vessels was possible
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both by mycelium growth and also by the transport of spores, formed in the vessels,
with the transpiration stream.

Some strains which preduced toxic substances, were scarcely pathogenic. Prob-
ably they are unable to penetrate or find difficulty in penetrating into the plant
or else they are not able to spread within it.

Other strains, which form toxic substances in vitro, could penetrate and spread
in Selanum nigrum and Chrysanthemum leucanthemum; but these weeds showed no
symptoms at all. This toleration could be explained by a far lower sensitivity of
the tissues of these plants to the toxic substances formed by the fungus.

The great diversity in character of the Verticillium strains in morphological as
well as 1n physiological respects, makes it impossible to maintain the two species.
On physiological grounds it should be possible to distinguish within the species
V. albo-atrum Reinke and Berthold a mycelial form and a microsclerotial form.

3. SPECIALIZATION

It was proved by cross inoculations with Verticillium strains of different origing
on a great number of host plants, that the investigated strains certainly showed
differences in pathogenicity, but specialized strains with a narrow host range
(Newson, 1950; Isaac, 1957) could not be found.

Only the Verticillium strains isolated from tomato always produced more distinct
symptoms after inoculation into tomato than those strains isolated from other
plant species, These latter Verticillium strains proved by reisolation to possess a
very poor power of spread in the tomato plant, while the Ferticillium strains
originally isolated from tomato could be re-isolated much more widely, In other
experiments' too, the tomato occupied a particular place as host. A Verticillium
strain, originally isolated from Antirrhinum, proved to be more pathogenic towards
tomato after three passages through this plant, while its pathogenicity to Anfirrhinum
did not change. A Verticillium strain isolated from tomato, however, kept its patho-
genic character with respect to this plant after several passages through Antirrhinum,
The pathogenicity with respect to Amiirrhinn did not increase. It scems that the
tomato affects pathogenicity in a peculiar and inexplicable manner.

4, THE BEHAVIOUR OF VERTICILLIUM IN THE SOIL

Verticillium spreads in sterile soil only by means of the growth of hyphae. In
originally steamed soil, containing Impafiens plants, which were subsequently
inoculated with a Verticillium spore suspension, it could be shown that spread was
only by means of infected dead root particles. In non-sterilized soil the same result
was achieved with plants of Anthirrhinum majus, The fungus could apparently
maintain itself in competition with the microflora of the soil only on organic
remains. -

Also Verticillium could not maintain itself, if’ inoculum was brought directly into
originally steamed soil, without any other organic material. It died out, probably
under the influence of other micro-organisms, which developed later.

The fungus could spread in one season through non-steamed soil from the roots
of Antirrhinum plants inoculated with both a strain of the d.m.-type and the mscl-
type, to neighbouring plants. In the following year Antirrhinum plants were again
put out in the places occupied by the previous year’s plants. From the number
which de.veln:;peg| the disease it could be concluded, that the fungus had spread
" further than the previous year. In the following two years the cxperiment was
continued, The number of Antirrkinum plants, that became attacked, then dxm_xms_hcd
markedly. The strain of the d.m.-type was no longer able to attack Antirrhinum
plants four years after the beginning of the experiments; the strain of the mscl-type
still attacked them, but only slightly, after the same period. It here appears that
Verticillium has more the character of a soil-invader than of a soil-inhabitant

(GarrETT, 1944).

5, Turp GErMINATION OF MICROSCLEROTIA ) .
i ilv developed from microsclerotia, which were brought on to
New colonies o S shly the hed hyphae or tl’1c spores laying between the

- ium. Probably the attac :
Szrﬂfﬁgﬁiﬁﬁd cr:a)llsagryéw out. It was possible to kill these hyphae and spores


file:///rrett

738 .. G. VAN DEN ENDE .

by desinfection, drying or exposure. to high temperature; no development of new
colonies then took place. In no instance did the cells of the microsclerotia themselves
germinate. Nor could root secretions stimulate the thick-walled cells to further
development. Most probably. the microsclerotia are organs with a stock of food,
from which the old hyphae may profit and grow alresh. :

6. Tue Conrtror OF VERTICILLIUM _

Infected dead root and stem remains can form a focus of contamination for the
surrounding healthy roots. Contaminated plant material must therefore be destroyed
or the destruction of it must be aided by soil cultivation. The degree of contami-
nation of the soil can be decreased by the activity of scil micro-organisms. A good
soil structure and an deflinite crop rotation wiﬁ' exercise a favourable influence
on the state of health of the plants. The degree of contamination increases as a
result of repeated cultivation of the same susceptible crop until the second year
after infection. It is therefore necessary to cultivate a crop that is not susceptible
to Verticillium the vear after an infection, so that a building up of inoculum can
be prevented. ‘ R ) . )

Some weeds may contain the fungus without any symptoms, or occasionally
the plants are merely smaller than non-infected ones. From this point of view 1t
is also of importance to pay attention to weed control. o

Control by chemical treatment still leaves much to be desired. The cultivation
of resistant varicties will probably give some temporary improvement, because not
all Verticillium strains have the same pathogenicity for a certain hostplant. We
must, however, take into account that a variety, resistant in one place, need not
be so in another because there may be other Verticillium strains present in the soil

there. [
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