
t t O O F D S T U K  II.  

ISOLATIE VAN PHOMA APIICOLA KLEBAHN. 

1. Isolatie en Kweekmethoden.  

U i t g a n g s m a t e r i a a 1. Als ui tgangsmateriaal  gebruikte ik in 
hoofdzaak zieke planten, afkomstig van velden uit de omgeving 
van Venlo (zwarte humusri jke zandgrond) en van Maastricht 
(kleigrond). 1) 

De knollen, waarmee ik in Januar i  1926 her onderzoek begon, 
waren een tijd fang in een vorstvrijen kelder bewaard.  Hot  ge- 
lukte  mij niet pyeniden te vinden, zoodat  ik ter isoleering van 
de zwam uitging van stukjes knol, uitgesneden op de grens van 
hot zieke en gezonde weefsel. 

Toen ik in den herfst van da t  jaar  in beide tu inbouwcent ra  
versch materiaal  kon verzamelen, gelukte het mij op alle zieke 
knollen, zoowel op den voet  van den verbreeden bladsteel als 
op den knol zelf, vele pycniden te vinden. De cultures, die ik door 
uitzaaiing der pycnosporen verkreeg, werden toen vergeleken 
met de cultures, die ik in het voorjaar  verkregen had uit de knob 
stukjes.  

I s o 1 a t i e v a  n m y c e 1 i um.  Kleine stukjes knol, steriel gesneden 
op plaatsen, waar de donkere verkleuring van het  zieke weefsel 
overgaat  in de witte kleur van het gezonde, werden in verschillende 
petrischalen op selderij-agar uitgelegd (zie voor de samenstelling 
van deze agar pag. 284). Uit  al deze stukjes kwamen spoedig 
groote massa's bacteri6n te voorschijn zonder d a t e r  iets van 
mycel ium te bespeuren was. Bij een tweede poging, waarbij de 
s tukjes  iets dieper uit den knol gesneden waren, t rad  er bij enkele 
stukjes naast  baeterie-ontwikkeling ook een myeel ium op. Door 
eenige overentingen kon Ben witgrijze zwam, die veel luchtmyee- 
lium vormde, gei'soleerd worden. 

Daar  op grond van ]3EN~ETT'S onderzoek verwacht  kon wor- 
den, da t  op gesteriliseerde knolselderij Phoma  apiieola spoedig 
pycniden zou vormen, word de geisoleerde zwam in een aantal  
buizen op dozen voedingsbodem ge6nt. 

i) l{et past hier een woord van dank te brengen aan Ir. W. G. VAN DER 
KI~OF% Rijkstuinbouwconsulent te Maastricht en W. DRIESSEN, tuinder 
te Venlo, die ik steeds gaarne bereid vond mij behulpzaam te zijn, hetzij 
met het verstrekken van gegevens of met hot verzamelen en toezende11 
van zieke planten. 



284 

Door meting der pycniden en pycnosporen en daarop volgende 
infeetie van planten zou met  voldoende zekerheid zijn uit  te 
maken of de geisolperde zwam met  de door KL~BAEN bedoelde 
overeenkwam. 

He t  was verder mijn plan door uitzaaiing eener verdunde spo- 
rt �9 . rensuspensie eensporeeultures te verkrl] gen.Wanneer  men een zeer 

dunne laag agar gebruikt  en zorgt, d a t e r  op een plaat  niet meer 
dan 20 of 30 sporen terecht  komen, kan men met Voldoende zeker- 
heid onder het  mieroseoop ~nsporeeu l tu res  isoleeren, vooral 
wanneer men deze uitzaaiing eenige malen herhaalt.  

V o e d i n g s b o d e m s .  BENNETT kweekte  de zwam o.a. op stan- 
dard nutr ient  agar, dextrose agar, gekookte rijst, Coons '  en 
RICHARDS' synthetisehe voedingsoplossing, gekookte knolselderij 
enz. 0 p  gekookte knolselderij en vooral op filtreerpapier, ge- 
drenkt  in Coons '  voedingsoplossing, werden pyeniden gevormd. 
De meest  voor mijn onderzoek gebruikte voedingsbodems beston- 
den u i tges toomdeplan tendee len  of plantaardige aftreksels, die 
door agar vas t  gemaakt  werden. Een nadere besehrijving hier- 
van is niet noodig. Alleen volge hier een korte opgave van 
enkele voedingsbodems, waarvan  in dit onderzoek meermalen 
sprake is en die een nadere aanduiding behoeven. 

S e 1 d e r ij - a g a r. 500 gram selderij-knol in s tukken snij den; ge- 
durende 2 ~ 21 uur koken in 1�89 L. water  .De selderij-stukjes uit- 
persen, de vloeistof warm filtreeren en daarna aanvullen to t  1�89 L. 
Na bekoeling opnieuw filtreeren, verwarmen en dan 1�89 L. warme 
3 % agar-oplossing toevoegen. Zoo noodig andermaal  filtreeren. 

S e 1 d e r ij - s t e 1 e n. Stukj es bladstelen ter lengte van ongeveer 
7 s 8 em werden in een cultuurbuis  gezet in het  benedeneinde 
waarvan een kleine hoeveelheid water  gebraeht  was, zoodat  het  
in de buis voldoende voehtig bleef. Later  werd gevonden, da t  
deze voedingsbodem nog te verbeteren was door de stelen, na de 
sterilisatie met  behulp van een steriele ronde staaf tegen den glas- 
wand plat te drukken. Men verkrijgt op die manier een gelijk- 
matige dunne voedingsbodem, waarop ook de beide maero-vormen 
nog spoediger dan op niet pla tgedrukte  stelen hun pycniden doen 
ontstaan.  P laa t  XVII ,  fig. 3. 

B l a d a f t r e k s e l .  Afgestorven bladeren, die in den herfst op 
een selderijveld verzameld waren, werden in een verwarmde  
kamer  te drogen gelegd, vervolgens door een warme luehts t room 
verder gedroogd. 

Vijftien gram dezer droge bladeren werden gedurende 2 ~ 3 uur  
in 1 L. water  gekookt.  De vloeistof werd daarna, gefiltreerd en 
aangevuld to t  1 L. en na bekoeling opnieuw gefiltreerd. 
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C o o N s '  s y n t h e t i s c h e  v o e d i n g s - o p l o s s i n g .  (1916). A1- 
vo rens  de eigenl i jke voed ingsop los s ing  s a m e n  te  stel len,  k a n  m e n  
g e m a k s h a l v e  v o o r a f  de vo lgende  g e c o n c e n t r e e r d e  op loss ingen  
(1~/5) ge reed  m a k e n .  

Magnesiumsulfaa~ + 7 aq.. 2,466 gr. 
Monokaliumfosfaat . . . . . . .  1,36 ,, 
Ast)aragine . . . . . . . . . . . . . .  1,33 ,, 
Maltose . . . . . . . . . . . . . . . . .  3,60 ,, 

~- 50 cc. water. 
-~- 50 . . . .  
§ 50 . . . .  
§ 50 . . . .  

Voor  100 ec. voed ingsop loss ing  n e m e  m e n  1 ce. v a n  deze m a g -  
n e s i u m s u l f a a t -  en v a n  deze a s pa r ag i ne -op lo s s ing ;  en 5 cc. v a n  
elk der  be ide  over ige  g e c o n c e n t r e e r d e  op loss ingen  ; t e n s l o t t e  voege  
m e n  88 cc. w a t e r  toe.  

I~ICHARDS' s y n t h e t i s c h e  v o e d i n g s - o p l o s s i n g .  
1924). 

Kaliumoitraat  . . . . . . . . . . . . . . .  10 gram. 
Monokaliumfosfaat . . . . . . . . . . .  5 ,, 
Rietsuiker. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 ,, 
Magnesiumsulfaat . . . . . . . . . . . .  2,5 ,, 
IJzerchloride . . . . . . . . . . . . . . . . .  een spoor. 
Water . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1000 c.c. 

(PaAWT 

G e b r u i k  d e r  v l o e i b a r e  v o e d i n g s - o p l o s s i n g e n .  Deze  
drie voed ingsop los s ingen  werden  op de vo lgende  m a n i e r  g e b r u i k t .  
I n  c u l t u u r b u i z e n  werd  een opge ro ld  s t u k  f i l t r ee rpap i e r  geze t ,  
d a t  t o t  ~ v a n  de hoog t e  der  buis  re ik te .  I n  de buis  we rd  ver-  
vo lgens  10 ec. v a n  een der  voed ingsop los s ingen  gego ten .  De  bui -  
zen we rden  d a a r n a  ges ter i l i seerd .  

S t  e r i l l s  a t  i e gesch iedde  s teeds  door  p l a a t s i n g  op  drie a c h t e r -  
een vo lgende  dagen  in een a u t o c l a a f  bij 1 a r m .  o v e r d r u k .  

2. E e n  micro-  en een macro -vorm  van P h o m a  ap i ico la  KL]~BA}[~. 

De  c u l t u u r b u i z e n  m e t  de ges ter i l i seerde  knolselder i j ,  w a a r o p  
her  geisoleerde  m y c e l i u m  ge~nt  was,  w e r d e n  g e p l a a t s t  in d i f fuus  
d ag l ich t  bij k a m e r t e m p e r a t u u r  (17 ~ 1 7 6  C.). T w i n t i g  dezer  bui-  
zen wa ren  aanwez ig  zoowel  m e t  de cu l tu res  geisoleerd v a n  de 
M a a s t r i c h t s c h e  als v a n  de Venlosche  zieke knol len .  

Zeer  spoedig  werd  in al deze bu izen  ove rv loed ig  m y c e l i u m  ge- 
v o r m d ,  z o o d a t  zij na  k o r t e n  t i jd  geheel  d a a r m e e  g e v u l d  waren .  
A a n v a n k e l i j k  waren  geen p y c n i d e n  te  z ien;  de eers te  we rden  op- 
g e m e r k t  na  een m a a n d ,  te rwi j l  er d a a r n a  m e e r  o n t s t o n d e n .  
H e r  vial  mij eeh te r  op, d a t  b e t  a a n t a l  p y c n i d e n  in deze b u i z e n  
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nogal verschilde. Dit was zoowel het  geval bij de Maastr iehtsche 
als bij de VenIo'sche cultures. 

Uit  eenige buizen van beide partijen werden een aantal  pyc- 
niden ge~soleerd en hiervan een verdunde sporensuspensie uit- 
gezaaid in petrischalen in een kleine hoeveelheid lauwwarme agar. 

Daar  op dat  oogenblik geen selderij-agar meer aanwezig was, 
werden de op dezen agar ontkiemde sporen overgebracht  in schalen 
met  kers-agar en deze in een thermostaa t  bij 24 ~ C. geplaatst.  
l~Ia een paar dagen bleek dat  sommige dezer cultures niet  uit- 
gegroeid waren. Dit was her geval zoowel bij de Maastrichtsche 
als bij de Venlosche isolaties. 0p  de plaats, waar de ontkiemde 
sporen ge~nt waren, hadden zich in den agar bruine korreltjes ge- 
vormd. Andere overgebraehte ontkiemde sporen groeiden uit- 
s tekend en vormden een dik grijsachtig wit mycelium. 

0fschoon dergelijke slecht-groeiende cultures zoowel bij de 
Maastrichtsche als bij de Venlosche isol~ties werden geconstateerd,  
daeh t  ik aanvankeli jk nog aan ongunstige omstandigheden,  die 
sommige tier overentingen hadden doen mislukken. Om hierom- 
t ren t  zekerheid te verkrijgen, werd de geheele hiervoor beschre- 
ven isolatie nogmaals uitgevoerd. Het  resul taat  was hetzelfde 
als hiervoor is weergegeven. Her lag toen voor de hand  te ver- 
onderstellen, dat  zoowel bij de Venlosche als bij de l~Iaastricht- 
sche isolaties twee versehillende zwamvormen aanwezig waren, 
waarvan de eene good op kers-agar groeit de andere niet. 

Om nader  uit te maken of deze veronderstelling juist was, wer- 
den pycnosporen, zoowel der Venlosche als der Maastrichtsche 
cultuur,  a.fkomstig van bovengenoemde gesteriliseerde knolselde- 
rij, uitgezaaid op selderij-agar, daarnaas t  ook op kers-agar. Her 
bleek spoedig, dat  de ontkieming op selderij-agar vlugger plaats 
vond dan op kers-agar en verder  dat  een t empera tuur  afwisselend 
tussehen 17 ~ en 21 ~ C. een weinig gunstiger was dan een constante 
t empera tuur  van 24 ~ C., zooals onders taand l i j s t j enadermoge  
aantoonen.  Er  was ook in dit opzicht geen verschil te consta- 
teeren tusschen de Venlosche en Maastrichtsche isolaties. 

Tijd, noodig voor het zichtbaar worden der kolonies van Venlosche 
en Maastrichtsche herkomst. 

Uitgezaaid in Bij 17~ ~ C. 

Selderij-agar . . . . . . . . . . . .  

Kers-agar  . . . . . . . . . . . . . .  

4 dagen 

7 dagen 

Bij 24 ~ C. 

4 dagen 

8 dagen 
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Deze proef was in triplo uitgevoerd. De zeer jonge kolonies in 
de 3 • 4 petrisehalen waren met her bloote oog niet van  elkaar 
te onderscheiden en niets deed vermoeden, dat  twee vormen aan- 
wezig zouden zijn. 

Eenige geheel afzonderlijk liggende kolonies werden uit de 
petrisehalen met  selderij-agar afgezonderd en ovsrgebracht  op 
andere schalen met  selderij-agar. De helft dezer schalen werd gezet 
bij een wisselende tempera tuur  van 17~ ~ C., de andere helft 
bij sen constante t empera tuur  van 24 ~ C. Thans groeiden alle 
geisoleerde kolonies ui ts tekend bij beide temperaturen.  

Sposdig kon men nu met het bloote oog twee vormen onder- 
seheiden. Er waren kolonies, die spoedig een dik wollig mycelium 
vormden,  aanvankeli jk wit, later grijs van kleur, waarin geen pyc- 
nidsn gevormd werden. Andere kolonies maakten  niet zoo'n 
wollig mycel ium doch de hyphen groeiden vlak over en in de agar 
en vormden,  in tegenstelling met die van de andere zwamvorm,  
spoedig een groot aantal  kleine pycniden. (Plaat  X V I I  fig. 4.) 
Dsze laatste kolonies groeiden na overenting op kers-agar bij 
24 ~ C. niet verder uit, hetgeen dus werkelijk mijn vermoeden 
bevestigde, d a t e r  ten  vorm in mijn cultures aanwezig was, die 
niet of moeilijk op kers-agar groeide. 

Van de sporen, uitgezaaid op kers-agar, werden er sveneens een 
aantal  na ontkieming overgebracht  zoowel op sehalen met sel- 
derij-agar als op sehalen met kers-agar. De helft van ieders partij 
schalen werd wederom gezet bij een eonstante t empera tuur  van 
24 ~ C., de andere helft bij een wisselsnde tempera tuur  van 17 ~  
21 ~ C. Alle aanwezige kolonies ontwikkelden zich op de twee 
voedingsbodems bij beids tempera turen  tot  witte, wollige myce- 
li~n, waarin geen pysniden te zien waren. Op de kers-agar, waarin 
de sporen gszaaid waren, was dus blijkbaar maar  66n vorm tot  
ontwikkeling gekomen, of de ,,pyenide vorm"  was door den 
, ,myeelium vorm" overwoekerd. De kers-agar had in dit op- 
zicht selectief gewerkt. 

Tosn de petrisehalen met ksrs-agar 17 dagen na de uitzaaiing 
nog eens nauwkeurig bekeksn werden, zag ik op sommige open 
plekken enkele aehterblijvers als sen bruine punt  zichtbaar wor- 
den. Een daarvan werd overgebraeht  op kers-agar en bij een tem- 
peratuur  van 24 ~ C. geplaatst ;  er t rad  geen verdere groei op, 
maar wel werden na eenigen tijd weer de bruine korreltjes zicht- 
baar, waarvan hisrboven reeds sprake was. Een andere dezer 
achterblijvers werd sveneens op dezen voedingsbodem overge- 
bracht,  doeh bij 17 ~ C. geplaatst.  De groei was in de eerste weken 
zeer gering; later sehijnt de sehimmel zieh eehter te hebben aan- 
gepast  aan het minder gunstige substraat ,  althans er is na langen 
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tij d een kolonie ontstaan,  die weinig luchtmycelium, doch wel vee] 
kleine pycniden vormde. De groei was echter  zeer matig. 

Ook op de kers-agar waren, zooals nu te verwachten was, de 
beide verschillende zwammen aanwezig geweest, doeh doordat  
deze voedingsbodem voor een ervan miuder geschikt is, werd deze 
door de andere spoedig overwoekerd. Uit  her voorgaande 
blijkt, da t  wij te maken hebben met  twee vormen;  een van deze 
groeit niet  goed op kers-agar; op selderij-agar vormt  hij weinig 
luchtmycel ium, maar  vele kleine pyeniden. Ik  noem dezen daar- 
om in her vervolg den , ,micro-vorm". De andere groeit uit- 
s tekend zoowel op selderij- als op kers-agar, vormt  veel lucht-  
myeelium, maar, zooals later zal blijken, veel minder pycniden 
en dan nog slechts op bepaalde voedingsbodems; deze pycniden,  
die na langeren tijd ontstaan,  zijn grooter dan die van den vorigen 
vorm;  ik noem hem daarom den , ,macro-vorm". De groeiwijze 
en de pycniden van den , ,macro-vorm" komen overeen met  
de besehrijving, die door KLEBA~ van Phoma apiicola ge- 
geven wordt. 

Om de afmetingen der pyeniden van deze beide vormen te kun-  
nen vergelij ken m oet men ze kweeken op een voedin gsbodem, waar-  
op zij spoedig en veel pycniden vormen. Verschillende methoden 
en voedingsbodems werden beproefd. De volgende methode werd 
ten  slotte her best bevonden. De beide vormen werden gekweekt  
in eultuurbuizen op plat gedrukte selderij-bladstelen; deze buizen 
werden geplaatst  in diffuus daglicht bij een wisselende tempera-  
tuur  van 17~ ~ C. ~ ie t  alleen de beide miero-vormen, doch ook 
de beide macro-vormen maak ten  onder deze omstandigheOen 
zeer spoedig pyeniden. Nada t  er van elk der vormen een voldoend 
aantal  aanwezig was, werd de platgedrukte steel uit de buis 
gehaald en overgebracht  op enkele objectglaasjes; de pyeniden  
werden daarna  met  behulp van her microseoop gemeten. 

De diameter  der pyeniden van den Venlosehen macro-vorm 
varieerde van 175--420 /~, zooals nader  blijkt uit (Graphiek 2). 
Her  viel mij op, dat  de pycniden, die het  verst van de ent-  
plaats onts taan waren, dus blijkbaar de jongste, een lichtgele 
kleur en een zwarten mond hadden;  de overige pyeniden waren 
geheel zwart  gekleurd. Deze liehtgeel gekleurde waren over het  
algemeen kleiner dan de zwarte. Blijkbaar gaat  met  het  ouder 
worden der pycniden de gele kleur over in zwart,  terwijl zij dan 
ook nog war in grootte toenemen.  

De diameter  der pyeniden van den Venloschen miero-vorm 
varieerde van 70--185/~. (Graphiek 1.) 

De sporen dezer beide pycniden-soorten werden gemeten in een 
10 % gelatine-oplossing (om Brownsche beweging te voorkomen} 
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en zij werden gekleurd met Gentiaan-violet.  Zooals uit  graphiek 3 
en 4 blijkt, is de variatiebreedte der sporengrootte der beide 
zwam-vormen ongeveet' gelijk (nl. van 3,37--4,87 en van 2,99-- 
4,S7); alleen heeft het grootste aantal  der sporen van den macro- 
vorm grootere afmetingen, terwijl het grootste aantal  der sporen 
van den micro-vorm kleinere afmetingen heeft. Doordat  enkele 
buizen met den macro-vorm wegens een opgetreden verontrei- 
niging werdep verwijderd, is van dezen zwamvorm een kleiner 
aantal  sporen gemeten (lal). van den miero-vorm. 

3. Loc(de rassen.  

Daar ~ priori met de mogelijkheid rekening moest worden ge- 
houden, dat  de Venlosche, van humusri jken zandgrond afkom- 
stige, en de Maastrichtsche, van kleigrond afkomstige zwam, in 
pathogene eigenschappen zouden verschillen, zijn alle infectie- 
proeven met cultures van beide herkomsten verrieht. Eerst  later, 
toen ik  zocht naar  de beteekenis van her afsplitsen der micro- 
vormen, kwamen bepaalde verschillen tusschen de  Venlosehe 
en de Maastriehtsche zwam voor den dag, die mij aanleiding 
gaven ze te beschouwen als locale rassen. In pathogeen karak- 
ter verschillen zij echter niet van elkaar, zoodat de beschrijving 
ervan eerst in het mycologische deel zal worden gegeven. De 
zwam, die gekweekt werd uit  een zieken knol geoogst te Wage- 
ningen van humusarmcn zandgrond, kwam overeen met het 
Maastrichtsche ras. 


