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??? Bij het afsluiten van mijn academischen studietijd maak ik gaarnevan de gelegenheid gebruik langs dezen weg mijn welgemeendendank te betuigen aan allen, die tot mijn wetenschappelijke ontwik-keling hebben bijgedragen. Hooggeleerde Nierstras z, de kritische wijze, waarop Gijsteeds in uw colleges de vraagstukken behandelt, heeft mij altijd bijzonder geboeid. Hooggeleerde Jordan, U ben ik zeer erkentelijk voor hetbinnenleiden in het gebied van de vergelijkende physiologie derdieren. Met dankbaarheid denk ik terug aan den tijd, dat ik eendezer onderwerpen onder Uw leiding mocht bestudeeren. Hooggeleerde P u 11 e, met veel belangstelling heb ik mij ge-durende mijn studietijd verdiept in de systematiek der planten.Zeer aantrekkelijk was voor mij de bewerking van een Surinaamscheplantenfamilie, toen ik als candidaat Uw practicum volgde. Hooggeleerde Went, hoewel ik niet tot den kring van Uwespeciale leerlingen behoor, heb ik aan U zeer veel te danken. Nietalleen voor den degelijken algemeen botanischen grondslag zeg ikU dank. doch in het bijzonder voor de wijze, waarop Gij Uw leer-lingen inleidt in het

bestudeeren van wetenschappelijke literatuuren hun leert, welke eigenschappen in een natuuronderzoeker voorzijn wetenschappelijk werk onontbeerlijk zijn. Uw â€žschimmelprac-ticumquot; is voor mij van bijzonder groote beteekenis geweest alsonmisbare voorbereiding tot de Phytopathologie. Hooggeleerde W e s t e r d ij k, hooggeachte Promotrix, de tijd,^Velken ik in Uw laboratorium heb mogen doorbrengen, behoortongetwijfeld tot de aangenaamste van mijn studie. Uw groote be-langstelling voor mijn werkzaamheden en de opgewekte geest,welke in Uw laboratorium heerscht, zullen mij steeds in \\evcndigcherinnering blijven. Voor Uw zeer talrijke raadgevingen en aan-wijzingen op phytopathologisch gebied ben ik U hoogst dankbaar,terwijl ik het bijzonder op prijs stel, dat het mycologische gedeeltevan mijn proefschrift op breede basis is opgezet kunnen worden. Den heer van Lu ijk zeg ik een bijzonder woord van dankvoor de bereidwilligheid, waarmede hij mij onder alle omstandig-heden met raad en daad heeft geassisteerd. Mej. dr. Buisman ben ik zeer erkentelijk voor hare welwil-



??? lendheid mij steeds te helpen, wanneer de determinaties der Py-thium-soorten moeilijkheden opleverden. Mej. E. P e 11 e r ben ik dankbaar voor het belangeloos afstaanvan de in dit geschrift beschreven nieuwe Pythium-soort, welkezij had ge??soleerd. Allen, die mij op eenige wijze geholpen hebben aan phytopatho-logisch materiaal, betuig ik hiervoor mijn hartelijken dank. Veelben ik in dit opzicht verschuldigd aan den heer G o o s s e n, hor-tulanus van Cantonspark. Ten slotte rest mij nog een woord van dank aan de stichtingâ€žWillie Commelin Scholtenquot; voor de gastvrijheid, welke ik in haarlaboratorium heb genoten.



??? inleiding In het voorjaar van 1927 verscheen het proefschrift van mej.C h r. J. B u i s m a n, getiteld â€žRoot rots caused by Phycomycetesquot;.Hierin komen verschillende schimmels ter sprake, welke in blad-grond voorkomen, en tot de geslachten Pythiwn, Phytophthora,en Aphanomyces behooren. Hoewel slechts weinig bladzijden indeze dissertatie aan het mycologisch onderzoek van bladgrond zijngewijd, wordt daarin evenwel duidelijk geschetst in welk een grootaantal de Phycomyceten, speciaal de vertegenwoordigers van hetgeslacht Pythium, in den bladgrond aanwezig zijn en hoeveel ver-schillende soorten er bij nader onderzoek uit kunnen worden ge-??soleerd. Teneinde over het voorkomen van deze schimmels nadere ge-gevens te verzamelen, isoleerde ik gedurende 4 maanden talrijkePythiums uit verrotte of verkleurde wortels van de meest uiteen-loopende planten, die in het algemeen ziekten vertoonden. Hethiermede beoogde doel was tweeledig: in de eerste plaats werdenlangs dezen weg een groot aantal schimmels ge??soleerd, waarvanhet voorkomen in bladgrond vaststaat, en

in de tweede plaats^aven deze isolaties uit zieke deelen eenige aanwijzingen over hetparasitair voorkomen van Pythiums in wortels van verschillendegewassen. Speciaal uit zieke wortels van leguminosen konden vele schim-mels van het geslacht Pythium gekweekt worden. Aangezien hetvan belang was te weten of de op deze wijze uit verrotte wortelsverkregen schimmels de oorzaak waren van het wortelrot vanboonen en erwten, was het wenschelijk hieromtrent een naderonderzoek in te stellen. In den herfst van 1927 werden hiertoeeenige reeksen ori??nteerende proeven genomen, teneinde de ge-isoleerde schimmels te onderzoeken op hun parasitair vermogen^en opzichte van de wortels van erwt en boon. In 1928 zijn deze



??? proefnemingen herhaald en uitgebreid, speciaal met de bedoelingden invloed van voedingsoplossingen van verschillenden zuurgraadop het optreden van wortelrot te kunnen bestudeeren. Het isoleeren van een nog niet beschreven soort van het ge-slacht Pythium uit de wortels van omgevallen bietenplantjes wasaanleiding tot het nemen van een aantal infectieproeven, ten eindete kunnen beslissen of deze ziekte al of niet door genoemde soortkon worden teweeggebracht. Tevens werden nog eenige proeven genomen omtrent het wor-telrot van violen, naar aanleiding van het voorkomen van eenAphanomyces-soort in wortels van deze planten. Ten slotte zijn bijna alle ge??soleerde schimmels (eveneens eenigedoor mej. Buisman achtergelaten ongedetermineerde Pythium-soorten) gedetermineerd kunnen worden. Eenige vormen, welkeniet tot bepaalde fructificaties te brengen waren, moesten, medewegens gebrek aan tijd, ter zijde worden gelegd.



??? HOOFDSTUK I het voorkomen van tot de geslachten pythium, phytophthora en aphanomyces behoorendeschimmels in bladgrond Â§ 1. LITERATUUROVERZICHT Alvorens over te gaan tot de bespreking van de literatuur overhet voorkomen van tot de geslachten Pythium. Phytophthora enâ– ^phanomyces behoorende schimmels in den bodem, volgt hier-onder eerst een beknopt overzicht over de belangrijkste onderzoe-kingen omtrent het isoleeren van schimmels uit den bodem in hetalgemeen. Het isoleeren van schimmels uit den bodem in het algemeen A d a m e t z (1886) was de eerste onderzoeker, welke de studieder bodemschimmels ter hand nam. Zijn doel was de chemischeomzettingen te bestudeeren, welke door schimmels in den bodemkunnen worden teweeggebracht. Door kleine hoeveelheden grondte brengen in steriele kolven, welke gevuld waren met een voe-d\'ngsoplossing, isoleerde hij o.a. Penicillium glaiicum Link., Mucor^iicedo L., Mucor racemosus Pres., Mucor stolonifer Ehr. (Rhi--opus nigricans Ehr.), Aspergillus glaucus (L.) Link., en Oidiumlactis Fres., in het geheel 11

schimmels en -i gisten. Nikitinsky (1902) bracht een aftreksel van grond in eendrietal oplossingen, welke alle humuszuur, KHoPO.,, en MgSOtbevatten en verder (NH4)2S04 en rietsuiker in wisselende hoe-veelheid. De op deze cultuurmedia groeiende schimmels werden



??? drie keeren overge??nt op oplossingen van dezelfde samenstellingen vervolgens ge??nt op een peptonhoudende agar. Als resultaatwerd Penicillium glaucum verkregen, benevens een Mucor en eenTrichothecium. Van Iterson (1904) werkte met glasdoozen, waarin tweesteriele stukken filtreerpapier geplaatst waren, welke vochtig ge-houden werden met leidingwater, dat NH4NO3 en KH2PO4 be-vatte. Hierin werden bodemdeeltjes gebracht, doch betere resul-taten werden verkregen door de glasdoozen aan de lucht blootte stellen. Uit zijn opsomming van de ge??soleerde vormen blijktevenwel niet, welke schimmels uit de lucht en welke uit den bodemzijn verkregen. Van meer belang is het onderzoek van Oudemans en Ko-ning (1902) over de in den humusgrond van het Spanderswoudbij Bussum aanwezige schimmels. Koning bracht kleine stukjeshumus, bij voorkeur bladresten, in steriel water en maakte dezemet behulp van een steriele glasnaald fijn. De aldus verkregenoplossing werd passend verdund en uitgegoten op petrischalen,welke een

saccharosehoudende moutgelatine of moutagar bevatten.Na eenigen tijd werd het water van deze petrischalen verwijderden kon na verloop van twee dagen het begin van ontwikkelingvan schimmelkolonies worden waargenomen. Hiervan kon wordenoverge??nt op andere petrischalen en konden de aldus verkregensoorten worden gedetermineerd. Langs dezen weg isoleerde Koning 45 soorten schimmels,welke door Oudemans werden gedetermineerd. Van dezesoorten zijn talrijke door latere onderzoekers teruggevonden. Dezepublicatie kan wel als het eerste exacte onderzoek over bodem-schimmels worden beschouwd. Na deze publicatie zijn eenige onderzoekingen verschenen overhet voorkomen van bepaalde groepen schimmels in den bodem. De monographie van Butler (1907) over het geslacht Pythiumzal eenige bladzijden verder worden besproken. Voorloopig zij hiervermeld dat in deze monographie, welke niet uitsluitend de ingrond voorkomende Pythium-soorten behandelt, een zevental soor-ten beschreven worden, die door Butler zelf uit den bodem

zijnge??soleerd geworden. Hagem (1907, 1910) bestudeerde het voorkomen van Muco-



??? rales in de verschillende grondsoorten van Noorwegen en slaagdeerin een 18-tal soorten uit deze groep te isoleeren. Zijn methodewas zeer eenvoudig: kleine hoeveelheden grond werden gestrooidop petrischalen, welke met een laag moutagar waren gevuld. Deopkomende kolonies groeiden en fructificeerden zeer snel, zoodatherhaaldelijk overenten noodzakelijk was. Daar de langzaamgroeiende vormen gemakkelijk overgroeid werden door de snellergroeiende, was het noodzakelijk bij zijn proeven veel petrischalente gebruiken en hierop zeer weinig grond te brengen. Omstreeks denzelfden tijd isoleerde Lendner (1908, 1910)Mucorales uit den bodem van Zwitserland. Hiertoe gebruikte hijals substraat moutgelatine of vochtig brood, waarop met behulpvan een gesteriliseerde lucifer kruimels aarde werden ge??nt. Opdeze wijze werden een tiental Mucorine??n verkregen, welke metalle overige Mucor-soorten uit Zwitserland gepubliceerd zijn iaeen monographie â€žLes Mucorin?Šes de Ia Suissequot;. Tenslotte heeft Namyslowski (1908, 1910) isolaties vanMucorales uit den

bodem gemaakt en zijn door hem een drietalsoorten verkregen. De door hem gebezigde methode hebben wijniet in de literatuur kunnen vinden. Beckwith (1911) vond talrijke Hyphomyceten, welke voorhet eerst uit den bodem werden ge??soleerd, in de zgn. ,.wheat-sicksoilquot; van N. Dakota. Dit werd bereikt door verdunden grond uitte gieten op petrischalen met grondagar. lensen publiceerde in 1912 een zeer uitvoerig stuk. getiteldquot;Pungoiis flora of the soilquot;. Hij verdeelt de in den bodem levendeschimmels in obligate saprophyten en facultatieve parasieten. Obli-gate saprophyten kan men alleen verkrijgen door ze uit grondte kweeken. Langs twee wegen kan uitgemaakt worden of bodem-schimm?Šls facultatieve parasieten zijn, nl.: 1Â°. door het maken van isolaties uit den bodem en te onder-zoeken of de gevonden soorten pathogeen zijn door het nemenvan infectieproeven op den vermoedelijken gastheer; 2Â°. door planten onder bepaalde omstandigheden te laten groeien,en in geval ziekte door parasieten optreedt, den veroorzaker uitden gastheer te isoleeren.

Verder merkt Jensen op. dat lang niet alle soorten schimmelsuit den grond kunnen worden ge??soleerd volgens eenzelfde kweek-



??? methode of met eenzelfden voedingsbodem. Er valt een zekerespecialisatie wat betreft voedsel, temperatuur, vochtigheid, en zuur-stof onder de schimmels op te merken. Talrijke isolatieproeven vanbepaalde bodemschimmels verloopen negatief wegens het niet ge-bruiken van een geschikt cultuurmedium. Jensens publicatie bevat een uitvoerig literatuuroverzicht,waarin hij, behalve een gedetailleerd overzicht van de verschil-lende onderzoekingen over het isole?Šren van obligate saprophyten,ook een kort overzicht geeft van het onderzoek omtrent faculta-tieve parasieten, o.a. over de publicaties van Busse, Petersen Ulrich (1913) over den bietenwortelbrand. Hierop zal laterworden teruggekomen. Voor het isoleeren van de verschillende bodemschimmels maakteJensen van niet minder dan 15 zeer uiteenloopende media ge-bruik, waaronder eenige bijzonder gecompliceerde. Hij verkreegde diverse vormen zoowel door zeer kleine hoeveelheden van deverschillende grondsoorten rechtstreeks op de voedingsbodems tebrengen, als volgens de methode der

grondverdunning. De vol-gens den laatsten weg verkregen vormen traden eveneens op wan-neer stukjes zieke, verkleurde wortels van ma??s en Capsicum(na desinfectie met 1 : 1000 HgCU) op agarbodems uitgelegdwerden. Als resultaat van zijn uitvoerige proeven verkreeg hij 35 soor-ten, waarvan er talrijke door vroegere onderzoekers reeds warenaangetroffen, en waaronder ook eenige nieuwe soorten waren. Behalve een zeer uitvoerige beschrijving van alle tot dusver be-kende schimmels, welke uit den bodem waren ge??soleerd, geettJensen nog een lijst van facultatieve parasieten met de bijbe-hoorende literatuur. Deze facultatieve parasieten, waaronder o.a.Pythium de Baryanum Hesse, Aphanomyces laevis de Bary enPythiacystis citcophthora R. E. amp; E. H. Smith worden genoemd,zijn niet in deze publicatie beschreven. Op de wenschelijkheid vanhet onderzoek van den bodem op de vertegenwoordigers van dezegroep vestigt Jensen de aandacht. Na Jensen dienen twee stukken van miss. El. Dale (1912,19H) vermelding. Haar in 1912 verschenen publicatie

is een ver-slag van het onderzoek van een zuren en een alkalischen zand-grond, het stuk van 1914 behandelt schimmels uit kalkrijken grond.



??? hoogveengrond en drooggelegde moerassen. Zij vermengde eensuspensie van deze grondsoorten met moutgelatine of gelatine,welke een aftreksel van rozijnen bevatte. Vele van de door haarge??soleerde schimmels zijn gelijk aan die, welke door Hagem inNoorwegen, Oudemans en Koning in Nederland en Jen-sen in de Vereenigde Staten van Noord-Amerika zijn gevonden. Ook bij het raadplegen van de lijst der 18 schimmels, welkeGoddard (1913) uit den bodem te Ann Arbor isoleerde tenbehoeve van zijn proefnemingen over assimilatie van vrije stikstoflt;Joor schimmels, valt het op dat verscheidene soorten identiek zijnmet die, welke door Oudemans en Koning zijn ge??soleerd. Eveneens vonden Mac Lean en Wilson (1914) talrijkeschimmels in den grond, waarvan het voorkomen in den bodemreeds vroeger door andere onderzoekers was vastgesteld. Waksman (1916) maakte van 4 verschillende voedings-bodems gebruik ten einde schimmels uit den bodem te isoleeren(o.a. van Czapek-agar) en bediende zich hiertoe zoowel van deverdunningsmethode als van de

methode der directe enting. Inhet geheel isoleerde hij meer dan 100 soorten schimmels uit ver-schillende soorten grond, voor het meerendeel Hyphomyceten. Als de meest voorkomende geslachten, zoowel wat abundantiesis aantal soorten betreft, geeft W a k s m a n op: Penicillium, Mu-lt;^or, Aspergillus. Trichoderma, Cladosporium en Fusarium. Wak s m a ns publicatie is de eerste van een reeks van zijnhand verschenen verhandelingen over de chemische omzettingen,welke door schimmels in den bodem kunnen worden teweegge-bracht. In zijn stuk van 1916 is een uitgebreid literatuuroverzichtover dit onderwerp aanwezig naast een historische beschouwingover het systematische gedeelte van het bodemfloraonderzoek. B r i e r 1 e y (1923) merkt in â€žThe Micro-organisms o[ the Soilquot;(samengesteld door Russell e.a.) op, dat het grootste gedeelteonderzoekingen over het voorkomen van schimmels in denbodem in een of meer van drie groepen kan worden onderge-bracht, t. w.: 1Â°. zuiver systematische onderzoekingen, welke bestaan uit hetisoleeren en

determineeren van schimmels uit verschillende grond-soorten. (Hiertoe behooren o.a. bijna alle hierboven besproken verhandelingen);



??? 2Â°. physiologische onderzoekingen, waarin de vele biochemischeomzettingen in den grond worden bestudeerd, welke door schim-mels worden veroorzaakt; 3Â°. quantitatieve onderzoekingen, waarin schattingen in cijfersvoorkomen omtrent de schimmelflora in diverse gronden. Bij het bespreken van de resultaten van het isoleeren der grond-schimmels zegt B r i e r 1 e y o.m. dat in de meeste gevallen fungiimperfecti optreden en dat het grootste aantal hiervan op de meestesynthetische voedingsbodems kunnen groeien. De meeste synthe-tische voedingsbodems zijn evenwel zeer selectief, zoodat ze slechtseen gedeelte van de in het entmateriaal aanwezige grondschimmelsgelegenheid geven zich te ontwikkelen. Bovendien groeien veleschimmels hierop zoo langzaam, dat ze overgroeid worden doorde sneller groeiende vormen: ook worden vele nadeelig be??nvloeddoor de stofwisselingsproducten van andere schimmels. In W a k s m a ns handboek â€žPrinciples of Soil Microbiologyquot;(1926) is een hoofdstuk, hetwelk handelt over den bodem alswoonplaats

voor micro??rganismen, welke plantenziekten kunnenteweegbrengen. Bij de ziekten, welke worden veroorzaakt door inden bodem levende schimmels, wordt opgemerkt, dat deze schim-mels niet alleen zijn verkregen uit gecultiveerde gronden, doch ookuit maagdelijke gronden en uit gronden, waar de gastheer nooiteerder was gekweekt. Een indeeling van deze voor planten schade-lijke grondschimmels in eenige groepen is in dit hoofdstuk aan-wezig. Gilman en Abbott (1927) publiceerden in 1927 de resul-taten van hun onderzoek naar het voorkomen van schimmels inden bodem van Iowa en Louisiana. Hierbij isoleerden zij een20-tal nieuwe soorten, alle tot de fungi imperfecti behoorende. Zijbeperkten zich echter alleen tot die soorten, welke rechtstreeksuit den bodem konden worden ge??soleerd, terwijl zij zich nietbezighielden met het isoleeren van bodemschimmels uit zieke plan-tendeelen. Hun mededeeling bevat verder een uitgebreide determineertabelvan alle tot nu toe bekende bodemschimmels, terwijl ten slotteeen beschrijving is te vinden van al deze soorten.

Ook hier zijnweer de uit zieke plantendeelen gekweekte schimmels buiten be-schouwing gelaten. In het geheel zijn er 242 soorten opgesomd.



??? Ook in dit onderzoek zijn niet vermeld de soorten welke ge-vonden zijn op substraten, welke niet tot den eigenlijken ,,grondquot;behooren, zooals rottend hout en bladaarde, terwijl de zgn. padden-stoelen geheel zijn weggelaten in verband met de mogelijkheid vanmycorrhiza op wortels van diverse andere planten. Verder wordennog 19 soorten en 20 geslachten vermeld, welke wel als in grondvoorkomende zijn gesignaleerd, doch welke niet in de lijst zijnopgenomen, aangezien het zuiver in grond voorkomen van dezevormen volgens Gilman en Abbott twijfelachtig is. Aangezien bij de meeste onderzoekingen over grondschimmelsde monsters genomen waren van terreinen, op welke gedurendeeen korter of langer aantal jaren landbouwgewassen waren ge-kweekt en deze gronden steeds waren bemest, stelde Paine(1927) een onderzoek in naar de schimmels, welke voorkomen inmaagdelijke gronden. Hij geeft hiervan 37 soorten op, waaronderer 5 nieuwe zijn, en waarvan verschillende vroeger reeds in ge-cultiveerde gronden waren aangetroffen. Hiermede is in het kort

een overzicht gegeven van de geschie-denis van het onderzoek naar schimmels in den bodem, voorzooverhet betreft systematisch getinte studies. De onderzoekingen overde door fungi teweeggebrachte omzettingen in den bodem, be-nevens die omtrent de hoeveelheden schimmels in den grond, zijnin de bovenstaande bladzijden niet besproken. Voor de resultatenhiervan moet worden verwezen naar de verschillende publicatiesvan Waksman en naar diens handboek. B. Het isoleeren van tot het geslacht Pythium behoorendeschimmels uit den bodem Met uitzondering van de monographie van Butler (1907)Wordt in geen der stukken, welke in het overzicht der literatuurover het isoleeren van schimmels uit den bodem in het algemeenWorden genoemd, melding gemaakt van het isoleeren van soorten,welke tot het geslacht Pythium behooren. Geen der genoemdeonderzoekers heeft langs dezen weg van het algemeene grond-onderzoek er in kunnen slagen Pythium-soorten te verkrijgen uitverschillende grondsoorten en met behulp van zeer uiteenloopendemethoden. Wanneer

men zich afvraagt, wat hiervan de oor-



??? zaak kan zijn, ligt het voor de hand de oplossing van deze vraagte zoeken in het veelvuldig gebruik van selectieve voedingsbodemsten opzichte van fungi imperfecti en Mucorine??n, en het niet ge-bruiken van cultuurmedia, waarop Pythium-soorten bij voorkeurgroeien. Het is zeer goed denkbaar dat op de veel gebruikte voe-dingsbodems voor isolaties de in de bodemdeeltjes aanwezige fruc-tificaties en mycelia minder goed kiemen en groeien dan die vanfungi imperfecti en Mucorine??n, zoodat ze dus weldra overgroeidworden door de vertegenwoordigers van deze laatste groepen. Het is Butler (1907) geweest, die het eerst heeft aange-geven op welke wijze men te werk moet gaan om zich Pythium-soorten uit den grond te verschaffen. Butler (1907) bracht tuinaarde in ondiepe, vlakke schalen,welke met water waren gevuld, en waarin hij gekookte stukjeswortel van Abutilon liet drijven, welke al of niet waren gedooptin een aftreksel van vliegen. Ook werd dit gedaan met duizend-pooten, bijen en nog eenige andere substraten. Na 24 uur werdhet substraat overgebracht in een grootere

hoeveelheid water en24 uur hierna onderzocht. Het bleek, dat Pythium-soorten op deze substraten, vooral opde Abutilon-wortels, snel groeien; sneller dan de andere schimmels,welke in den grond aanwezig zijn en eveneens in het water zwerm-sporen vormen (o.a. Saprolegniaceae). De volgende soorten werden door hem op de boven beschrevenwijze uit den bodem verkregen: Pythium pcoliferum de Bary, Py-thium monospermum Prings., Pythium gracile Schenk, Pythiumintermedium de Bary, Pythium vexans de Bary, en Pythium rostra-tum Butler. Van Pythium de Baryanum Hesse geeft hij op, dat dezesaprophytisch kan voorkomen in den bodem; zijn eigen isolatiesvan deze soort verkreeg hij echter uit zieke kiemplantjes vanLepidium. Na de monographie van Butler hebben slechts weinige onder-zoekers zich bezig gehouden met het isoleeren van Pythiums uitdeeltjes van den bodem, In dit verband moet een stuk van Haw-kins (1916) genoemd worden, waarin een in N. Amerika als,,potato-leakquot; bekend staand rot van aardappelknollen wordt be-handeld. Slechts na verwonding der

aardappelknollen bij ruwoogsten (met een vork) bleek deze ziekte op te treden. Hawkins



??? vermoedde, dat de steeds uit de knollen ge??soleerde schimmel, welkeals Pythium de Baryanum door hem werd gedetermineerd, vanden grond uit in de verwonde knollen zou komen en aldaar rot-ting zou veroorzaken. Teneinde na te gaan of deze schimmel inden grond voorkwam, legde hij monsters grond uit op petrischalenmet ma??smeelagar, en na eenigen tijd kon hij steeds Pythiumde Baryanum in de zich ontwikkelende schimmelkolonies aan-treffen. Verder kon Har tl ey (1921) gemakkelijk Pythium de Barya-num uit den grond isoleeren door deeltjes ervan op petrischalen met pruimagar te brengen. Talrijker zijn de onderzoekingen, waarin het voorkomen vanPythium-soorten in den bodem langs indirecten weg is vastgesteld,nl. door de schimmels te isoleeren uit zieke wortels of stengel-deelen van verschillende planten. Ook hierover bevat Butlers monographie (1907) vele ge-gevens. Zoo heeft De Bary reeds verschillende Pythiums uitzieke of verrotte plantendeelen ge??soleerd, n.1. Pythium megala-canthum de Bary (parasitair op prothalli??n van Todea africanaen

saprophytisch op doode plantendeelen in den grond), Pythiumvexans de Bary (saprophytisch aangetroffen op aardappelknollen),Pythium intermedium (parasitair op prothalli??n van Equisetum,Todea en Ceratopteris, saprophytisch in verrotte kiemplanten vanLepidium en Amaranthus) en Pythium artotrogus (Mont.) de Bary(saprophytisch in rottende Lepidiumplantjes en aardappels), even-eens Pythium de Baryanum Hesse (op verschillende kiemplanten). Door T r o w werd Pythium ultimum als saprophyt gevonden inLepidium sativum. Butler trof Pythium gracile aan als parasiet op gemberwor-tels. en ook hij vond. evenals De Bary. Pythium artotrogus inrotte aardappelknollen. Ook Pythium de Baryanum werd doorhem gevonden. Pythium de Baryanum Hesse is het eerst door Hesse gevon-den en is later door zeer vele onderzoekers aangetroffen in wor-tels en stengels van de meest uiteenloopende gewassen. B u 11 c rsmonographie geeft een groote lijst van planten, waarin de^e soortmeestal als parasiet, is waargenomen. Voor bijzonderheden hier-omtrent moet naar deze lijst

verwezen worden, aangezien het niet



??? mogelijk is in een beperkt bestek al deze verschillende gastheereneenigszins uitvoerig te bespreken. De voornaamste onderzoekingen na het verschijnen van B u t-1 e rs monographie over het voorkomen van Pythiums in ziekeplantendeelen volgen hieronder. Slechts de belangrijkste zijn aan-gegeven, terwijl niet vermeld zijn de onderzoekingen, waarin dedeterminaties der gevonden soorten twijfelachtig zijn of in het ge-heel niet zijn uitgevoerd. Peters (1910) onderzocht pelargoniums, welke te grondewaren gegaan, terwijl de stengelbasis zwart werd. Met zekerheidkan door hem in deze zieke planten de aanwezigheid van Pythhimde Baryanum worden aangetoond. Hetzelfde is vastgesteld o.a.door Van Poeteren (1922), Buddin en Wakefield(1924) en Braun (1924, 1925). In 1913 is een stuk verschenen van Busse, Peters en Ul-rich (1913), waarin de resultaten zijn vastgelegd van hun onder-zoek naar het voorkomen van de veroorzakers van den bietenwortel-brand in den bodem. Hiertoe

werden de bieten zelf als vangplantgebruikt, door â€žbietenzaadquot; na pasteurisatie in verschillende grond-soorten te laten groeien. Gevonden werd, dat Pythium de Baryanumeen der in den bodem voorkomende veroorzakers van den bieten-wortelbrand is, terwijl hetzelfde moet worden gezegd van Aphano-myces laevis. Aan het aantoonen van de afzonderlijke parasieten in de ziekeplanten waren moeilijkheden verbonden, daar fructificaties zeld-zaam waren en de parasieten niet naar het mycelium te determi-neeren waren. Om de fructificaties te verkrijgen werden de ziekeplantjes schoongemaakt, met steriel water omgespoeld, en in eensteriele petrischaal met steriel water gebracht. Van alle drie soor-ten parasieten kon na verloop van weinige dagen de identiteitvastgesteld worden door middel van de in dien tijd gevormdefructificaties (Peters, 1906). Eveneens is Edson (1915a) langs denzelfden weg, ni. hetkweeken van bietenplantjes in ongesteriliseerden grond, erin ge-slaagd Pythium de

Baryanum als een der veroorzakers van dezeziekte vast te stellen, welke in den bodem aanwezig is. In een volgend stuk van E d s o n (1915b) wordt uitvoerig eender grondschimmels beschreven, welke bietenwortelbrand kan te-



??? weegbrcngen. Deze soort had hij in zijn vorige publicatie (1915 a)slechts in het kort kunnen bespreken. Ed son beschreef dezeschimmel onder den naam Rheosporangium aphanidermatus Edson.Tegenwoordig is deze soort door F i t z p a t r i c k (1923) bij hetgeslacht Pythium ondergebracht als Pythium aphanidermatum(Edson) Fitzp.. Kyropoulus (1916) vond Pythium de Baryanum als oor-2aa\\ van het omvallen van verschillende kiemplanten. In de wor-tels van bloemkoolplanten vond zij, behalve deze soort, nog Pythiumartotrogus. Stewart (1919) beschrijft het omvallen van komkommer-kiemplantjes en geeft als veroorzaker Pythium de Baryanumaan. Subramaniam (1919) heeft de door Butler gevondenschimmel op gemberwortels nogmaals bestudeerd en deze o^erden nieuwen naam Pythium Butleri Subramaniam beschreven. Ookdeze soort moet volgens F i t z p a t r i c k (1923) thans als Pythiumaphanidermatum worden beschouwd. Hartley (1921) bestudeerde het omvallen van coniferen-zaailingen

en kon Pythium de Baryanum gemakkelijk uit ziekeworteltjes isoleeren door ze op pruimagar te brengen. Deze soortbleek een der veroorzakers van de ziekte te zijn. Uit zieke wortelsvan Pinus resinosa en Pinus Banksiana verkreeg hij Pythium arto-trogus. De stam uit laatstgenoemde soort was in geringe mateparasitair. Als oorzaak van het wortelrot van suikerriet, ananas, rijst enbananen op Hawaii noemde Carpenter (1921) Rheosporan-gium aphanidermatus. Het isoleeren geschiedde met een dextrose-houdende bouillonagar. Reeds voelde hij ervoor deze soort als eenPythium te beschouwen. Braun (1924, 1925) onderzocht het stekrot van Pelargonium,en kon uit de zwartgekleurde wortels en stengels, behalve Pythiumde Baryanum. drie nieuwe schimmels isoleeren, welke alle in staatwaren de ziekte teweeg te brengen. Deze werden door hem be-schreven onder de namen Pythium complectens Braun. Pythiumsplendens Braun, en Pythium de Baryanum var. pelargonii Braun. B r a u ns isolatiemethode was

de volgende: De zieke plantjeswerden gereinigd, door alcohol gehaald en geflambeerd. Het ge-



??? zonde gedeelte van den stengel werd in twee??n gesneden en derest in twee??n gescheurd. Zoodoende werd het inwendige weefselzonder aanraking blootgelegd. Kleine stukjes weefsel op de grensvan gezond en ziek gedeelte van den stengel werden op sterielewijze uitgelegd op maismeelagar. Weldra groeiden de schimmelshierop uit. Bacteri??n en secundair aanwezige schimmels tradenbij deze methode weinig op, wel indien de stengel tot op de grensvan het zieke weefsel was ujtgehold. De soorten werden vervol-gens gereinigd en op havermoutagar bewaard. Pape (1925) maakt melding van de aantasting van stekkenvan anjelieren door Pythium de Baryanum. Lehman en W o 1 f (1926) beschreven het wortelrot van soja-boonen en kwamen tot de conclusie, dat Pythium de Baryanum alsoorzaak hiervan moet worden beschouwd. In het proefschrift van Buisman (1927) worden talrijkePythium-soorten vermeld, welke in wortels van zieke plantenvoorkomen. Zoo werd Pythium intermedium ge??soleerd uit

ziekechrysanthemumstekken; Pythium irregul?¤re Buisman, benevenseenige andere Pythiums, uit erwten; Pythium megalacanthum uitvlaswortels, welke door vlasbrand aangetast waren. Verder lever-den vele wortels van zieke kiemplantjes Pythium de Baryanumen Pythium de Baryanum var. pelargonii op. Van komkommer-zaden, welke niet kiemden, werden Pythium irregul?¤re, Pythiumintermedium en een niet nader gedetermineerde Pythium met stekelsge??soleerd. Teneinde al deze soorten te verkrijgen werden in de meestegevallen zieke of verrotte worteltjes op havermoutagar uitgelegd,zonder dat de worteltjes gesteriliseerd waren. Kersagar bleek voorisolatiedoeleinden minder geschikt te zijn. Harter en Whitney (1927) beschrijven het verschijnselvan ,,mottle-necrosisquot; bij de knollen van Ipomoea Batatas. De ver-oorzakers van deze ziekte waren meerdere soorten van het geslachtPythium, waaronder twee, Pythium ultimum Trow en Pythiumscleroteichum Drechsler (een nog niet beschreven soort), uit dezieke wortels

konden worden verkregen. In 1927 publiceerde Ward law (1927 a en b) twee stukkenover een in Lanarkshire heerschende ziekte onder de aardbeien.Uit de zieke planten werd Pythium proliferum ge??soleerd en deze



??? schimmel bleek in infectieproeven de ziektesymptomen te kunnenveroorzaken. Ook de parasitaire stengelverbranding bij Deli-tabak wordt doormeerdere soorten van het geslacht Pythium veroorzaakt. J o c h e m s(1927) isoleerde er een viertal uit de zieke stengels, n.1. Pythiumde Baryanum en Pythium aphanidermatum, terwijl de andere tweenog niet definitief zijn gedetermineerd. Hij bracht stukjes stengel op de grens van gezond en ziekweefsel in kleine kolfjes met gekookte rijst. Na een dag konreeds overge??nt worden van het mycelium, dat zich in dien kortentijd rijkelijk ontwikkeld had. Als andere voedingsbodems werdendaarnaast nog gebruikt banaan, appel, tabaksblad en termieten-larven. Het voorkomen van Pythium-soorten in tabak was reeds eerderwaargenomen, doch niet als oorzaak van stengelverbranding bijte velde staande tabak. Clinton (1907) maakte melding vanhet omvallen van zaailingen in kassen door Pythium de Baryanum.Peters en Schwarz (1912) noemden deze soort als vermoe-delijke oorzaak van â€žWurzelbrandquot; bij tabak,

terwijl ook John-son (1924) en Moore (1926) Pythium de Baryanum noemenals oorzaak van â€ždamping-offquot;. In de beide laatste gevallen werdziekte echter op de zaadbedden gevonden. Ten slotte wordtPythium aphanidermatum door Bunting en Dade (1924)genoemd als verwekker van een dergelijke ziekte aan de Goudkust. Ook van der Meer (1928) trof Pythium megalacanthumaan in de wortels van vlasbrandzieke planten en kon in petri-schalen met ma??sagar deze schimmel uit de zieke wortelsisoleeren. Een drietal onderzoekingen omtrent door Pythiums veroorzaaktevruchtrottingen verdienen aparte vermelding, Lehman (1921)Vond vruchten van â€žsweet-pepperquot; (Capsicum annuum var. gros-sem), die slechts 6 tot 8 inches boven den grond aan de takkenhingen, aangetast door Pythium de Baryanum. Zeer waarschijnlijkacht hij de oorzaak hiervan te vinden in het spatten van zo??sporenvan deze schimmel uit den grond bij regenachtig weer op de vruch-ten en het binnendringen van deze zo??sporen in op de vruchtenaanwezige wonden. Een

dergelijke, door Pythium aphanidermatum veroorzaakte



??? ziekte is bij de â€žegg-plantquot; (Solanum Melongena L.) beschrevendoor Drechsler (1926a). Drechsler zag evenwel, dat insommige gevallen de vlak boven den grond hangende vruchtenmet den grond verbonden waren door een zwaar myceliumweefsel,zoodat de oorzaak van deze ziekte zeker in genoemde schimmelmoet worden gezocht. Ten slotte is door Mitra en Subramaniam (1928) mel-ding gemaakt van een door Pythium aphanidermatum veroorzaaktesoortgelijke vruchtrotting bij verschillende Cucurbitaceae in En-gelsch-Indi??. Ook hier waren het de meeste vruchten, welke opden grond lagen of vlak boven den grond hingen, welke warenaangetast. Steeds vond dit plaats gedurende of na regenbuien,waardoor de veronderstelling, dat deze infectie van den grond uitplaatsgrijpt, aannemelijk is. Wanneer men nagaat op welke wijzen Pythium-soorten uit grondof zieke plantendeelen zijn ge??soleerd, valt het op, dat in verre-weg de meeste gevallen zetmeelhoudende voedingsbodems zijn ge-bezigd (b.v.

ma??smeelagar, havermoutagar, rijst), afgezien vanB u 11 e rs zeer speciale methode van de in water drijvendestukjes Abutilonwortel. Blijkbaar werkten deze zetmeelbodemsselectief ten opzichte der verschillende Pythiums. Eveneens op-vallend is, dat slechts een hoogst enkele onderzoeker, vermeld inde bladzijden, waarin het algemeene isoleeren van schimmels uitden grond is behandeld, zich van een zetmeelhoudenden voedings-bodem heeft bediend, of met andere soorten voedingsbodems erin geslaagd is Pythium-soorten te verkrijgen uit grond of ziekewortels. C. De aanwezigheid van tot het geslacht Phytophthora behoorendeschimmels in den bodem In 1922 is van Helena L. G. de B r u ij n (1922) eenuitgebreid artikel verschenen over het saprophytische leven vanPhytophthora-soorten in den grond, waarin o.a. vermeld staat vanwelke Phytophthora\'s toentertijd met zekerheid bekend was datzij als saprophyt in den grond konden voorkomen en waarin even-eens staat opgegeven van welke soorten deze levenswijze

nog nietgeheel en al vast stond.



??? Aan de saprophytische levenswijze in den grond van de vol-gende soorten kan niet getwijfeld worden: Phytophthora fagiHart., Ph. cactorum (Lebert en Cohn) Schrot., Ph. nicotianaeVan Breda de Haan, Ph. Syringae Kleb., Ph. terrestris Sherb., Ph.cryptogea Pethyb. en Laff., Ph. erythroseptica Pethyb., Ph. arecae(Colem.) Pethyb. en Ph. parasitica Dastur, terwijl in 1922 dezelevenswijze bij Phytophthora colocasiae Rac., Ph. infestans (Mont.)de Bary, en Ph. Faberi Maubl. nog niet onomstootelijk wasaangetoond. Volgens alle waarschijnlijkheid zou bij Phytoph-thora Meadii Mc. Rae de bodem geen rol spelen in den levens-cyclus. De publicatie van de B r u ij n, bevat uitvoerige gegevensomtrent de methoden, welke zijn gebezigd om de saprophytischelevenswijze van al deze schimmels in den bodem te kunnen vast-stellen. Voor nadere bijzonderheden hieromtrent zij dus naar ditWerk verwezen. De B r u ij n ( 1922) kon aantoonen dat ook Phytophthorainfestans (Mont.) de Bary als saprophyt in de aarde kan leven.Het gelukte haar nl. deze soort te kweeken op

gesteriliseerdeaarde in buisjes, waarbij bleek, dat het mycelium zich vermcer-derde, zoodat wel als vaststaand beschouwd kan worden, dat deschimmel uit de bestanddeelen der aarde voedsel kan opnemen.Hetzelfde werd langs dezen weg aangetoond voor PhytophthoraSyringae Kleb. en Phytophthora erythroseptica Pethyb.. Na het verschijnen van de B r u ij ns publicatie zijn nogeenige stukken verschenen, waarin over de aanwezigheid vanPhytophthora\'s in den grond wordt gesproken. Ook hier wordenslechts de belangrijkste ervan hieronder weergegeven. Zoo kon R a n d s (1922) waarnemen, dat de door Phytophthora^tnnamomi Rands veroorzaakte aantasting van kaneel (streepkan-^cr) meestal beneden de bodemoppervlakte begint, zoodat deschimmel wel in den grond aanwezig moet zijn. Het is Randsechter niet gelukt bij het onderzoek van plantaardigen afval enQrond in de nabijheid van de basis van ernstig aangetaste boomeneenige fructificatie van de schimmel te vinden. Eveneens mislukteoe methode van Butler om de schimmel uit den grond tc

ver-\'^\'^\'jgen. Mogelijk acht Rands dit falen toe te schrijven aan hetontbreken van een specifieken voedingsbodem.



??? Leonian (1922) beschreef een rotting van de vruchten vanâ€žpepperquot; (Capsicum annuum) waarvan de nieuwe soort Phyto-phthora capsici Leon, de oorzaak bleek te zijn. Behalve de vruch-ten worden ook de zaden aangetast en komt de schimmel met hetaangetaste zaad in den grond. L e o n i a n kon aantoonen, dat inden grond kiemende zaden door de schimmel kunnen worden aan-getast. Ook pleit voor de aanwezigheid van deze soort in denbodem, dat steeds de laagst hangende vruchten het sterkst door de ziekte worden getroffen. H o t s o n en H a r t g e (1923) maakten melding van een toma-tenziekte, welke door Phytophthora mexicana Hotson en Hartgewerd teweeggebracht. Door. stukjes agar met deze schimmel opden bodem te plaatsen, waarin tomaten groeiden, kon na eenigentijd â€ždamping-offquot; der planten ter hoogte van de bodemoppervlakteworden geconstateerd. Het door Godfrey (1923) beschreven voetrot van rhabarber,hetwelk door de door hem beschreven nieuwe vari??teit

Phytophthoraparasitica var. rhei wordt veroorzaakt, schijnt eveneens van denbodem uit te beginnen. Godfrey wijst er tenminste op, dat hetaanbeveling verdient den grond te desinfecteeren, waar zieke plan-tendeelen in den bodem zijn achtergebleven, aangezien deze ge-vaar opleveren voor de naburige gezonde planten. Dit laatsteblijkt voldoende uit de lange rijen gapingen, welke tusschen velegezonde rhabarberplanten werden waargenomen. Rose (1924) maakte in 1924 gewag van een aantasting vanaardbeien door Phytophthora cactorum (Lebert en Cohn) Schrot..Daar de aardbeien, welke den grond aanraakten, het eerst ge-??nfecteerd werden, acht hij het waarschijnlijk dat deze ziekte vanden bodem uit wordt veroorzaakt, hetzij door mycelium, hetzij doorzwermsporen van deze schimmel. Rose en Lindegren (1925) beschreven het rot van afge-vallen appels en peren in N. Amerika, hetwelk door Phytophthoracactorum wordt veroorzaakt. In Europa was deze vruchtrotting aldoor vele onderzoekers beschreven (het eerst

door Osterwal-der in 1906). Om te bewijzen, dat de schimmel van den gronduit de afgevallen vruchten aantast, brachten zij gave, gesterili-seerde appels en peren in vochtige kamers, waarin klei uit boom-gaarden met een weinig steriel water aanwezig was. Alle exem-



??? plaren bleken na verloop van drie weken de typische kenmerkenvan het rot te hebben. Drechsler (1926b) bewees dat het voetrot van Lilium can-didum en Lilium pyrenaicum aan dezelfde schimmel is toe teschrijven. Aangezien de zieke plekken aan den stengel uitsluitendbeneden de oppervlakte van den grond te vinden waren, is hetvanzelfsprekend, dat deze schimmel in den bodem kan leven. Reeds in 1921 had Hartley (1921) melding gemaakt vaneen uit omgevallen zaailingen van Pinus resinosa ge??soleerdeschimmel, welke tot het geslacht Phytophthora behoorde. Dezesoort kon, wat bleek uit de door Hartley ingestelde infectie-proeven, in geringe mate de wortels van dennen aantasten. Pasin 1925 is deze soort door Leonian (1925) beschreven alsPhytophthora pini Leon.. Ook deze soort behoort dus onderin den bodem aanwezige Phytophthora\'s gerekend teWorden. Carne (1925) maakte uit veld- en laboratoriumproeven denvermoedelijken levenscyclus van Phytophthora hibcrnalis Carne,de veroorzaker van het bruinrot der Citrus-soorten in

Australi??,op. Volgens hem zou Phytophthora hibernalis van den grond uitlaaghangende bladeren en vruchten aantasten. De kieming derOosporen (in den grond) kon door hem evenwel niet worden aan-getoond. Van Dufr?Šnoy (1926) is een referaat verschenen over hetparasitaire en saprophytische leven der Phytophthorcac. waarbijook het voorkomen in den bodem van de vertegenwoordigers van^eze groep ter sprake komt. Nieuwe feiten of gezichtspunten hier-over zijn bij hem echter niet te vinden. Tisdale en Kelley (1926) beschreven de in Florida enGeorgi?? als ,,black shankquot; bekendstaande ziekte van stengels vantabak. Als oorzaak werd een stam van Phytophthora nicotianacVan Breda de Haan opgegeven. De ziekte is primair een aantas-ting der wortels en van het basale gedeelte van den stengel, zoodatmen ook hier wel genoodzaakt is tot het aannemen van de aan-wezigheid der schimmel in den bodem. Buisman (1927) bestudeerde het wortelrot van Richardiaaethiopica en gaf als oorzaak hiervan een nieuwe Phytophthora^an, nl. Phytophthora

Richardiac Buisman. Het isoleeren van



??? deze soort uit de zieke wortels leverde vele moeilijkheden op, aan-gezien bij het uitleggen der wortels talrijke secundair hierin aan-wezige Pythium-soorten werden verkregen. Betere resultaten wer-den verkregen door de zieke knollen met water schoon te borstelenen deze op jampotten, gevuld met voedingsoplossing van v. d.Grone, wortels te laten vormen. Hierdoor waren de vele grond-schimmels uitgeschakeld, en kon uit de in deze oplossing gevormdeworteltjes de veroorzaker worden ge??soleerd. Daar deze zeer lang-zaam groeit, is het te begrijpen dat uit de wortels van in dengrond gekweekte exemplaren, slechts de veel sneller groeiendePythiums werden verkregen. Salmon en Ware (1927) hebben een dergelijke ziekte vanRichardia beschreven, welke in Engeland was waargenomen. Ookhier was een Phytophthora uit den bodem in de wortels aan-wezig, welke soort zeer veel overeenkomst met PhytophthoraRichardiae vertoonde. Volledigheidshalve dient hier nog vermeld te worden, dat vanPythiacystis citrophthora R. E. en E. H. Smith, welke

soort doorL e o n i a n (1925) bij het geslacht Phytophthora is ondergebracht,het voorkomen in den bodem reeds lang bekend is. (Smith enSmith, 1906). Eveneens komt de door Buisman (1927) en tegenwoordigook door P e t r i als een Phytophthora beschouwde Blepharosporacambivora Petri in den bodem voor (Petri, 1923). Evenals bij Pythium het geval was, zijn ook voor de isolatievan vele vertegenwoordigers van het geslacht Phytophthora zet-meelhoudende voedingsbodems gebruikt. Bij het bestudeeren derbovenvermelde literatuur is wel gebleken, dat in het bijzonderma??smeelagar en havermoutagar voor deze doeleinden zeer ge-schikt zijn. Tenslotte zij hier nog medegedeeld, dat in alle hierboven be-sproken publicaties de Phytophthora-soorten zijn ge??soleerd uitzieke plantendeelen. D. Het voorkomen in den bodem van tot het geslachtAphanomyces behoorende schimmels Tot voor 1906 was de aanwezigheid in den bodem van tot het



??? geslacht Aphanomyces behoorende schimmels niet bekend. Alletoen bekende soorten van dit geslacht waren gevonden in hetwater en wel voorkomende op rottende insecten of als parasietenvan wieren. Het was Peters (1906), die de aandacht vestigde op demogelijkheid van voorkomen in den bodem van de tot dit geslachtbehoorende soorten. In de zieke wortels van bieten, welke bieten-brand hadden, kon hij Aphanomyces laevis de Bary aantoonen,terwijl het parasitair vermogen werd vastgesteld op de wijze, welkein dit hoofdstuk reeds bij Pythium de Baryanum is besproken. Drechsler (1924) bestudeerde het wortelrot van erwten inde Vereenigde Staten van N. Amerika en kon vaststellen, dat vande talrijke Phycomyceten, welke uit de zieke erwtenwortels kondenWorden gekweekt, een toen nog niet bekende Aphanomyces deernstigste parasiet was. Deze soort is uitvoerig beschreven doorJones en Drechsler (1925); in deze publicatie blijkt welduidelijk met welk een moeite deze soort kon worden ge??soleerd.â– Aphanomyces euteiches Drechsler groeit

slechts zeer korten tijdin de plantenweefsels; bij het begin van de aantasting bleek dezesoort niet op voedingsbodems uit te groeien, terwijl dit eveneenshet geval was zoodra de schimmel o??sporen ging vormen. OokWaren vele secundair in de wortels aanwezige saprophyten eengroote hindernis bij de isolatie. Ten einde de schimmel te kunnenÂ?soleeren mengden Jones en Drechsler zieke wortels metbijbehoorende aarde met gesteriliseerden grond en lieten hierinerwten kiemen. Wanneer de plantjes in het geschikte stadiumWaren voor isolatie van de schimmel, werden stukjes wortel uit-gelegd op 2%- of 3%-agar of pruimagar en werd op deze wijzeAphanomyces euteiches ten slotte ge??soleerd. In 1925 is deze soort waargenomen door mej. S o 1 b e r g (1925).Verder vond zij deze schimmel in vele andere leguminosen, nl. inlupine, klaver, boonen en lathyrus, terwijl zij meende te kunnenAannemen, dat iedere gastheer aangetast werd door een verschil-lend biologisch ras van deze schimmel. Omstreeks denzelfden tijd is ook in Engeland

Aphanomyceslt;^iiteiches twee malen waargenomen door Pethybridge (1926),eveneens als oorzaak van wortelrot bij erwten. Aphanomyces euteiches is na 1925 in Amerika nog in de wor-



??? tels van vele andere planten gevonden; zoo trof o.a. Drechsler(1927) haar aan in wortels van tomaat, terwijl Linford (1927)8 soorten Vicia, 3 soorten Lathyrus, en verder Medicago sativaen Melilotus alba als vatbaar voor Aphanomyces opgeeft. Buisman (1927) heeft bij haar onderzoek over wortelrot bijerwten Aphanomyces euteiches nooit aangetroffen; wel kon eenAphanomyces uit violenwortels worden ge??soleerd, welke morpho-logisch geen afwijkingen van Aphanomyces euteiches vertoonde,doch welke geen ziekte der erwten kon teweegbrengen. Kendrick (1927) kweekte uit zieke zwartgekleurde wortelsvan radijs een nieuwe Aphanomyces, welke hij Aphanomycesraphani noemde. Door infectieproeven kon hij aantoonen, dat dezesoort verantwoordelijk moet worden gesteld voor d?? door hemgevonden aantasting der radijsworteltjes. Tenslotte heeft Drechsler (1928) uit zieke suikerbieten-kiemplantjes eveneens een nieuwe soort ge??soleerd, welke hijAphanomyces cochlioides noemde. Deze soort kon door hem nietbij Aphanomyces euteiches of

Aphanomyces laevis worden onder-gebracht, hoewel zijn schimmel vrij veel op Aphanomyces laevisschijnt te gelijken. Over deze twee nieuwe soorten zijn nog slechts weinig gegevensbekend, aangezien ze in korte â€žabstractsquot; in het tijdschrift ,,Phyto-pathologyquot; zijn behandeld. Â§ 2. EIGEN ONDERZOEKINGEN Aangezien beoogd werd een ori??nteerend onderzoek in te stel-len naar de in bladgrond aanwezige soorten van de geslachtenPythium, Phytophthora en Aphanomyces, welke als wortelpara-sieten kunnen optreden, werd uitsluitend gebruik gemaakt vanverkleurde of zieke worteltjes van de meest uiteenloopende plan-ten, terwijl de methode van het uitleggen van deeltjes grond opeen passenden voedingsbodem niet werd gebezigd. In de volgende bladzijden worden achtereenvolgens besprokenhet gebruikte materiaal, de methodiek van het isoleeren en deter-mineeren der schimmels, en de gevonden soorten.



??? A. Materiaal In verband met het feit, dat de meeste onderzochte planten inbladaarde werden gekweekt, is het goed eerst eenige opmerkingenover deze grondsoort te maken. Bladaarde wordt verkregen doorâ– afgevallen bladeren van beuken, eiken en andere boomen in denherfst te verzamelen en deze langs den natuurlijken weg tot ont-binding over te laten gaan. Na drie jaar aan de verschillendeweersomstandigheden blootgesteld te zijn geweest, is een hoopbladeren geworden tot bladaarde, welke de fijne kruimelige struc-tuur vertoont, welke haar geschikt maakt voor kweekgrond voorplanten. Het ontbindingsproces kan versneld worden door op deâ– afgevallen bladeren een laag paardenmest te leggen, dit geheeleenige d.M. onder den grond te brengen, en de bladeren aldus eenjaar te laten liggen. Op deze wijze zijn de bladeren minder aandroogte onderhevig, zoodat het overgangsproces vlugger plaatsJ^an grijpen. Na verloop van een jaar worden de halfverganebladeren onder den paardenmest weggehaald en nog gedurende^^n jaar aan de

buitenlucht blootgesteld, zoodat dan reeds natwee jaar bladaarde van geschikte kwaliteit kan worden verkregen. Als plantenmateriaal voor dit onderzoek werd in hoofdzaak ge-bruik gemaakt van verwelkende of in groei achtergebleven planten,Welke groeiden in den bladgrond van ,,Cantonsparkquot;, een te Baarnaanwezige Hortus der Rijksuniversiteit te Utrecht. De volgendesoorten werden hiervoor o.a. gebruikt: Viola tricolor L, Violacornuta L., Arabis alpina L., Spinacia oleracea L., Sinapis chi-nensis L. Een andere methode, welke zeer geschikt bleek voor het ver-krijgen van planten met zieke wortels, was het kweeken van ver-schillende leguminosen uit zaad in ondiepe zaaipannen. De wortel-stelsels van de opgroeiende planten beschikken hier niet over vol-doende ruimte, zoodat vermoed werd, dat met behulp van derge-\'JKe in minder goede conditie verkeerende wortels verscheideneSchimmels uit den bodem zouden kunnen worden ,,weggevangenquot;,quot;etgeen inderdaad het geval was. Begin Mei 1927 werden voor dit doel o.a. zaden van

PhaseolusVulgaris L., Lens esculenta Mnch, en Lupinus polyphyllus Lindl,uitgelegd in zaaipannen.



??? Vervolgens werden vele wortels op Phycomyceten onderzochtvan zieke planten, welke naar het Phytopathologisch laboratoriumâ€žWillie Commelin Scholtenquot; te Baarn waren opgestuurd, o. a. Es-scholtzia californica Cham., Godetia Willdenowiana Spach., Gloxi-nia sp., Fragaria vesca L., en Aquilegia vulgaris L.. Op excursiesbuiten Baarn werden nog verzameld: Beta vulgaris L., Phaseolusvulgaris L., en Pisum sativum L.. Ten slotte werden eenige door Buisman ge??soleerde onge-determineerde Phycomyceten voor nader onderzoek bestudeerd. B. Methode van het isoleeren en kweeken der schimmels Allereerst werden de te onderzoeken wortelstelsels resp. andereplantendeelen met behulp van den straal van de waterleidingkraanzoo veel mogelijk ontdaan van de aan de wortels klevende grond-deeltjes. Met een loupe werden aan de wortels de verrotte of ver-kleurde gedeelten opgezocht, welke vervolgens onveranderd onderhet microscoop werden bekeken, ten einde te kunnen constateerenof in de worteltjes Phycomyceten aanwezig waren.

Konden in deworteltjes mycelium zonder tusschenschotten, conidi??n, oogoni??nof o??sporen worden waargenomen, dan werden de wortels in kleinestukjes verdeeld en deze in steriel water gebracht. De stukjeswortel werden vijf maal in steriel water omgespoeld, ten einde delaatste verontreinigingen in den vorm van aan de wortels klevendestukjes mycelium of sporen van ongewenschte schimmels zoo veelmogelijk te verwijderen. De volgens dit recept schoongemaaktewortelstukjes werden vervolgens tusschen twee bladen steriel fil-treerpapier goed gedroogd en op steriele wijze op petrischalen methavermoutagar gebracht. Zooals Buisman (1927) reeds opmerkte, is het desinfecteerender worteltjes met sublimaat af te raden, aangezien bij deze des-infectie het mycelium van de Phycomyceten gedood wordt. Er werd juist van havermoutagar gebruik gemaakt om de in dewortelstukjes aanwezige Pythium-soorten een voorsprong te gevenboven eventueel aanwezige Hyphomyceten. Ook Buisman(1927) maakte van dezen voedingsbodem met succes gebruik.

Na verloop van twee ?¨ drie dagen was het eerste optreden vanschimmelgroei uit de worteltjes in de meeste gevallen zichtbaar..



??? Zoodra het eenigszins mogelijk was, werd van de aldus ontstanekolonies van de randen overge??nt, teneinde te voorkomen dat deuitgegroeide Phycomyceten door bacteri??n of andere schimmelswerden overgroeid. Zoo moest in de zomermaanden vaak om denanderen dag op nieuwe petrischalen worden overge??nt, aangeziende Pythium-soorten dan binnen twee dagen de geheele oppervlaktevan een petrischaal kunnen overgroeien. Wanneer de schimmels voldoende gereinigd waren van bacteri??n.Werden zij op buisjes met havermout ge??nt ten einde bewaard teWorden. Deze buisjes werden eens in de 6â€”8 weken overge??nt,met de bedoeling ook hier te verhinderen, dat de groei der aan-wezige bacteri??n de overhand kreeg of ten minste storend gingWerken. Het voorkomen van bacteri??n in cultures van Phycomyceten. inhet bijzonder bij de geslachten Pythium en Phytophthora. is her-haaldelijk in de literatuur vermeld. Het afenten der schimmel vanden rand der cultures is niet absoluut afdoende, daar de bacteri??nsteeds aan den celwand van de

schimmel kleven, wat ook aan denrand der cultures het geval is. Petri (1927) heeft onlangs melding gemaakt van het parasi-tair voorkomen van bacteri??n binnen de hyphen van schimmels,Zoodat het zuiveren van bacteri??n wel met zeer groote moeilijk-heden gepaard gaat. Het is herhaaldelijk voorgekomen dat culturesvan schimmels, welke aan het ,,Centraal Bureau voor Schimmel-culturesquot; te Baarn aankwamen en volgens inzenders geheel zuiverv^aren, een niet onbelangrijke hoeveelheid bacteri??n bleken te be-vatten. Een door K n i e p aan het Centraal Bureau schriftelijk mede-Qedeeld ongepubliceerd recept voor de zuivering der schimmels^^n bacteri??n bleek aanvankelijk nog al gunstige resultaten af te^erpen: Men neemt een cultuurbuisje met voedingsbodem en ente schimmel onder den voedingsbodem door met behulp van eengegloeide entnaald den voedingsbodem eerst geheel van den glas-wand los te maken, zoodat het oorspronkelijk schuine vlak onge-veer verticaal staat, daarna aan de achterzijde van den voedings-odem het entmateriaal

te brengen, en tenslotte den voedings- oem in den gewonen stand terug te brengen. Het myceliumgroeit dan door een vrij dikke laag voedingsbodem heen, terwijl de.



??? blijkbaar a??robe, bacteri??n achterblijven. Eenige keeren herhaald,leverde deze methode bij vele soorten gunstige resultaten op, indier voege, dat er een wollig luchtmycelium optrad, dat zich zeergoed liet overenten. Toch bleek na eenige weken ook hier weer,dat het mycelium per slot van rekening ging samenplakken en erbacteri??n optraden. Slechts tijdelijk waren deze dus op den achter-grond gebracht. Voor zuivering van bacteri??n bleek groei op 2%-agar in som-mige gevallen gunstig. Luchtmycelium werd vaak met succes ver-kregen door de schimmel te laten groeien op zure havermoutagarof op een mengsel van gelijke deelen kers-, havermout- en pepton-agar. Voor het zuiveren van Phytophthora\'s van bacteri??n maaktA s h b y volgens een schriftelijke mededeeling aan het CentraalBureau met succes gebruik van maismeelagar, welke met melkzuuris aangezuurd. Of deze methode ook voor Pythiums van toepas-sing kan zijn, moet nog beslist worden. C. Methode van het determineeren der schimmels Voor dat de 154 isolaties van uit bladaarde

ge??soleerde Phyco-myceten werden gedetermineerd, werden eerst de in de collectievan het ,,Centraal Bureau voor Schimmelculturesquot; aanwezige soor-ten van het geslacht Pythium bestudeerd en de typische kenmerkenervan nagegaan. Om de soorten van het geslacht Pythium te kunnen bepalen werdde door Butler (1907) aangegeven indeeling gebruikt. Hierbijwordt speciaal waarde gehecht aan den vorm der zwermsporangi??n,o??goni??n, antheridi??n en o??sporen der schimmels. Het was duseen allereerste vereischte, er voor te zorgen, deze organen bij deverschillende soorten op gemakkelijke en vlugge wijze te kunnenverkrijgen. Ten einde de geslachtelijke voortplanting der Pythium-soorten tekunnen bestudeeren. werd gebruik gemaakt van cultures in petri-schalen met havermoutagar. In de meeste gevallen waren na 5dagen antheridi??n en o??goni??n te zien. terwijl o??sporen ook danreeds, hoewel nog weinig, waar te nemen waren. Eenvoudig hetbestudeeren van microscopische preparaten van deze cultures gaf



??? in vele gevallen al sterke aanwijzingen voor de bepaling dersoort. Ook voor de vorming van conidi??n bij de soorten, welke geengeslachtelijke voortplanting vertoonen, bleek havermoutagar eenzeer geschikt medium te zijn. De vorming van zwerAisporangi??nleverde in vele gevallen meer moeilijkheden op. Op havermoutagarWorden deze nagenoeg niet gevormd, zoodat hiervoor een specialemethode vereischt is. In haar proefschrift vermeldt Buisman(1927) een recept van Petri (1918) om langs vrij eenvoudigenWeg zwermsporen te verkrijgen bij Phytophthora cambivora: In Erlenmeyer-kolfjes, welke een dunne laag vloeistof bevattenvan de volgende samenstelling: 0,400 gr. Ca(N03)2. 0,150 gr. KH0PO4, 0,150 gr. MgS04.0.060 gr. KCl, 1000 gr. gedestilleerd water. Worden stukjes mycelium van de te onderzoeken schimmel ge-bracht en deze hierin gekweekt gedurende eenige dagen. Er wor-den dan zwermsporangi??n gevormd, doch nog geen zwermsporen.Brengt men na verloop van dien tijd het mycelium over in water,dan vindt zwermsporenvorming

plaats in korteren of l?¤ngeren tijd(1â€”24 uur), al naar gelang van de soort. In de door mij genomen proeven is het mycelium steeds 5 dagenin de oplossing van Petri gehouden en wel bij lage temperatuurC.). Het bestudeeren van de zwermsporenvorming werd nietgedaan door het mycelium in een horlogeglas te brengen en ditde objecttafel van het microscoop te leggen, zooals Buisman(1927) aangeeft, doch door het mycelium te brengen in een doorVan Lu ijk (1927) ontworpen vochtige kamer. Ter nadere toelichting volgt hieronder de samenstelling van ditquot;lodel vochtige kamer: In het deksel van een petrischaal is eenrond gat van 3,5 c.M. doorsnede gemaakt. Boven dit gat wordt^en dekglas van 40 bij 50 m.M. gelegd, hetwelk met behulp vanparaffine aan de randen aan het deksel wordt bevestigd. Aan deonderzijde van het dekglas brengt men een druppel vloeistof, waar-in het te bestudeeren object zich bevindt. Door in de onderste^\'it van de petrischaal een weinig steriel water te brengen endeksel hierop te plaatsen, beschikt men over een vochtigeamer,

waar de kans tot uitdrogen van den druppel praktisch uit-gesloten is, en waar ook voor het uitputten der zuurstof door de



??? â€? schimmel in den hangenden druppel niet behoeft te worden ge-vreesd. (Terloops zij medegedeeld, dat geen gebruik werd gemaaktvan gelatine om het dekglas op het deksel te bevestigen, zooalsoorspronkelijk door van L u ij k is beschreven, omdat dit talrijkebezwaren met zich medebracht). Het zich in den hangenden druppel bevindende mycelium werdmet de sterke vergrooting van het microscoop bekeken op gezettetijden, gemiddeld om het kwartier. Wanneer de eerste zwerm-sporen zich in den hangenden druppel vertoonden, kon het geheeleproces zonder moeite tot in details worden nagegaan. Voor de zwermsporenvorming is het noodig, dat het myceliumniet aan stooten of schommelen onderhevig is. Hiervoor leent eenvochtige kamer (model van Lu ijk) zich beter dan een horloge-glas met water, dat uit den aard der zaak minder vast staat opde objecttafel van het microscoop. Om dezelfde reden was het ookgemakkelijker myceliumstukjes in een vochtige kamer te bekijkendan in een horlogeglas. Een ruime hoeveelheid zuurstof is de andere

factor, welke voorzwermsporenvorming onontbeerlijk is. Reeds Butler (1907) wijsthierop en geeft aan, dat het ververschen van de vloeistof aanbe-veling verdient. Om deze reden werd om het half uur de han-gende druppel met een filtreerpapiertje weggenomen en door eennieuwen druppel versch leidingwater vervangen. Met de hierboven beschreven methoden werden, zoowel watvorming van o??sporen als wat zwermsporenvorming betreft, goede\'resultaten geboekt. D. Resultaten van het detennineeren der schimmels. Bijzonder-heden omtrent de gevonden soorten De resultaten van de verschillende determinaties der schimmelszijn in nevenstaande tabel weergegeven. In de aan de linkerzijdevan deze tabel aanwezige verticale rij zijn de namen der plantenopgegeven, uit welke de schimmels zijn ge??soleerd, terwijl in deaan de bovenzijde van de tabel te vinden horizontale rij de namender gevonden schimmels zijn vermeld. Uit tabel I blijkt wel duidelijk dat Pythium de Baryanum. P. deBaryanum var. pelargonii. P. intermedium, en P. irregul?¤re tot de



??? TABEL L Overzicht van de uit verschillende planten ge??soleerde schimmels. E 3 B U s. tn oao e CU Eac(0 nB3 4)T3 oi E H 13.2 CQ ^u â€?a c a dJ gt; V) Cu -a B â– q. CO cu E 3 i?–a oJ uu ra quot;5 tamp; CO 3ogt;O Ou10 cC S 3 E10E cu E 3u 0tjCOtJ JS 01 alt; u-T3 E S lÂ§ T3 wlt;J 0 quot;i?–1 Richardia aethiopicaL. 1 2 3 Beta vulgaris L. 4 4 1 9 Spinacia oleracea L. 1 2 2 1 1 7 Aquilegia vulgaris L. 1 5 6 Esscholtzia califor-nica Cham. 1 3 4 Arabis alpina L. 1 3 1 1 6 Sinapis chinensisL. 2 2 Hesperts matronalisL. 7 7 Viola tricolor L. 2 4 â€? 1 2 9 Viola comuta L. 4 4 Fragaria vesca L. 4 4 Pisum sativum L. 2 1 5 8 Phaseolus vulgaris L. 3 8 4 4 19 Lupinus polyphyllusLindl. 2 2 Lens esculenta Mnch. 2 3 9 14 Godetia Willdeno-wiana Spach. 1 1 6 8 Azalea mollis Blume 1 1 Nicotian a tabacum L.(Connecticut) 10 10 id. (Havana) 10 10 Antirrhinum majus L. 1 1 Calceolaria scabio-saefolia Sims. j 1 1 2 Nemesia strumosaBent. 1 1 Gloxinia sp. 8 4 12 Bietengrond . 1 1 Vlasgrond 1 1 2 Komkommerzaad 1 1 2 2 19 30 20 29 27 3 4 9 3 8 154



??? schimmels behooren, welke het talrijkst uit de verschillende ziekeplantendeelen zijn ge??soleerd en welke ook in de meest uiteen-loopende planten zijn gevonden. Ook P. splendens is meermalenge??soleerd, echter alleen uit tabak. Thans zal worden overgegaan tot het bespreken van de ge-vonden schimmels, waarbij ook in beknopten vorm de kenmerkender geslachten Pythium, Phytophthora, en Aphanomyces uiteen-gezet zullen worden. PYTHIUM Pringsheim De plaats van het geslacht Pythium in de orde der O??mycetenzal hier slechts zeer in het kort worden besproken. Butler(1907) beschrijft in zijn monographie hoe het geslacht Pythiumoorspronkelijk bij de Saprolegniaceae was ondergebracht, omdatde eerste gevonden soorten van dit geslacht in het water leefden.De Bary heeft het geslacht Pythium bij de Peronosporaceae in-gedeeld; hoewel het niet aan tegenspraak heeft ontbroken (o.a.Schr??ter, 1897), is deze meening tot nu toe algemeen ge-huldigd. Een lastiger op te lossen probleem is de begrenzing van

hetgeslacht Pythium. Butler (1907) geeft als eenig typisch ken-merk van het geslacht Pythium op, dat het laatste stadium vande vorming der zwermsporen plaats grijpt in een blaasje, dat aanden mond van het sporangium wordt gevormd. Volgens Butlerzou dit een wezenlijk verschilpunt met Phytophthora zijn. Dit laatste is evenwel niet juist gebleken. Fitzpatrick(1923) gaf een samenvatting van het Pythium-Phytophthora pro-bleem, waaruit blijkt, dat een scheiding van deze geslachten naarde zwermsporenvorming onbevredigend is. Er zijn Phytophthora\'s,welke de zwermsporen zoowel normaal binnen het sporangiumkunnen vormen als wel op de wijze, welke Butler als karak-teristiek voor Pythium opgeeft. Het is nuttig de indeeling, welke Butler (1907) van het ge-slacht Pythium geeft, iets nader uiteen te zetten. Butler ver-deelt het geslacht Pythium allereerst in twee ondergeslachten, nl.Aphragmium, hetwelk gekenmerkt is door draadvormige sporan-



??? gi??n (b.v. P. monospermum). en Sphaerosporangium, waarbij desporangi??n bolvormig of ovaal zijn. In het ondergeslacht Sphaerosporangium zijn eenige soorten,waarvan de sporangi??n, na geledigd te zijn, doorgroeid worden doorden sporangi??ndrager, welke binnen het oude sporangium eennieuw sporangium kan vormen (b.v. P. megalacanthum, een soortuit deze groep met gestekelde o??goni??n). De overige soorten vanhet ondergeslacht Sphaerosporangium hebben geen doorgroeide spo-rangi??n en worden verder onderverdeeld naar het al of niet gladzijn van o??goni??n en o??sporen. Ondergeslacht AphragmiumPythium monospermum Pringsheim Over deze soort schrijft B u tl e r (1907) het volgende: â€žHyphenonregelmatig vertakt, tot 7 jw in diameter, met talrijke knopachtigelaterale uitgroei??ngen. Sporangi??n en zo??sporen als bij P. gracile,doch de algemeene habitus is grooter. O??goni??n eindelingsch ofintercalair, of te vinden in de laterale knoppen. Antheridi??n eenof meer, knotsvormig, afkomstig van de o??goniumhyphe of vaneen andere hyphe. O??sporen glad, welke

het oogonium geheel op-vullen, zoodat de o??goniumwand vaak moeilijk te bepalen is,12â€”15^ in diameter. Kieming na een rustperiode, welke ver-scheidene maanden lang kan zijn, door middel van een hyphe,welke spoedig verandert in een sporangium.quot; Een van de door Buisman niet gedetermineerde schimmelsuit Richardia bleek aan deze gegevens te beantwoorden. Deo??sporen, welke het o??gonium geheel opvulden, bleken 13 of H /igroot te zijn; ook werden knopachtige verdikkingen in het myceliumaangetroffen. Zwermsporenvorming werd niet door ons waarge-nomen; wel werden draadvormige zwermsporangi??n gezien, wan-neer het mycelium 5 dagen in de vloeistof van Petri had ge-legen. Ook werd deze soort ge??soleerd uit zieke worteltjes van kiem-plantjes van spinazie.



??? Ondergeslacht Sphaerosporangium A. Sporangi??n worden doorgroeidPythium megalacanthum de Bary Hoewel deze soort niet in onze isolaties is opgetreden, wordt zijom reden van volledigheid hier behandeld. Butler (1907) zegt over P. megalacanthum o. m.: â€žMycelium,samengesteld uit fijne hyphen, welke een lengte van 1 m.M. kun-nen bereiken en onregelmatig vertakt zijn. Sporangi??n bolvormig,langgerekt, eivormig, of peervormig, in den regel eindelingsch,soms intercalair, onregelmatig van vorm en voorzien van een kiem-buis, waarvan de lengte vele malen den diameter van het sporangiumbedraagt. Na lediging vindt doorgroei??ng plaats. Zo??sporen zeergroot, tot 18â€”20 jti in diameter, wanneer zij in rust zijn. Conidi??nonbekend. O??goni??n eindelingsch of intercalair, eerst glad, latermet talrijke radiale, kegelvormige uitsteeksels, zonder deze 36â€”45 ^t in diameter; uitsteeksels 6â€”9(1 lang. Antheridi??n in denregel meer dan een, afkomstig van naburige hyphen, niet van deo??goniumhyphe. O??sporen 27 fi in

diameter, glad. Kieming na eenlangen rusttijd, tot 11 maanden.quot; De door Buisman (1927) ge??soleerde stam uit vlas komt metdeze beschrijving overeen; zwermsporenvorming hebben wij, even-min als Buisman, bij dezen stam kunnen waarnemen. Ondergeslacht SphaerosporangiumB. Sporangi??n worden niet doorgroeidI. O??goni??n en o??sporen glad Pythium de Baryanum Hesse Butler (1907) geeft o.m. de volgende bijzonderheden overdeze soort: ..Mycelium vrij grof; hyphen groot, zich onregelmatig en vrij ver-takkende. met tusschenschotten in oude cultures. Sporangi??n bolvor-mig of ovaal, eindelingsch en intercalair. De sporangiumdragendehyphen zijn meestal onder het sporangium over een variabelenafstand zonder inhoud, en zijn zoowel van het sporangium als



??? van het gedeelte der hyphe met inhoud door een dwarswand ge-scheiden. Blaasvorming vindt plaats door laterale kieming van hetsporangium. Geen doorgroei??ng. Conidi??n in den regel talrijk,15^25 ft in diameter, rond, ovaal, of wat onregelmatig van vormen afmetingen in oude cultures. De conidi??n kunnen dadelijkkiemen, doch dit vindt in den regel plaats, wanneer zij na eenkorte rustpoos in versch water worden gebracht. O??goni??n in den regel talrijk, soms zeer vroeg in de cultuuraanwezig, 20-25^ in diameter, bolvormig, eindelingsch of inter-calair. Antheridi??n tot 3 in aantal, afkomstig van de hyphe, welkehet oogonium draagt, of van een andere hyphe. Vaak worden zijvlak onder het oogonium gevormd en zijn niet zelden hypogyn. O??sporen H-18^ in diameter, het oogonium niet opvullende,bolvormig, glad, kiemende na een rusttijd van eenige maandenmet een hyphe, welke zich vertakt. Het mycelium parasiteert in levende planten, voornamelijk kiem-planten, en komt ook saprophytisch in tuinaarde voor.quot; Wij isoleerden deze soort uit zieke wortels van bieten, boonen.linzen en

spinazie, terwijl ook uit zieke knollen en stengels vangloxinia deze soort werd verkregen. Gedurende 1927 en 1928 zijn op het laboratorium â€žWillie Com-melin Scholtenquot; verscheidene malen zieke, uitgeloopen gloxinia-knollen ingekomen, welke de volgende symptomen hadden: Deknol is geheel bruin en een weinig vochtig. Van den knol zijnspruiten uitgeloopen, welke zijn aangetast door een Phycomyceet.Het bovenste gedeelte van deze spruit is nog gezond en normaalvan kleur, terwijl het aan den knol grenzende gedeelte van despruit een schorsrot vertoont. Het gedeelte van den stengel bin-nen den centralen cylinder is niet aangetast, wel de daarbuitenliggende weefsels, welke weldra verdrogen. Het uitleggen op havermoutagar van stukjes ziek weefsel, welkeaan het gezonde gedeelte grenzen, leverde in alle gevallen Pythiumde Baryanum op. Wij waren niet in de gelegenheid door infectie-proeven aan te toonen of deze soort de werkelijke oorzaak vande ziekte is.,



??? Pythium de Baryanum Hesse,var. p e 1 a r g O n i i Braun Deze vari??teit is beschreven door Braun (1925), welke devolgende diagnose geeft: â€žHyphen coenocytisch en hyalien, zich rijkelijk vertakkend vandikkere hyphen, 3,8â€”9,8breed (gemiddeld 6,2/i). O??sporenbolvormig of ongeveer bolvormig, glad, 15,9â€”19,9^ in diameter(gemiddeld 17,8^), vrij liggend in het o??gonium en met dunnenwand; zelden voorkomend in cultures, dikwijls te gronde gaande.Diameter van het o??gonium 17,4 â€”21,9(gemiddeld 20,1 fi). 1 tot4 knotsvormige antheridi??n aanwezig, welke vaak over de geheelelengte tegen het o??gonium liggen, en in den regel van een naburigehyphe afkomstig zijn. Conidi??n bolvormig of ongeveer bolvormig,eindelingsch en intercalair voorkomende, glad, diameter 12,8â€”27.7 fi (gemiddeld 20,1^), hyalien. Kieming vindt plaats door1 tot 3 buizen. De conidi??n worden op verschillende media over-vloedig gevormd. Twee dagen na enten worden op plaatculturessikkelvormige lichamen aangetroffen, welke alleen of in kettingenkunnen voorkomen. Binnen zeven dagen na enten

worden op plaat-cultures onregelmatige intercalaire lichamen gevonden, welke ge-vormd worden door het terugtrekken van protoplasma, waarbijachtereenvolgens vele tusschenschotten worden gevormd. Kiemingvan deze lichamen door een kiembuis. Minimum temperatuur 6Â° C..d.i. lager dan bij Pythium de Baryamim, van welke soort dezevari??teit te onderscheiden is in cultures, vooral door de meer com-pacte wijze van groeien. Parasitair op Pelargonium sp., veroorzaakt stengelrot.quot; Ook Buisman (1927) maakt van deze vari??teit gewag inhaar proefschrift. Zij is evenwel niet in de gelegenheid geweestde door haar als P. de Baryamim var. pelargonii betitelde vor-men te vergelijken met de in Amerika als zoodanig beschrevenschimmel. Aangezien pas in 1928 een cultuur van deze uit Amerikanaar het Centraal Bureau is gestuurd, hebben wij kunnen con-stateeren, dat de in Nederland aanwezige stam in geen enkel op-zicht van den Anierikaanschen verschilt. De determinatie van deze vari??teit was niet zeer moeilijk te vol-brengen. Reeds dadelijk trekt de afwezigheid van antheridi??n.



??? o??goni??n en o??sporen de aandacht. Verder is het voorkomen vanzeer dikke hyphen, welke zich vertakken in dunnere, een typischkenmerk, terwijl ook de zeer sterk wisselende grootte der conidi??nin het oog loopend is. De vaak lichtgroene kleur dezer organenis mede een verschilpunt met Pythium intermedium, welke soorteveneens geen o??sporen vormt. Teneinde met absolute zekerheid uit te maken of een te onder-zoeken schimmel P. de Baryanum var. pelargonii of wel P. inter-medium is, werden kleine stukjes mycelium in den hangenden drup-pel van een vochtige kamer (model van L u ij k) gebracht. Integenstelling met P. intermedium kon nooit waargenomen worden,dat er conidi??n in kettingen werden gevormd. Steeds kon na voldoende zuivering van bacteri??n een zeer com-pact luchtmycelium op havermoutagarcultures worden waargeno-men. Ook bij deze vari??teit kon, niettegenstaande vele proefne-mingen, geen zwermsporenvorming tot stand gebracht worden metbehulp van de methode van Petri. Uit het meerendeel der planten, waarvan zieke worteltjes wer-den onderzocht,

kon deze vari??teit worden ge??soleerd, waaruit weide conclusie kan worden getrokken, dat Pythium de Baryanum var.pelargonii als algemeen of zeer algemeen in den bodem voorkomendkan worden bestempeld. Pythium splendens Braun Pythium splendens is door Braun (1925) ge??soleerd uit ziekepelargoniumstekken en in 1925 beschreven. Zijn diagnose luidtals volgt: â€žHyphen van 3,5â€”9,2 fi breed, gemiddeld 6.4 (i. O??sporen bol-vormig tot ellipsvormig, met gladden wand. vrij liggend in hetgladde o??gonium. Verhouding van o??spore tot o??gonium als1 : 1,2. O??sporen dikwandig, worden in cultures sporadisch ge-vormd. 3 tot 8 antheridi??n, welke knotsvormig zijn en zoowel vande o??goniumhyphe als van een naburige hyphe afkomstig kunnenzijn. O??sporen binnen een maand na vorming kiemend door middelvan een kiembuis. Conidi??n bolvormig, steeds eindelings gevormd,gladwandig, 21,7â€”48,9^ in diameter, gemiddeld 36,2 fi, hyalien.



??? donkerder gekleurd op aan voedingsstoffen rijke media, kiemendedoor middel van 2â€”6 kiembuizen. Op plaatcultures zijn twee dagen na enting sikkelvormige ofknotsvormige lichamen te zien, welke enkel of in kettingen wordengevoymd. Temperatuurgrenzen 10â€”37,5Â° C., optimum 30Â° C.Verschilt van P. de Baryanum door lager temperatuurminimum,sterkeren groei tusschen 20 en 35,5Â° C., en specifieke verschillenin cultuur. Parasiteert op pelargoniums, in de weefsels waarvan overvloedigconidi??n worden gevormd.quot; Uit de wortels van tabaksplanten, welke bij het kweeken in kas-sen van Cantonspark achtergebleven en omgevallen waren, werddeze soort zonder eenige moeite ge??soleerd volgens de gebruikelijkemethode. Het determineeren geschiedde gemakkelijk door het steedsvoorkomen van alleen eindelingsche, zeer groote conidi??n en devele antheridi??n, terwijl de typische opzwellingen van den conidi??n-drager (zie Braun, 1925, plaat 4, B), het kiemen van de coni-di??n met vele kiembuizen, en het voorkomen van de sikkelvormigelichamen allen twijfel buitensloten. De

afmetingen van o??goni??n enconidi??n vielen binnen de door Braun opgegeven grenzen. Pythium intermedium de Bary Butler (1907) beschrijft deze soort in zijn monographie uit-voerig; de voornaamste kenmerken komen op het volgende neer: â€žHyphen zeer talrijk, tot 6/^ dik, regelmatig, zonder intercalaireopzwellingen. Vertakking vindt vaak onder rechte hoeken plaats.De uiteinden van alle vrije vertakkingen zijn voorzien van sporen,welke 18â€”24/i in diameter groot zijn, en normaliter in kettingenaanwezig zijn. Deze kettingen worden basipetaal gevormd. Desporen van deze kettingen zijn soms peervormig, in de meestegevallen bolvormig en zijn door zeer korte myceliumstukjes vanelkaar gescheiden. Deze sporen kunnen als sporangi??n of alsconidi??n kiemen. In jonge cultures komen vele sporangi??n voor,welke bij toevoeging van versch water zo??sporen vormen, terwijlin oudere cultures meer conidi??n worden gevormd. Vaak zijn deconidi??n voorzien van dikke wanden, welke een dubbelen omtrekhebben.



??? Geslachtelijke voortplanting is niet waargenomen.quot;Butler geeft verder op, dat deze soort algemeen in den grondals saprophyt voorkomt en hij verwondert zich erover, dat ze zoozelden is aangetroffen, sinds ze door de Bary is beschreven. Buisman (1927) isoleerde Pythium intermedium uit chrysan-themumstekken en andere planten. Door het brengen van stukjesmycelium in horlogeglazen met water kon zij de identitek bannenkorten tijd vaststellen, daar de in kettingen gevormde conidien kon-den worden waargenomen. Om met zekerheid vast te stellen of een der ge??soleerde schim-mels, welke geen geslachtelijke voortplanting vertoonde, al of metP. intermedium was. gingen wij in hoofdzaak volgens hetzelfdebeginsel te werk. Een stukje mycelium van een jonge cultuur ophavermoutagar werd geplaatst in den hangenden druppel van eenvochtige kamer (model v a n L u ij k). Na verloop van 24 uur werdhet preparaat bekeken. Was de te onderzoeken schimmel P. inter^medium, dan kon steeds de aanwezigheid van lange kettingen van conidi??n vastgesteld worden. De meestal ongekleurde

inhoud der conidi??n en der hyphenwaren kenmerken, die steeds door ons konden worden waarge-nomen bij P. intermedium. In de meeste gevallen kon in de cultures op havermoutagar vanP. intermedium een dun luchtmycelium geconstateerd worden, het-welk evenwel nooit zoo compact en dik was als bij P. irregul?¤re.P. de Baryanum, of P. de Baryanum var. pelargonii. Pythium intermedium isoleerden wij uit zieke worteltjes vanboon, akelei, aardbeien, viool en arabis. De aantasting van boonen-wortels door P. intermedium was zeer waarschijnlijk van secun-dairen aard, daar op de grens van ziek en gezond weefsel in denstengel een Fusarium-soort kon worden ge??soleerd. Over het voorkomen van P. intermedium in akeleien kan hetvolgende vermeld worden: In Juni 1927 werden eenige akeleien onderzocht, welke in degemeenteplantsoenen van Utrecht hadden gestaan en aldaar ver-kleurd en lt; verwelkt waren. De eerste waarneembare verkleuringwas een verandering der bladkleur in geelgroen, terwijl ouderebladeren reeds geel en ten slotte bruin waren geworden en geheelverdroogd en

opgerold. De wortels bleken bruin gekleurd te zijn.



??? Aan de worteluiteinden liet de schors gemakkelijk van de vaat-bundels los en voelde het geheel slap aan. In drogen toestandwaren deze wortelgedeelten zeer bros en vielen gemakkelijk af. Bij microscopisch onderzoek bleken in de schors, zoowel als inde vaatbundels conidi??n van P. intermedium aanwezig te zijn. Als oorzaak van deze ziekte werd aan de afdeeling Plantsoenenvan Gemeentewerken te Utrecht beschouwd het verplanten vande akeleien. Niet verplante exemplaren bleken nl. volkomen ge-zond te zijn. De mogelijkheid bestaat o.i., dat bij het verplanten de v/ortelsder akeleien beschadigd zijn en dat de in den grond aanwezigePythium intermedium door deze wonden in de wortels is gekomen,als gevolg waarvan het verwelken der bladeren zou zijn opgetreden. Infectieproeven moeten deze veronderstelling nader bewijzen;hiertoe waren wij echter niet in de gelegenheid. Ondergeslacht Sphaerosporangiumnbsp;^ B. Sporangi??n worden niet doorgroeidIII. O??goni??n gestekeld, o??sporen glad Pythium irregul?¤re Buisman Door Buisman (1927) wordt deze soort als volgt beschreven:

,,O??goni??n vaak met uitsteeksels van verschillende afmetingenen vormen. O??goni??n in sommige gevallen bolvormig, in andere gevallenonregelmatig van vorm. Wanneer de o??goni??n bolvormig zijn. isde grootte vaak 16â€”18^ in diameter, terwijl ze meestal inter-calair gevormd worden. O??sporen liggen vrij in het o??gonium enhebben in den regel een diameter van 14 â€” 16 /t. De wand van deo??spore heeft een dikte van ongeveer 1 â€”1,5/t. De antheridi??n worden aan dezelfde hyphe gevormd als heto??gonium, soms zijn er meerdere om een o??gonium. Zwermspo-rangi??n en conidi??n varieeren sterk in afmetingen ( 10â€”20/f),terwijl ze bolvormig of omgekeerd-eivormig zijn. ZwermsporenWorden zelden gevormd, 8 in diameter, wanneer ze in rustzijn. Ge??soleerd uit erwtenwortels. lupineplanten en komkommer-zaden.



??? Verschilt van Pythium de Baryanum door de uitsteeksels, welkeop de o??goni??n worden aangetroffen.quot; Uit tabel I blijkt, dat deze schimmel verscheidene malen werdgevonden in de wortels van erwten, linzen, boonen en violen. Het determineeren van deze soort leverde betrekkelijk weinigmoeilijkheden op. Reeds in jonge cultures waren de onregelmatige,zeer vaak intercalaire o??goni??n te herkennen, terwijl in cultures,welke eenige weken oud waren, zonder uitzondering de stekelsoptraden. Ook werd steeds gelet op het voorkomen van anthe-ridi??n en o??goni??n aan eenzelfde hyphe. Met behulp van dezefeiten was Pythium irregul?¤re altijd met zekerheid te herkennen. Ondanks herhaalde pogingen is de vorming van zwermsporenbij deze soort niet waargenomen kunnen worden. Na voldoende zuivering van bacteri??n bleek deze soort op haver-moutagar een vrij dik, wollig luchtmycelium te maken. Het verdient nog vermelding, dat deze soort, welke in denbladgrond te Baarn blijkbaar in sterke mate vertegenwoordigd is,eveneens gevonden is in wortels

van zieke erwten, welke groeidenin een tuin te Velsen, zoodat bij verder onderzoek de aanwezig-heid van Pythium irregul?¤re op meer plaatsen in Nederland welzal blijken. Pythium artotrogus (Mont.) de Bary Door Butler (1907) worden over deze soort de volgende bij-zonderheden vermeld: â€žMycelium saprophytisch in doode planten; hyphen rijk vertakt.Sporangi??n en conidi??n onbekend. O??goni??n voornamelijk inter-calair, bolrond, met radiale uitsteeksels van den o??goniumwand;zonder uitsteeksels 18\'-27/i in diameter, uitsteeksels 3â€”6/4 lang.Antheridi??n steeds hypogyn, in den regel enkel (doch mogelijkdubbel, waarbij er dan ?Š?Šn boven en ?Š?Šn onder het o??gonium zouworden afgesneden); normaliter gevormd uit een onveranderd, af-gesneden segment van de o??goniumdragende hyphe. welke zeerzelden opgezwollen is. Kieming na 3â€”4 maanden door middel vaneen vertakte hyphe.quot; Uit arabisstekken, welke te laat waren gestekt, zoodat de stengeltoen reeds houtig was, isoleerden wij een schimmel met gestekelde



??? o??goni??n, waaraan wij dezen naam meenen te moeten toekennen.Eveneens werd deze soort ge??soleerd uit zieke spinaziewortels, enbleek een door Buisman uit vlasbrandzieken grond ge??soleerdeschimmel hiermede identiek te zijn. Hoewel met deze schimmel talrijke proeven zijn gedaan omconidi??n of sporangi??n te verkrijgen, is het verloop hiervan steedsnegatief geweest. Daarentegen konden steeds goed de gestekeldeo??goni??n worden geobserveerd, waaraan antheridi??n te vindenwaren, welke met B u 11 e rs aanwijzingen overeenstemden. Opgrond van deze feiten werd besloten deze schimmel als Pythiumartotrogus te betitelen. Er is reeds meermalen in de literatuur op gewezen, dat het, doorgebrek aan sporangi??n en zwermsporenvorming, strikt genomenniet mogelijk is te bewijzen, dat deze soort bij het geslacht Pythiummoet worden ondergebracht. Op havermoutagar vormde deze soort geen luchtmycelium, oprijst, zure havermoutagar en het mengsel van gelijke deelen kers-,havermout-, en peptonagar slechts in geringe mate.

Pythium mamillatum n. sp. Uit eenige op klei grond in de nabijheid van lerseke gekweektebietenplantjes, welke aan wortelbrand leden, werd in Juli 1927 eenPythium ge??soleerd, welke niet bij een der reeds bestaande soortenkon worden ondergebracht. Deze soort trok de aandacht door hetvoorkomen van vaak gebogen stekels, welke niet in een scherpepunt eindigden, zooals bij eenige gestekelde Pythiums voorkomt,doch waarvan het einde stomp is. Morphologie. Het mycelium van deze soort onderscheidtzich niet van dat van andere Pythiums. De hyphen zijn zondertusschenschotten, vertakken zich uit dikke hyphen, zijn vrij sterkoliehoudend en hebben een doorsnede van 4,0â€”9,3 n, meest 5,3â€”6,7/i, (Gemiddelde van 25 metingen 5,9/t). De o??goni??n zijn bolvormig en zijn reeds kort na de vorminggestekeld. Het knotsvormige antheridium ontstaat aan een zijtakvan de o??goniumdragende hyphe en wordt van dezen tak afge-scheiden door een tusschenschot (zie fig. la). De bevruchteo??goni??n hebben met de stekels medegerekend een diameter,

welke



??? CU Fig. I. Pythium mamillatum n. sp.. a. Normale type van bevruchting,b. Abnormale wijze van bevruchting (slechts ?Š?Šnmaal waargenomen).Vergrooting 1000 X- Fig. 2. Pythium mamillatum n. sp., a en b. O??goni??n, waarvanslechts\' de omtrekken zijn aangegeven, welke in het vlak derteekening zichtbaar zijn. f. Hetzelfde o??gonium als b, doch hierzijn de uitsteeksels gestippeld, welke zichtbaar worden bij andereinstellingen. Vergrooting 1000 X-



??? varieert tusschen 20,3 en 29,3 fc, meestal tusschen 22â€”21 (ge-middelde van 25 metingen 24,5 fi), zonder de stekels een diametervan 13,3â€”19,3 meest van 15,3â€”18(gemiddelde van 25 metin-gen 16,4/i). Een meting van de lengten van 25 stekels gaf eengrootte van 2,7â€”6,0/i, meest 4,0â€”6,0/i (gemiddelde van 25metingen 4,4 ft). Bij de bevruchting is het o??gonium niet geheelgevuld, na de bevruchting vult de o??spore het geheele o??goniumop, zoodat het vaak moeilijk is den o??goniumwand waar te nemen.De o??spore heeft een bruinachtigen wand, waarvan de dikte vari-eert tusschen 0,8 en 1,6/t, gemiSdeld tusschen 1 en 1,33 jU. Deo??sporen zijn soms niet homogeen van samenstelling; ze bestaandan uit twee deelen van verschillende optische dichtheid en welzoo, dat het centrale gedeelte hol en alleen een vrij dikke peri-phere laag protoplasma aanwezig is (zie fig. 2). Een hooge uitzondering was het, wanneer het antheridium af-komstig was van een naburige hyphe. Een dergelijk geval hebbenwij slechts ?Š?Šnmaal waargenomen (zie fig.

Ib). Zooals reeds gemeld was, zijn de stekels altijd stomp, terwijlze in vele gevallen min of meer gebogen zijn, iets wat bij geenandere Pythium-soort ooit beschreven is, voor zoover wij de litera-tuur hebben kunnen nagaan. Aan de zwermsporenvorming (zie fig. 3) kon worden beslist,dat deze soort inderdaad tot het geslacht Pythium behoort. Wan-neer kleine stukjes luchtmycelium van deze soort gedurende 5dagen in de P e t r i-oplossing werden gehouden, na verloop vandien tijd eenige keeren werden afgespoeld met leidingwater, endan in een hangenden druppel in de vochtige kamer (model vanLu ijk) werden gebracht, kon steeds na verloop van 2 ?¤ 2^4 uurde zwermsporenvorming worden waargenomen. De na 5 dagengevormde zwermsporangi??n varieerden van 14,3â€”20,7/t in dia-meter, gemiddeld 16,3^. Na verblijf van twee uur in den hangenden druppel vormden debolvormige zwermsporangi??n een korte kiembuis, welke in eenblaasje met zeer dunnen wand eindigde. Dit blaasje had ongeveereen even groot volume als het sporangium. Er kon

worden vast-gesteld, dat de inhoud van het sporangium in ongedifferentiecrdentoestand in het blaasje overgaat. 10 minuten nadat dit gebeurde,kon gezien worden, dat de inhoud van het blaasje zich ging diffe-



??? rentieeren en dat ten naaste bij de begrenzing van de zwermsporenduidelijk begon te worden. Eenige oogenblikken nadat de zwerm-sporen zich gevormd had-den. barstte de wand vande blaas en kwamen dezwermsporen dus vrij te lig-gen aan het einde van dekorte buis. Het klompjezwermsporen ging nu schom-melende en rukkende bewe-gingen uitvoeren, waarbij dezwermsporen zelf ook onder-ling van plaats veranderdendoor het uitvoeren van glij-dende bewegingen langs el-kander. Hierbij namen dezwermsporen zeer sterk involume toe. Kort na deze be-wegingen gingen de grooteniervormige, aan een kantafgeplatte zwermsporen suc-Fig. 3. Zwermsporenvorming bij Pythium cessievelijk met een ruk uitmamillatum n. sp.. zwermsporangium, het gezichtsveldb. blaasvorming, c, inhoud van het sporan- u , , ,gium is overgegaan in het blaasje, /begin ^^nbsp;zwermsporen der differentiatie van den inhoud van het ^^^ sporangium was nietblaasje, f. juist vrijgekomen zwermsporen, constant, gezien de wisse-/. jr. en //. vergrooting en uiteengaan van lende grootte

der sporan-de zwermsporen. Vergrooting 540 X gi??n. Wij zagen uit een klein sporangium 5 zwerm-sporen ontstaan, uit een zeer groot 14. doch het is niet uitgesloten,dat er nog meer zwermsporen uit een sporangium kunnen wordengevormd. Groei op verschillende media. Deze nieuwe soort,welke wij in verband met het voorkomen van de kegelvormige,stompe uitsteeksels van den o??goniumwand Pythium mamillatumnoemden, werd bij voorkeur gekweekt op havermoutagar, waaropdrie dagen na enting reeds een dun luchtmycelium te zien wasdat spoedig dichter werd. Na verloop van 5-7 dagen konden a-



??? reeds o??sporen worden waargenomen en konden dan de bevruch-tingsstadi??n uitnemend worden bestudeerd. Hetzelfde kan wordengezegd van de cultures op maismeelagar, zure en alkalische haver-moutagar en aardappelagar. Cultures op rijst gaven een uiterst compact, dicht luchtmyceliumte zien, waarbij echter geen o??sporen konden worden gevormd.Hetzelfde trad op bij cultures op peptonagar, Raulin-agar, apen-noot, en alle onderzochte moutbodems, zooals moutagar, mout-gelatine en moutsalep. Deze laatste cultures gaven veel luchtmyce-lium en weinig o??sporen, terwijl de groei van de schimmel kleverigwas. Kersagar gaf een weinig compact luchtmycelium; pas na 10 dagenwerden op dit medium o??sporen gevonden. Veel o??sporen werden in korten tijd verkregen op lupinestengel,bietenstengel, wortel, mestagar en hooiagar. Bij de cultures opmestagar werd in het geheel geen luchtmycelium gevormd; op hooi-agar slechts een spoor van luchtmycelium. Hooiagar was een zeergeschikt medium voor het bestudeeren van de

bevruchtingsstadi??n;door de lichte, heldere kleur van dezen voedingsbodem kondendeze stadi??n zonder moeite bij 1500 X vergrooting geteekendworden. Plaats binnen het geslacht Pythium. Na deop de bladzijden 30 en 31 gegeven uiteenzetting over de indeelingvan het geslacht Pythium, valt het niet moeilijk deze soort in tedeelen bij het ondergeslacht Sphacrosporangium, en wel bij desoorten, welke geen doorgroeide sporangi??n hebben, en welke voor-zien zijn van gestekelde o??goni??n en gladde o??sporen. Vergel ij king met de overige Pythiu m-s oor-ten met gestekelde o??goni??n. Zooals reeds is opge-merkt, onderscheidt Pythium mamillatum zich van de reeds bekendePythums met gestekelde o??goni??n (P. megalacanthum, P. artO\'tragus. P. irregul?¤re), door het voorkomen van stompe stekels,Welke vaak gebogen zijn. Een verder verschilpunt met P. megala-canthum is de geringere grootte der o??goni??n, terwijl ook geenproliferatie der sporangi??n aanwezig is. De talrijke verschillen metP. artotrogus blijken wel voldoende uit een vergelijking

van be-vruchting en conidi??n- en zwermsporenvorming. Het is goed hier nog even te wijzen op eenige Pythiums met



??? gestekelde o??goni??n. waarvan nog slechts zeer weinig gegevens inde literatuur vermeld staan. Drechsler (1923) beschrijft een op ..water-melonsquot; voor-komende gestekelde Pythium. welke daar o.a. bloeminfecties kanteweegbrengen. Deze soort vertoont veel overeenkomst met P arto-trogus, heeft echter 1-4 antheridi??n. welke niet overeenkomenmet die van P. artotrogus. Ook zijn de stekels beschreven als nar-rowly conical radial processesquot;, zoodat hiermede genoeg verschil-punten met P. mamillatum aanwezig zijn. S a w a d a en C h e n (1926) hebben een nieuwe soort, Pythiumspmosum beschreven, welke op Antirrhinum majus parasiteert. Naarden naam te oordeelen. zal deze soort tot de gestekelde vormenbehooren. Zwermsporenvorming werd door hen niet waargenomenNadere gegevens ontbreken ons. Wij zijn van meening. dat dezesoort niet identiek is met P. mamillatum. Technische beschrijving van Pythiummamillatum n. sp. Mycelium zonder tusschenschotten, 4â€”9,3 n breed, meest 5 3â€”6,7/i. gemiddeld 5,9/4. O??goni??n bolvormig,

voorzien van stompe, vaak gebogen, stekelsAntheridium knotsvormig, aanwezig aan een zijtak van de o??gonium-hyphe. Bevruchte o??goni??n met stekels 20,3-29,3^ in diametermeest 22-27 ^i, gemiddeld 24,5/t; zonder stekels 13.3-19 3 u\'meest 15.3-18/^. gemiddeld 16.4/.. Stekels 2,7-6.0lang. meesi4.0-6.0 [i, gemiddeld 4,4 OiJspore in rijpen toestand het oogoniumopvullend, voorzien van een wand, welke varieert van 0,8-1 6 adikte, meest tusschen 1 â€”1,35/i. Zwermsporangi??n bolvormig, 14.5-20.7in diameter, gemid-deld 16,??/i. Zwermsporenvorming door kieming van het sporan-gium en vorming van een blaasje, waarin 5â€”14 zwermsporen wor-den gevormd. Zwermsporen niervormig, aan een zijde afgeplatGe??soleerd uit bieten, welke wortelbrand hadden. Tot het ver-oorzaken hiervan is de schimmel in staat.



??? Technical description of Pythiumm a m i 11 a t u m n. sp. Mycelium unseptate, 4â€”9,5 in diameter, mostly 5,5â€”6,7 fi,average 5,9/i. Oogonia globose, with obtuse, often curved protuberances. An-theridium clavate, arising from the oogonial hypha. After fertili-zation o??gonia with protuberances 20,5â€”29,5 // in diameter, mostly22â€”\'27 u. average 24,5/t: without protuberances 15â€”19,5/t indiameter, mostly 15,5â€”18/t, average 16,4/lt;. Length of protube-rances 2,7â€”6,0 ft, mostly 4,0-6,0 //, average 4,4 /Â?. Oospore com-pletely filling oogonium, when ripe; oogoniumwall 0,8â€”1,6indiameter, mostly 1 â€”1,55/i. Swarmsporangia globose, 14,5â€”20,7 ft in diameter, average 16,5/i,5â€”14 swarmspores produced in a bladder at the mouth of thesporangium. Swarmspores kidney-shaped, flattened at one side. Parasitic on beet-seedlings, producing damping-off. PHYTOPHTHORA dc Bary Over de begrenzing van de geslachten Phytophthora en Pythium,benevens de zwermsporenvorming bij Phytophthora, zie de inlei-ding, welke de bespreking der Pythium-

soorten voorafgaat. Rosenbaum (1917) heeft getracht de Phytophthora-soovtente classificeeren naar de grootten van de fructificatieorganen. Dochzijn indeeling in een Cactorum-groep (waarin de antheridi??nzijdelings aan het o??gonium zijn vastgehecht, dus paragyn zijn),een P/iaseo/i-groep (waarin de antheridi??n aan de basis van heto??gonium om de o??goniumhyphe bevestigd zijn, dus amphigynzijn), en een Faberi-groep (waarin antheridi??n niet bekehd zijn),bleek ondoelmatig te zijn, aangezien er Phytophthora\'s zijn, welkenaast paragyne antheridi??n ook amphigyne antheridi??n hebben,o.a. Phytophthora cactorum. Leonian (1925) heeft daarom getracht het probleem derindeeling van het geslacht Phytophthora op te lossen langs physio-logischen weg, doch ook hieraan zijn vele bezwaren verbonden.



??? Phytophthora cactorum (Leb. en Cohn) Schrot. Uit Godetia\'s, welke toegestuurd waren uit Nijmegen en welkeeen voet- en stengelrot vertoonden, isoleerden wij zoowel in 1927als in 1928 een Phycomyceet, welke wij als Phytophthora cactorum(Leb. en Cohn) Schrot, determineerden. Dezelfde soort werd even-eens verkregen uit zieke Esscholtzia\'s, welke in 1927 uit Groningennaar het laboratorium waren gezonden. De diagnose van Phytophthora cactorum, welke in Saccardo(1888) vermeld staat, is thans niet meer als volledig te beschouwenen niet voldoende om deze soort te herkennen. Talrijke onder-zoekers hebben in lateren tijd het geslacht Phytophthora bestu-deerd en in dit geslacht vele bijzonderheden gevonden. Wij denkenin de eerste plaats aan de onderzoekingen van Pethybridge(1913) over de antheridi??n van Phytophthora\'s, die van Rosen-baum (1917) en Leon ia n (1925) over de indeeling van ditgeslacht, en die van Rosenbaum (1915), Rose (1924) enR O s e en L i n d e g r\'e n (1925) meer in het bijzonder over Phy-tophthora cactorum. Een

bepaalde diagnose van Phytophthora cactorum zal hier-onder niet gegeven worden, doch wel zullen alle kenmerken op-gegeven worden, welke de aandacht trokken. Het mycelium is ongesepteerd, onregelmatig vertakt en voorzienvan talrijke knopvormige uitgroei??ngen. Het protoplasma is korreligen bevat talrijke oliedruppels. Ovale conidi??n waren steeds te vinden op havermoutagarcul-tures; zij waren steeds voorzien van een apicale uitstekende papil.Zwermsporenvorming kon duidelijk waargenomen worden met demethode van P e t r i. Vastgesteld werd, dat bij de zwermsporen-vorming de papil opzwelt, barst, en dat de reeds gedifferentieerdezwermsporen successievelijk door de aldus ontstane kleine openingontsnappen. In overeenstemming met Rosen baum (1915) werdeen enkelen keer zwermsporenvorming geconstateerd, zooals bijPythium-soorten voorkomt, nl. vorming van een buis en een blaasje.Ook werd het door alle onderzoekers vastgestelde feit geconsta-teerd, dat eenige zwermsporen in het sporangium achterblijven enniet door de opening zich

naar buiten begeven. De antheridi??n waren in den regel paragyn, een enkelen keer



??? werd een amphigyn antheridium gevonden, wat klopt met dewaarnemingen van Lafferty en Pethybridge (1922).O??goni??n waren gladwandig; de o??sporen hadden een bruinenwand. Uit deze gegevens blijkt, dat deze soort thuishoort in de Cac-torum-groep van Rosenbaum. Het voorkomen van uitstekendepapillen en de afwezigheid van chlamydosporen in deze groepkomt voor bij Ph, fagi en Ph. cactorum. zoodat tusschen dezetwee soorten moest worden gekozen. Een vergelijking tusschendeze schimmels had totresultaat, dat zij verschillenin groei op verschillendemedia, b.v. kersagar. Ph.fagi vormt hierop een gelijk-matig wollig luchtmycelium,terwijl Ph. cactorum eenzeer vlakken groei vertoontmet stervormig sectoriaal ge-rangschikt luchtmycelium,waarvan bijgaand schetsje(fig. 4) een denkbeeld geeft. De uit Godetia\'s verkre-gen stam stemde geheel enal overeen met een in hetCentraal Bureau aanwezigecultuur van Phytophthora cactorum. welke eenige jaren geledendoor mej. B i r n i e uit een verrotte, op den grond liggende hazel-noot is

ge??soleerd. Mej. B i r n i e heeft volgens de biometrischemethode dezen vorm vergeleken met de in de collectie van hetCentraal Bureau aanwezige stammen van Phytophthora cactorum.welke door Peters en Rose waren ingestuurd, en op grondvan de afmetingen van al deze vormen heeft zij de uit hazel-noten ge??soleerde schimmel bij Phytophthora cactorum onder-gebracht. De resultaten van dit onderzoek zijn evenwel nietgepubliceerd. De op Esscholtzia\'s voorkomende stam van Phytophthora cac-torum stemde met dien van Godetia\'s overeen, alleen waren dc



??? sectoren luchtmycelium iets smaller dan bij den uit Godetia\'s ge-haalden stam. APHANOMYCES de Bary Het geslacht Aphanomyces behoort tot de Saprolegniaceae; som-mige soorten doen uiterlijk echter veel aan Pythium denken. Dezo??sporen worden evenwel nooit in een blaas gevormd, terwijl dedimorphie der zwermsporen nooit bij Pythium voorkomt, wel vaakbij andere Saprolegniaceae. In het algemeen kan nog gezegd wor-den, dat langs cytologischen weg is aangetoond, dat de o??genesisbij Saprolegniaceae en bij het geslacht Pythium verschillend ver\'loopt. Aphanomyces euteiches Drechsler Deze soort wordt door Drechsler (Jones en Drechs-ler, 1925) als volgt beschreven: â€žParasitair op ondergrondsche deelen van gekweekte erwten;veroorzaakt aldaar een verwoestend stengel- en wortelrot. De gast-heer kan op alle leeftijden door deze soort aangetast worden. Hyphen hyalien, zich vertakkende op afstanden van 20â€”150onder bijna rechte hoeken, 4â€”10// in diameter, niet plotselingveranderende van breedte; voorkomende binnen de

schorscellenvan den gastheer. De sporangi??n ontstaan in cultuur door verandering van om-vangrijke gedeelten van het mycelium, welke door een of meerdwarswanden worden begrensd en vaak. vertakt zijn. Ledigingvindt plaats door een of meer (tot 4) dun uitloopende takken,waarvan de distale gedeelten ongeveer 4 /lt; in doorsnede groot zijn. Zo??sporen cylindervormig; wanneer ze uit de nauwer wordendetakken ontsnappen, worden zij tot wormvormige lichamen verdund(3,5/i in diameter, 30â€”50/i lang). Aan de opening van hetsporangium vormen zij bolvormige cysten, welke 8â€”11/i, zeldentot 16/t in diameter groot zijn. De zo??sporen, welke uit de cystenontstaan, hebben twee trilharen; de ledige cystenwand is voorzienvan een korte kiembuis {\\ fi lang, 2,5â€”3/i in diameter). O??goni??n in den regel eindelings op een korten, lateralen my-



??? celiumtak, van welke het gescheiden kan zijn door een tusschen-schot of door een columella-achtig lichaam, hetwelk in de holtevan het o??gonium naar binnen steekt. O??goni??n bolvormig, 25â€”35 in diameter, in rijpen toestand voorzien van een dikken peri-feren wand met gladden buitenkant en bochtigen binnenkant,zoodat de dikte wisselend is en wel tusschen \\â€”5(i, in den regeltusschen 1â€”2,5^. Antheridi??n typisch tweehuizig, aanwezig aan een myceliumtak,welke den o??goniumtak insluit, en welke zich vaak een of meermalen vertakt; antheridi??n 8â€”lOjW in diameter, 15â€”18/f lang.Wanneer zij aanmerkelijk langer zijn, zijn ze vaak meer gebogen,min of meer gelobd en samengesteld door de vorming van dwars-wanden. O??sporen ongeveer bolvormig of zelden ellipsvormig ten gevolgevan den columella-achtigen dwarswand; 18â€”25jtt, in den regel20â€”25/i in diameter; voorzien van een wand van gelijke dikte(1,2â€”1,8in den regel 1,5^); in geringe mate excentrisch vaninwendige structuur. Kieming vindt plaats zonder lange rustperiode??f

door vorming van 1â€”3 kiembuizen ??f door vorming van ?Š?Šnonvertakte sporangiumdraad, welke 200â€”350/i lang is en 13â€”18zo??sporen vormt, waarvan ongeveer de helft binnen den o??sporen-wand wordt gevormd. Herhaaldelijk in zieke erwten gevonden in verschillende statender U.S.A.quot; Buisman (1927) isoleerde uit zieke violenwortels een Aphano-myces-soort, welke zij morphologisch niet van Aphanomyces cutei\'ches kon onderscheiden. Evenmin konden door ons morphologischeverschilpunten tusschen deze twee schimmels worden vastgesteld.In de cultuur waren echter wel eenige verschillen op te merken. Aphanomyces eiiteiches groeit niet op kersagar, terwijl de Hol-landsche vorm wel op dezen bodem bleek te groeien. Eerstgenoemdeschimmel kon echter wel op kersagar groeien, wanneer een geringpercentage amylum solubile (0,1%) aan dezen bodem werd toe-gevoegd. Blijkbaar is dus voor den groei van den Amerikaanschenstam een kleine hoeveelheid zetmeel onontbeerlijk. Een tweede verschilpunt was het uiterlijk der cultures. Na

pas-sende zuivering van bacteri??n bleek Aphanomyces eiiteiches (stamDrechsler) op zure havermoutagar luchtmycelium te vormen.



??? terwijl onder gelijke omstandigheden bij de uit violen ge??soleerdeschimmel ondanks herhaalde pogingen nooit luchtmycelium konworden waargenomen; deze schimmel vertoonde een zeer vlak-ken groei. Op rijst vormde geen van beide schimmels luchtmycelium. Wegens gebrek aan morphologische verschillen met Aphano-myces euteiches meenen wij de door Buisman ge??soleerde Apharnomyces uit violen als een physiologisch of biologisch ras vanAphanomyces euteiches te moeten beschouwen. Wij stellen voor,den door Drechsler uit erwten ge??soleerden vorm te betitelenals Aphanomyces euteiches Drechsler P.F. 1 (volgens de door hetâ€žJoint Committee on Nomenclaturequot; der â€žAmerican Phytopatho-logical Societyquot; voorgestelde nomenclatuurregels; zie hiervoorReport of the Sixteenth Annual Meeting of the American Phyto-pathological Society) en den Hollandschen vorm uit violen alsAphanomyces euteiches Drechsler P.F. 2 (P.F. = physiologicalform). De verschillen tusschen deze twee vormen wat betreft aantas-tingsvermogen van

erwten en violen zullen in de hoofdstukken overwortelrot van erwten resp. violen worden uiteengezet.



??? HOOFDSTUK II WORTELROT VAN ERWTEN (Pisum sativum L) Â§ 1. LITERATUUROVERZICHT De literatuur over dit wortelrot wordt in het proefschrift vanBuisman (1927) uitvoerig besproken. Van de aldaar vermeldefeiten zal hier slechts een kort r?Šsum?Š gegeven worden, terwijlde later verschenen publicaties over dit onderwerp iets uitgebreiderzullen worden weergegeven. Jones (1924) vond in de schors van leguminosen vaak eenPhycomyceet, welke hij als een soort mycorrhiza beschouwde. On-der normale omstandigheden richtte deze schimmel, welke hij nietuit de weefsels kon isoleeren, niet veel schade aan. Drechsler (1925) bestudeerde in 1924 de verschillendePhycomyceten, welke hij uit erwtenwortels kon isoleeren. Hetwaren 6â€”8 soorten Pythium (waaronder Pythium de Baryanum),2â€”3 soorten Artotrogus en Aphanomyces euteiches. Deze laatste soort is uitvoerig beschreven door Jones enDrechsler (1925) en zij bleek de belangrijkste parasiet te zijnvan alle uit erwtenwortels ge??soleerde schimmels, terwijl de ver-schillende Pythium-

soorten als secundair in de wortels aanwezigmoesten worden beschouwd. Indien Aphanomyces euteiches de erwtin zeer jongen toestand aantast, verwelkt en sterft de plant spoedig.In een wat ouder stadium aangetast, blijft de erwt klein en ver-drogen de bladeren van den grond af naar boven, terwijl er geenvruchten worden gezet. Het wortelstelsel van dergelijke plantenis vrijwel geheel verrot; bij het uittrekken der planten komen slechts



??? de vaatbundels mee naar boven, terwijl de vergane schors en opper-huid in den grond achterblijven. Bij de door Jones en Drechsler genomen infectieproevenkon tusschen 10 en 30Â° C. infectie waargenomen worden, en bleekhet optimum tusschen 15 en 30Â° C. te liggen. Verschillen in voch-tigheid van den grond gaven in deze infectieproeven weinig uiteen-loopende resultaten, terwijl op het veld daarentegen kon wordengeconstateerd, dat de ziekte het sterkst optreedt op gronden, welkehet water sterk vasthouden of welke slecht gedraineerd zijn. Alsbestrijdingsmiddel gaven Jones en Drechsler vruchtwisse-ling aan. Linford en Vaughan (1925) raden ter bestrijding vandit wortelrot aan het vroeg planten der erwten, zoodat de planteneen zekere grootte hebben, wanneer de bodem warm genoeg isom de schimmel gelegenheid te geven zich te ontwikkelen. Metdeze voorzorgsmaatregel werd minder wortelrot waargenomen danwanneer deze niet toegepast was. Verder gaven zij aan, dat een3 jaren durende vruchtwisseling nog niet afdoende is ter bestrij-ding van

de ziekte, zoodat het uitroeien van de schimmel in dengrond langs dezen weg niet vlot verloopt. Jones en Linford (1925) bevelen in hun overzicht van deerwtenziekten van Wisconsin gedurende 1924 als bestrijdingsmid-del aan tegen het door Aphanomyces euteiches veroorzaakte wortel-rot een 5â€”6 jaar durende vruchtwisseling, benevens het vermijdenvan slecht gedraineerde gronden voor erwtencultuur. Ook wijdendeze onderzoekers o.a. beschouwingen aan het voorkomen vanPythium-soorten in de wortels van erwten. Zoowel uit zieke alsgezonde gedeelten van erwtenwortels konden zij verschillendePythium-soorten isoleeren, o.a. waarschijnlijk P. de Baryanum. Alsresultaat van genomen infectieproeven geven zij op, dat onder decondities te velde de Pythium-soorten een zeer gering vermogenhebben om stengel- of wortelrot teweeg te brengen. Ook in New-Jersey werd Aphanomyces euteiches als sterksteparasiet onder de erwten aangetroffen (Haenseler, 1925).Echter vond Haenseler, dat een drietal stammen van Pythium(welke vermoedelijk identiek waren)

bij infectieproeven op erwtenpositief resultaat gaven. Bij 60â€”80% vochtigheid van den bodemleverde de enting van deze Pythiums 100% rotting van de zaden op.



??? Jones (1926) vergeleek drie vatbare en drie betrekkelijk resis-tente rassen van de erwt met elkaar en kwam tot de conclusie, datde meer resistente rassen betrekkelijk vrij bleven van het indringenvan Aphanomyces euteiches in den centralen cylinder van wortelen epicotyl, nadat de schors door genoemde soort was vernield,de meer vatbare rassen daarentegen niet. Resistentie tegen wortel-rot in den algemeenen zin des woords bleek de som van een reeksverschillende factoren te zijn. In een tweede stuk van Haenseler (1926) wordt vastge-steld, dat de erwten van de kieming af tot het volwassen stadiumvatbaar zijn voor infectie, hoewel het verloop der ziekte bij oudereplanten langzamer plaats grijpt. Haenseler vond tevens, datde zo??sporen van Aphanomyces euteiches zich zelfs geen halveninch in den grond kunnen verplaatsen, zoodat er geen of weinigverspreiding van de schimmel gedurende den groeitijd van deerwten zal plaats vinden. Evenals in vroegere proeven trad hetwortelrot het sterkst op bij hooge vochtigheid van den bodem, totverzadiging

toe; evenwel vond geen infectie plaats op gronden,welke 40â€”20% van hun watercapaciteit bevatten. De sterkste ver-liezen werden geleden, wanneer de grond warm en vochtig wasgedurende de periode van infectie, en later, juist voor de rijpheidvan het gewas, buitengewone droogte heerschte. Vermelding verdient nog, dat Clinton (1920) in 1919 eenwortelrot van erwten waarnam, waarvan hij den veroorzaker nietuit de wortels kon isoleeren, doch op grond van metingen der inde wortels gevonden fructificaties, als oorzaak Phytophthora cac-torum opgaf. Jones en Drechsler (1925) vermoeden, datvan deze ziekte echter Aphanomyces euteiches de oorzaak is. In-derdaad vertoonen Clintons teekeningen overeenkomst met deo??sporen van Aphanomyces euteiches. Al deze publicaties hebben betrekking op in Amerika gecon-stateerde gevallen van wortelrot van erwten. In Europa zijn ziektenvan dien aard veel minder in de literatuur beschreven. Zoo heeftWittmack in 1891 (geciteerd naar Butler) Pythium Sade-beckianum Wittmack als parasiet op erwten

waargenomen. But-ler (1907) heeft deze soort niet in zijn monographie opgenomen,daar W i 11 m a c k de schimmel uiterst onvolledig heeft beschreven.Of deze soort identiek is met Pythium de Baryanum, welke in En-



??? ge and en de Vereenigde Staten erwten aantast, is niet bekend. n 1925 trof Solberg (1925. 1926a) in Noorwegen eenziekte der erwten aan. welke zij in die jaren aan Aphanomyceseuteiches toeschreef. Pethy bridge (1926) maakte melding van twee gevallen inbngeland van wortelrot van erwten, hetwelk door Aphanomuceseuteiches wordt veroorzaakt. B u i s m a n (1927) kon deze erwtenparasiet in door haar onder-zochte zieke erwten nooit vinden. Wel toonde zij aan. dat inNederland een erwtenziekte wordt veroorzaakt door Pythium irregu-l?¤re. Op het veld kon worden waargenomen, dat de planten geelof gevlekt werden en vervolgens uitdroogden. Bij het uittrekkenmt den grpnd bleken de wortels teekenen van rotting te vertoonenDoor uitleggen van zieke wortelgedeelten op havermoutagar wer-den vele Phycomyceten ge??soleerd. Infectieproeven leerden dat vandeze soorten Pythium irregul?¤re de sterkste erwtenparasiet wasHiertoe werden jonge erwtenplanten geplaatst op watercultures enwerd geent met stukjes agar met mycelium.â€? Bij het bespreken

van de resultaten van deze infectieproevenworden de uiterlijke kenmerken der wortelstelsels, welke metPythium irregul?¤re waren ge??nt, slechts beknopt besproken terwijlslechts enkele regels gewijd zijn aan de wortelstelsels van plantenwelke met Pythium de Baryanum en Pythium de Baryanum var.pelargonii waren ge??nfecteerd. Â§ 2. EIGEN ONDERZOEKINGEN Aangezien B u i s m a n (1927) in de door haar genomen infectie-\'proeven betrekkelijk weinig vermeldt omtrent het verloop van deaantasting door de schimmels, welke wortelrot van erwten kunnenveroorzaken, en de langs dezen weg verkregen ziektebeelden derwortels evenmin zeer uitvoerig worden behandeld, zijn de doorhaar genomen proeven herhaald en uitgebreid, ten einde omtrentde verschillende aantastingen meer gedetailleerde gegevens te ver-krijgen.



??? A. Methode De gebezigde methode sluit zich vrijwel geheel aan bij die,welke door Buisman (1927) en s\'} a c o b (1927) zijn toege-past. Evenals door Buisman werd voor de hieronder vol-gende infectieproeven gebruik gemaakt van de doperwt-vari??teitâ€žWonder van Amerikaquot;, welke vari??teit resistenter tegen ziektenis dan andere vari??teiten van doperwten. De erwten werden inscherp zand te kiemen gelegd na gedurende 10 a 15 minuten ge-desinfecteerd te zijn geworden met een 0,25% oplossing van Uspu-lun. Wanneer de zaden gekiemd waren en de plantjes een hoofd-wortel van zt 5 c.M. lengte hadden, werden deze gebruikt voorinfectieproeven op watercultures. Deze watercultures bestondeh uit jampotten van zt 350 c.M.ainhoud, welke eerst van buiten zwart geverfd waren om den groeider wortels in het donker mogelijk te maken en den groei vanwieren te voorkomen, en vervolgens met een laag witte verf warenovertrokken, teneinde te sterke verwarming van de voedingsoplos-sing door de zonnestralen te voorkomen. De metalen deksels

vande jampotten waren doorboord; in de aldus ontstane opening werdeen doorboorde kurk gebracht, waarbinnen het plantje met behulpvan watten losjes werd bevestigd en wel zoodanig, dat de cotylensteeds boven de kurk uitstaken of tegen den binnenkant van dekurk rustten. Steeds werden voor het gebruik der jampotten dekselen kurken geparaffineerd, teneinde het roesten van de deksels encventueele infectie der wortels van de kurk uit te verhinderen. Voor voedingsoplossing werd v. d. C r o n e \'s oplossing ge-bruikt, welke steeds kort voor het begin der proefnemingen bereidwas. De samenstelling van deze oplossing is als volgt: 1 L. water, 1 gr. KNO3, 0.5 gr. CaSO,,. 0,5 gr. MgSO.,. 0,25gr. Fe3(P04)o, 0.25 gr. Ca..,(PO.,).. De erwtenworteltjes werden met de op parasitisme te onder-zoeken schimmel in aanraking gebracht door dunne stukjes vaneen jonge cultuur op havermoutagar met behulp van een dunraffiabandje tegen de wortels te bevestigen. Het wortelstelsel werdhierdoor niet beschadigd. Deze methode bleek gunstiger resultatenop te leveren

dan het los aanbrengen van stukjes agar met myceliumtusschen de worteltjes.



??? Het door de planten verbruikte water werd 2 of 3 keer perweek aangevuld. Zooals door Buisman (1927) reeds is opgemerkt, kan tegendeze methode het bezwaar gemaakt worden, dat de omstandighedenwaarin erwt en schimmel verkeeren, niet overeenkomen metde condities te velde. De schimmel verkeert nl. in een zeer gunstigmiheu, daar de aanwezigheid van zouten en veel water bevorderlijkIS voor zwermsporenvorming, terwijl de erwt bezwaarlijk als eenwaterplant kan worden beschouwd. Toch blijken de wortelstelselsvan erwten (eveneens van boonen) zeer goed in deze oplossingte groeien, zoodat dit bezwaar in werkelijkheid zeer gering is. Doorde groote hoeveelheid water, waarover de planten onder deze om-standigheden beschikken, zijn de verwelkingsverschijnselen echterminder gemakkelijk te voorschijn te roepen dan onder natuurlijkevoorwaarden. Een wezenlijk voordeel van deze werkwijze is, dat men alleandere in den grond levende schimmels kan buitensluiten en zoo-doende steeds de vraag kan beantwoorden of een bepaalde schim-mei al

of niet parasitair optreedt. Met proeven in potten zijn, zoo-als in het hoofdstuk over den bietenwortelbrand zal worden uit-eengezet, hieraan groote moeilijkheden verbonden Bij de proefnemingen, welke bij een constanten zuurgraad moes-ten verloopen, werden de volgende voorbereidingen en maatregelengetroffen:nbsp;Â° De in den-handel verkrijgbare tabletten van buffermengselswelke door K o 11 h o f f zijn samengesteld, werden in 20 c M ^gedestilleerd water opgelost en hierbij werd de passende hoeveelheiddruppels indicatoren gevoegd (zie hierover K o 11 h o f f. 1923).Aldus werden standaardoplossingen van verschillende zuurgradenverkregen. Ten einde een voedingsoplossing van een bepaaldenzuurgraad te verkrijgen, werd eerst de pH van v. d. Crone\'s op-lossing nagegaan door aan 20 c.M.3 hiervan de benoodigde hoe-veelheid indicator te voegen en de aldus verkregen kleur te ver-gelijken (eventueel met behulp van een comparator van Wal-pole) met de standaardoplossingen. Met 0,1 N. HCl of 0,1 NKOH werd nagegaan, hoeveel druppels aan de 20

c.M.3\'v. dCrone\'s oplossing toegevoegd moest worden om de gewenschte pHte verkrijgen. Deze hoeveelheid werd omgerekend op de in een



??? jampot aanwezige hoeveelheid v, d. Crone\'s oplossing, zoodat langsdezen weg iedere verlangde zuurgraad kon worden verkregen. Aangezien waargenomen werd, dat de groeiende planten de op-lossingen steeds naar den neutralen kant veranderen, moest de pHvan de oplossing geregeld worden bijgehouden, ten einde de groeider planten en de infecties zooveel mogelijk bij eenzelfde pH tedoen plaats vinden. In den regel werd 3 keer per week de pH vande voedingsoplossing gecontroleerd en op de juiste hoogte terug-gebracht. De proefnemingen duurden gemiddeld een maand en werdengedurende 1927 genomen in een tegen regen en wind beschuttewerkgelegenheid van Cantonspark, terwijl zij gedurende 1928plaats vonden in de experimenteerkas van Cantonspark, welke eengemiddelde temperatuur van 20Â° C. heeft. B. Resultaten der proefnemingen Allereerst werden in den zomer van 1927 reeksen infectieproevengenomen met eenige schimmels, welke door Buisman uit ziekeerwtenwortels waren ge??soleerd, te weten met Pythium

irregul?¤re.P. de Baryanum var. pelargonii en P. intermedium. Eveneenswerden de Amerikaansche en Hollandsche stammen van Apha-nomyces euteiches voor dit doel gebruikt. Bij al deze ori??n-teerende proeven werd v. d. Crone\'s voedingsoplossing gebruikt,waarbij de zuurgraad niet geregeld op eenzelfde hoogte werd ge-houden. De resultaten van deze proeven wezen op een sterk uiteen-loopend vermogen van infectie van de verschillende schimmels. Zookon reeds spoedig vastgesteld worden, dat Aphanomyces euteichesP. F. 1. (zie voor deze nomenclatuur biz. 50 van dit geschrift),dus de in Amerika ge??soleerde stam uit erwten, verreweg desterkste parasiet van de gebruikte soorten was. Ook Pythium irre-gul?¤re tastte de wortels hevig aan, P. de Baryanum eveneens, inmindere mate P. de Baryanum var. pelargonii, terwijl Aphanomyceseuteiches P.F. 2 (de in Holland uit violen gekweekte stam) enP. intermedium geen infectie teweeg brachten. Vervolgens werd in 1928 de invloed nagegaan van den zuur-graad der voedingsoplossing op het verloop

van de infectie. Het



??? zou b.v. zeer goed mogelijk kunnen zijn, dat een bij pH = 7,0verloopende infectie sterker of wel minder hevig zou plaats grijpenin een zuurder of alkalischer milieu. Als oplossing voor deze proeven werd genomen v. d. Crone\'soplossing, welke met 0,1 N. HCl was aangezuurd tot pH = 5.4,of wel met 0,1 N. KOH alkalisch was gemaakt tot pH = 8^0!Deze cijfers werden gekozen in verband met het feit, dat volgenss\'Jacob (1927) bij een pH van 5,0 tot 6,0 in watercultures dekrachtigste planten worden gevormd, terwijl bij pH = 8,0 deplanten nog zonder afwijkingen zijn, doch niet meer onder optimalecondities verkeeren. Ten slotte werd Pythium de Baryanum ook in dit onderzoekopgenomen, daar ook deze soort in de literatuur meermalen als inde wortels van erwten voorkomende is gevonden. Bij het bestudeeren van de getallen der ge??nfecteerde plantenen der controleplanten valt het op, dat deze niet steeds gelijk-matig zijn. In 1927 werden nl. steeds kleine series (hoogstens 5exemplaren) aangezet; in 1928 meestal series van 10 exemplaren.Er moet verder

rekening worden gehouden met het feit, dat vaakeen of meer exemplaren niet goed aansloegen en dus voor verge-lijking met normaal uitgegroeide planten onbruikbaar waren. De verschillende reeksen van infectieproeven volgen hieronderen zijn gerangschikt naar de schimmels, welke voor deze proevenzijn gebruikt. Aphanomyces euteiches Drechsler De met Aphanomyces euteiches P. F. 1 ingestelde infectieproe-ven zijn in tabel II weergegeven. In de in 1927 genomen ori??nteerende proeven konden de waar-nemingen van Buisman (1927) volkomen bevestigd worden.De wortels worden bij aantasting door deze Amerikaansche erwten-schimmel niet glazig en doorschijnend, zooals bij aantastingen doorPythium-soorten het geval is, doch blijven wit, of worden hoog-stens geelachtig. Gekleurde vlekken, zooals bij infecties met P. ir-regul?¤re optreden, werden nooit waargenomen. Wel was het ge-heele wortelstelsel na korten tijd slap en kleefden alle wortels aanelkaar, wanneer de planten uit de oplossingen werden gehaald.



??? TABEL II Overzicht der met Aphanomyces euteiches P. F. 1. genomeninfectieproeven op doperwten (var. Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 29-3-\'27 var. 3 3 0 3 0 3 H-4--27 var. 2 2 0 2 0 2 15_9-\'27 var. 2 2 0 2 0 2 2-3-\'28 8,0 10 10 0 5 0 5- 2-3-\'28 5.4 10 10 0 5 0 5 N.B. var. = zuurgraad, welke niet constant werd gehouden,welke dus variabel was. De serie van 15 September bestond uit peulen, var. De Grace. Eveneens kon worden vastgesteld, dat de erwten op de water-cultures verwelkten en spoedig afstierven. In het geheele wortelstelsel bleken bij microscopisch onderzoekhet mycelium en de o??sporen van de schimmel in groote hoeveel-heden aanwezig te zijn. De zuurgraad van het milieu bleek geen invloed te hebben opde infectie der planten. Zoowel bij pH = 8,0 als pH = 5,4 tradenin alle gevallen de bovenbeschreven karakteristieke verschijnselenop. Weinige dagen na het enten van de schimmel tegen de wortelskon geconstateerd worden, dat de

onderste bladen van de plantenverdroogden. Achtereenvolgens verdroogden hierna alle overigÂ?:bladeren, en wel de bovenste bladeren het laatst. Na het verdrogenvan de bladeren trad pas verkleuring op. Bij pH = 8,0 warende wortels geelachtig, in de nabijheid van den stengel eenigszinsegaal roodbruin van tint, terwijl bij pH = 5,4 de kleur eveneensgeelachtig was, doch in de nabijheid van den stengel meer bruin.



??? Geheel anders dan Aphanomyces euteiches P. F. 1. gedroeg zichAphanomyces euteiches P. F. 2, de uit violen ge??soleerde stam.Wat Buisman (1927) reeds had gevonden, nl. dat deze voorerwten geen parasiet is, kon in alle opzichten bevestigd worden,zooals blijkt uit onderstaande tabel: TABEL III Overzicht der met Aphanomyces euteiches P. F. 2. genomeninfectieproeven op doperwten (var. Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 29-3--27 var. 3 1 2 3 0 3 H-4--27 var. 2 0 2 2 0 2 8.0 9 0 9 9 0 9 5-4-\'28 5,4 9 1 8 9 1 8 De eerste serie geeft weliswaar geen absoluut overtuigend be-wijs van het niet parasitaire gedrag van deze schimmel, doch uitde overige series kan deze conclusie ongetwijfeld worden getrok-ken. Het ziek worden van de twee planten uit de laatste seriebleek echter niet aan Aphanomyces te wijten te zijn. daar terugiso-laties uit de zieke worteltjes deze soort niet opleverden. Waar-schijnlijk is deze infectie ontstaan door het instuiven van eenschimmel tijdens

het bijhouden van de pH, De planten, welke met Aphanomyces euteiches P, F. 2 warenge??nt, vormden een wortelstelsel, dat even rijk vertakt was ener even gezond, gaaf, en blank uitzag als de exemplaren uit decontroleseries. Ook de spruiten vertoonden evenmin eenige afwij-king met die der controleplanten. Beide waren in het bezit vanforsche stengels met groote, gezonde, groene bladeren. Microscopisch was in het geheele wortelstelsel niet het geringstespoor te vinden van mycelium of o??sporen van de bewuste schimmel.



??? Ook hier bracht de cultuur van de erwten op verschillende op-lossingen geen uiteenloopend gedrag van de schimmel. Evenalsin de series met variabele pH waren alle wortelstelsels, welke metAphanomyces euteiches P. F. 2 waren besmet, volkomen gezonden leidde het algeheele uiterlijk der planten, zoowel als het micro- TABEL IV Overzicht der met Pythium irregul?¤re genomen infectieproeven opdoperwten (Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten Infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 25-8-\'27 var. 4 4 0 4 0 4 25-8-\'27 var. 4 4 0 4 0 4 l-9-\'27 var. 3 3 0 3 0 3 l-9-\'27 var. 3 3 0 3 0 3 6-9-\'27 var. 3 3 0 2 0 2 l-12-\'27 8,0 5 2 3 3 0 3 1-12--27 5,4 5 5 0 3 0 10-12-\'27 8.0 5 2 3 3 0 3 10-12-\'27 5.4 5 5 0 3 0 3 13-l-\'28 8.0 3 1 2 3 0 3 13-1-\'28 5,4 5 5 0 3 0 20-1-\'28 8.0 3 1 2 3 0 3 20-1-78 5,4 3 3 0 3 0 3 N.B. De serie van 6 September 1927 is genomen met dop-erwten var. Dwerg van Vilmorin.



??? â€? TABEL V Overzicht der met Pythium irregul?¤re genomen infectieproeven oppeulen, var. De Grace Datum vaninfectie pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 24-8-77 var. 3 3 0 3 0 3 30-8-\'27 var. 3 3 0 2 0 2 1-9--27 var. 4 4 0 3 â€? 0 3 scopisch onderzoek, met zekerheid tot de conclusie, dat hier nietvan een wortelparasiet sprake kan zijn. Pythium irregul?¤re Buisman Met Pythium irregul?¤re werden ge??nfecteerd zoowel doperwten,var. Wonder van Amerika, als doperwten, var. Dwerg van Vil-morin, en peulen, var. De Grace. Een overzicht over deze proefnemingen geven bovenstaandetabellen IV en V. Na Aphanomyces euteiches P. F. 1 is Pythium irregul?¤re alssterkste wortelparasiet van de erwten te beschouwen. Bij allevoorproeven bleek het parasitaire karakter op ondubbelzinnige wijze.De hoofdzaken van het door P, irregul?¤re veroorzaakte ziektebeeldkomen op het volgende neer: Het geheele wortelstelsel is in alle gevallen sterk verkleurd erlvertoont roodbruine, donkerbruine, of bruinzwarte gedeelten

overkleine en groote afstanden. Opvallend zijn verder de lange, slappe,afhangende gedeelten der zijwortels, welke zich onder genoemdedonker gekleurde plekken bevinden en welke hoofdzakelijk bestaanuit opperhuid, benevens eenige resten van vaatbundels. Het ge-heele schorsweefsel is verdwenen en is door de schimmel verbruikt.Vaak is het geheele wortelstelsel tot den stengel toe doorgeroten slap.



??? Fig 5. Gedeelte van het wortelstelsel van een erwt, welke met Pythium irregul?¤reBulsman is ge??nfecteerd. De bruine verkleuringen zijn door donkere plekkenaangegeven. Vergrooting 2 Xgt;



??? Behalve de lange zijwortels, welke over het grootste gedeelteaangetast kunnen zijn, kunnen ook de vertakkingen van de zijwor-tels een dergelijk ziektebeeld vertoonen. Door de geringe lengtevan deze zijwortels van de tweede orde zijn deze aantastingenminder in het oog vallend, omdat de slappe, afhangende gedeeltenen ook vaak de verkleurde gedeelten minder groot zijn. In wezenvertoont de aantasting volkomen hetzelfde karakter. Bijna in alle gevallen waren ook de uiterst kleine zijwortels,welke het dichtst nabij den worteltop ontspringen, in hevige mateaangetast. Vaak bleef hier niets van over, terwijl dan op de aan-hechtingsplaats aan den hoofdwortel een bruine vlek te zien was. In verreweg de meeste gevallen was vrijwel het geheele wortel-stelsel aangetast, zoowel aan hoofdwortel en korte zijwortels, alsaan de lange zijwortels met hun vertakkingen. Omtrent het verloop der aantasting kan het volgende gezegdworden: Eenige (meest 3 of 4) dagen na het enten van de schimmeltegen den hoofdwortel kon geconstateerd worden, dat de hoofd-wortel boven

en onder deze plek glazig was en reeds de bruineverkleuring was opgetreden. Na 4 dagen waren ook reeds bruinevlekjes aan te treffen op zijwortels, welke niet in de onmiddellijkenabijheid van de plaats van enting waren, terwijl dan de aantas-ting van de toppen der lange zijwortels ook reeds aangevangenwas. 6 dagen na enting was het slap worden van het aan dentop grenzend gedeelte dezer zijwortels reeds duidelijk merk-baar. Het doorrotten van deze zijwortels geschiedde verder zeervlug. Het verloop van de infectie leerde verder nog, dat de kleinerevertakkingen van het wortelstelsel zoowel aan den top, aan deaanhechtingsplaats, als wel op iedere willekeurige plaats tusschendeze twee punten kunnen worden aangetast. Microscopisch onderzoek toonde aan, dat de verkleuring vanhet zieke wortelstelsel haar oorzaak vindt in een verkleuring vanden centralen cyJinder. Deze verkleuring zet zich veel verder dande grens van zieke en gezonde schors voort. (Iets dergelijks namJoch cm s [1927] waar bij de parasitaire stengelverbranding vanDeli-tabak, waar de

houtcylinder zelfs tot vlak onder het vegetatie-punt bruin verkleurd wordt). Waarschijnlijk wordt deze kleur ver-



??? oorzaakt door toxinen of enzymen, welke door de schimmel wor-lt;len afgescheiden. Op de plaats, waar zieke in gezonde schors overging, kondensteeds mycelium en o??sporen van P. irregul?¤re worden aangetroffen,zoowel bij de zeer lange en zeer korte wortels als wel bij dekortere vertakkingen van het wortelsysteem. Wanneer in de slappeâ– gedeelten der zijwortels nog eenige schors aanwezig was, kondenook daar mycelium en o??sporen worden gevonden. Aan de o??sporen waren in de meeste gevallen geen uitsteekselste vinden, zoodat het zeer vaak lastig was hieruit P. irregul?¤re teherkennen. Reeds Buisman (1927) wees hierop; eveneens ophet feit, dat de schimmel na terugisolatie op havermoutagar steedsâ€?de typische P. irre^u/are-kenmerken weer vertoont, wat door onskon worden bevestigd. Al deze feiten konden zoowel waargenomen worden bij de aan-tasting van doperwten, var. Wonder van Amerika als bij dop-erwten, var. Dwerg van Vilmorin en bij peulen, var. De Grace. De proeven met constanten zuurgraad leverden hier het feit

op,dat de resultaten van de infecties bij alkalische oplossing verschil-den van die bij zuur milieu. Bij pH = 5,4 werd steeds in alle gevallen infectie waarge-nomen volgens het bovenbeschreven schema. In de series met al-kalisch reageerende oplossingen (pH = 8,0) waren steeds enkelegezonde planten te vinden, terwijl de aantasting bij de niet-gezondeexemplaren steeds minder was dan bij die, welke bij pH = 5,4waren gekweekt. Aangezien de erwt zich in watercultures bij pH = 5,4 juistonder optimale condities bevindt, bij pH = 8,0 onder weliswaarnog goede, doch niet optimale omstandigheden, blijft geen andereverklaring van dit verschijnsel over, dan dat de omstandighedenvoor de schimmel bij pH = 5,4 vele malen gunstiger zijn dan bijpH = 8,0. Daar de groei van het mycelium zoowel op zure alsop alkalische bodems gelijk te noemen is (o??sporenvorming even-eens), bestaat de mogelijkheid, dat de zwermsporenvorming inzuur milieu beter plaats vindt dan in een alkalisch reageerendeoplossing. Het verdient nog vermelding, dat bij alle hierboven

vermeldeproeven zelden eenige afwijkende kenmerken aan de spruit wer-



??? den waargenomen. Slechts bij cultures, welke langer dan eenmaand duurden en waar het wortelstelsel zeer sterk aangetast was,kon het verdrogen en verwelken van de bladeren opgemerkt worden. Pythium de Baryanum Hesse Deze soort werd niet door Buisman of door ons uit erwtenge??soleerd. Daar het voorkomen van deze soort in erwtenwortelsmeermalen in de literatuur vermeld wordt, is deze algemeen ver-spreide schimmel eveneens opgenomen in het onderzoek over hetvermogen van infectie bij verschillende zuurgraden. Gebruikt werdeen stam van Pythium de Baryanum, welke uit zieke gloxinia-spruiten was ge??soleerd (vergelijk pag. 32). . TABEL VI Overzicht der met Pythium de Baryanum genomen infectieproevenop doperwten (var. Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten Infectie Aantal 1 Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 26-3-\'28 8,0 10 10 0 10 0 10 26_3-\'28 5.4 10 10 0 10 0 10 Uit de tabel blijkt zeer duidelijk, dat Pythium de Baryanum ge-rekend moet worden tot de schimmels, welke zoowel in

alkalischals in zuur milieu wortelrot kunnen veroorzaken. De wijze vanaantasting deed veel denken aan die van P. irregul?¤re. Ook hierwerd steeds eerst de hoofdwortel aangetast en waren wat laterop de zijwortels en hun vertakkingen vlekken te zien, welke veelovereenkomst hadden met de door P. irregul?¤re veroorzaakte vlek-ken. Op alle plaatsen van het wortelstelsel konden, evenals bijP. irregul?¤re, genoemde afwijkingen geconstateerd worden. Dekleur van deze vlekken was echter veel lichtef bruin en minderin \'t oog loopend dan bij P. irregul?¤re. Het zieke wortelstelsel was



??? eveneens lichter van kleur en geler dan bij P. irregul?¤re; deze licht-gele kleur was niet bij de controle-exemplaren aanwezig. Evenals bij P. irregul?¤re waren bij microscopisch onderzoek vande toppen der aangetaste vertakkingen van het wortelstelsel slechtsopperhuid en eenige vaatbundelresten te vinden. Op de grens vanziek en gezond weefsel waren weer mycelium en o??sporen te vinden. Ook hier bleken de vaatbundels door de aantasting verkleurd tezijn. De aanwezigheid van lange, slappe zijwortels werd ook in dedoor P. de Baryanum aangetaste exemplaren vastgesteld. Pythium de Baryanum var. pelargonii Braun De resultaten van de infectieproeven met Pythium de Baryanumvar. pelargonii zijn in onderstaande tabel vervat: TABEL VII Overzicht der met Pythium de Baryanum var, pelargonii genomeninfectieproeven op doperwten (var. Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 25-8-\'27 var. 4 4 0 4 0. 4 1-9--27 var. 3 1quot; 3 0 3 0 3 29-3~\'28 8.0 9 9 0 â€” â€”

â€” 29-3-\'28 5.4 9 9 0 â€” â€” â€” 4_5_\'28 8.0 9 9 0 9 0 9 4-5-\'28 5.4 9 9 0 9 0 9 De controleplanten van de serie van 29 Maart waren alle zeerslecht uitgegroeid en niet te vergelijken met normale controle-planten, reden waarom deze serie herhaald is. De exemplaren, welke met Pythium de Baryanum var. pelargoniiWaren ge??nfecteerd, waren na verloop van een maand, aan de



??? spruit van de controleplanten niet te onderscheiden. Aan de wor-tels bestonden evenwel steeds verschilpunten met deze. Het ziekte-beeld van de wortels kan als volgt worden geschetst: Het vrij behoorlijk ontwikkelde wortelstelsel is voor een grooterof kleiner gedeelte voorzien van steeds kleine bruinrood gekleurdevlekjes, welke regelmatig over het geheele wortelstelsel zijn ver-spreid. Zoowel de zijwortels als hun vertakkingen kunnen dezeaantasting, welke steeds tot kleine afstanden beperkt blijft, ver-toonen. De bij P. irregul?¤re voorkomende rotting van de lange zij-wortels over groote afstanden zijn hier nooit te vinden. Vaakblijft de aantasting van de kleinere zij wortels van de tweede ordebeperkt tot het topje, waar dan een kleine bruinroode vlek te zienis. Talrijk zijn in den regel de aantastingen van de kleine zijwortelsnabij den top van den hoofdwortel. Vooral bij de allerjongste blijftdan van deze zijworteltjes vaak niets over en ziet men niets meerdan een in de schors ingevreten bruine vlek. Lange zijwortels, welke op korten afstand van de

stengelbasisontspringen, en tot den bodem van den jampot reikten, vertoondenin enkele gevallen de naar boven verloopende aantasting, welkeaan den top begint. De aangetaste gedeelten waren, evenals bijP. irregul?¤re, slap en glazig, terwijl de bekende bruinroode vlekop de grens van ziek en gezond weefsel aanwezig was. Het dientechter uitdrukkelijk vermeld te worden, dat deze doorloopende in-fecties zeer weinig optraden, en in geenen deele een overheerschen-den indruk maakten, wat bij P. irregul?¤re wel het geval is. Ookwaren de slappe gedeelten nooit zoo lang als bij P. irregul?¤re. Het microscopisch onderzoek van de zieke deelen leverde steedsde aanwezigheid van mycelium op: in de bruinroode vlekken warenbovendien de conidi??n van Pythium de Baryamim var. pelargoniite vinden. Steeds kon uit de terugisolaties op havermoutagar vande zieke gedeelten P. de Baryanum var. pelargonii worden ver-kregen, zoodat hiermede wel bewezen is, dat deze soort voor debeschreven aantasting moet worden aansprakelijk gesteld. Uit de tabel blijkt, dat

zoowel bij pH = 8,0 als bij pH = 5,4de wortelstelsels van alle planten waren aangetast. De indruk werdverkregen\', dat de aantasting bij pH = 5,4 iets sterker was danbij pH = 8,0, doch een wezenlijk verschil tusschen deze twee seriesviel niet te bespeuren.



??? Wanneer men het door P. de Baryanum var. pelargonii aange-taste wortelstelsel vergelijkt met een door P. irregul?¤re aangetastwortelstelsel, dan valt dus als kenmerkend verschilpunt te consta-teeren, dat met eerstgenoemde schimmel de infectie altijd op zeerkorten afstand plaats vindt, terwijl na infectie met P. irregul?¤rede wortels over grooten afstand ziek en slap worden. Dit laatstekomt, zooals reeds is opgemerkt, bij de aantastingen door P. deBaryanum var. pelargonii, slechts op zeer kleine schaal voor enniet eens in alle gevallen. Gevoeglijk kan uit deze feiten beslotenworden, dat P. de Baryanum var. pelargonii als een minder sterkeparasiet moet worden beschouwd dan P. irregul?¤re. Pythium intermedium de Bary Hieronder volgt het overzicht van de met deze soort genomeninfectieproeven: TABEL VIII Overzicht der met Pythium intermedium genomen infectieproevenop doperwten (var. Wonder van Amerika) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 25-8-\'27 var. 4 0 4 4 0 \' 4 1-9-77

var. 4 p 4 3 0 3 6-9-\'27 var. 4 0 4 4 0 4 12-3-\'28 8,0 5 0 5 5 0 5 9-7-\'28 5,4 5 0 5 5 0 5 N.B. De serie van 6 September bestond uit doperwten, var.Dwerg van Vilmorin. Pythium intermedium bleek weldra niet te behooren tot de schim-



??? mels, welke zich ten opzichte van het wortelstelsel van de erwtagressief gedragen. Tijdens het verloop van de infectieproevenbleken de wortelstelsels zich niet van de controleplanten te onder-scheiden. Bij het macroscopisch onderzoek bleek slechts hoogstzelden eenige verkleuring op te treden, en waar dit al het gevalwas, kon nooit van een ziek wortelstelsel worden gesproken. Eenverdere afwijking dan het klein blijven en roodachtig verkleurenvan eenige zijworteltjes in de onmiddellijke nabijheid van de plaatsvan het entmateriaal kon niet geconstateerd worden. Hiermedemag wel de conclusie worden getrokken, dat Pythium intermediumniet als een veroorzaker van wortelrot bij erwten mag wordenbeschouwd. Het verloop van de infectieproeven, waarbij de pH constantwerd gehouden, steunde deze opvatting. Ook in deze series had-den de planten, welke met P. intermedium waren ge??nt, volkomengezonde wortels zonder eenige afwijking.



??? HOOFDSTUK III WORTELROT VAN BOONEN (Phaseolus vulgaris L) Zooals reeds elders is medegedeeld, werden in talrijke verkleurdeof zieke worteltjes van boonen o??sporen, conidi??n, of myceliumvan Pythium-soorten gevonden. Het lag daarom voor de hand nate gaan of er onder deze soorten voorkomen, welke wortelrot kun-nen veroorzaken. Over het veroorzaken van wortelrot van boonen door,vertegen-woordigers van het geslacht Pythium, werden in de literatuur geengegevens aangetroffen. EIGEN ONDERZOEKINGENA. Methode Deze sluit zich geheel aan bij de in het vorige hoofdstuk be-schreven methode voor de infectieproeven met erwten. Gebruiktwerd de stamboon-vari??teit â€žHeinrichs reuzen bontequot;. Ook deboonen werden aanvankelijk gedesinfecteerd met 0,25% oplossingvan Uspulun voor ze in scherp zand te kiemen werden gelegd,doch met zeer weinig bevredigend resultaat. Spoedig bleek, datde boonen van de desinfectie te lijden hadden gehad, daar dekieming zeer slecht was. Om deze reden werd van deze

maatregelafgezien; de kieming verliep zonder desinfectie beter en regel-matiger. Ook in de hieronder te beschrijven series is gebruik gemaaktvan de watercultures in jampotten, terwijl bij alle proeven metconstanten zuurgraad dezelfde maatregelen en voorzorgen warengenomen als bij de overeenkomstige proeven met erwten. Voor



??? bijzonderheden hieromtrent wordt dus naar de in het vorige hoofd-stuk beschreven methode verwezen. B. Resultaten Aangezien uit de zieke boonenworteltjes meermalen Pythiumirregul?¤re was ge??soleerd, werden in Augustus en September 1927eenige reeksen ori??nteerende proeven genomen met deze soort, teiieinde de mogelijkheden van een eventueel optredend wortelrot nate gaan. Later werden proeven genomen met constante pH. Onderstaande tabel geeft een overzicht van deze proeven: TABEL IX Overzicht der met Pythium irregul?¤re genomen infectieproeven opboonen (var. Heinrichs reuzen bonte) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 24â€”8â€”\'27 var. 3 3 0 3 0 3 30â€”8â€”\'27 var. 4 4 0 4 0 4 8_9-\'27 var. 4 4 0 4 0 4 15-9-\'27 var. 4 4 0 4 0 4 23-1--28 8.0 5 2 3 5 0 5 23-1-quot;28 5.4 5 5 0 5 0 5 23-4-78 8.0 5 3 2 5 0 5 23-4-\'28 5.4 5 5 0 5 0 5 7_5-\'28 8.0 10*) 5 4 5 , 0 5 7-5-\'28 5.4 10 10 0 5 0 5 *) Een exemplaar van deze serie ging vroegtijdig dood aan aantasting

doorGloeosporium Lindemuthianum. zoodat deze plant niet bij de resultatenvan de serie is opgegeven.



??? De resultaten van de voorproeven kunnen als volgt wordensamengevat: Over het geheel genomen was er algeheele overeenstemming metde aantasting van doperwten door P. irregul?¤re. Steeds was het geheele wortelstelsel sterk verkleurd en warener over korten of grooten afstand donkerbruine en bruinzwartegedeelten aan het wortelstelsel te bespeuren (de bij erwten voor-komende roodgele verkleuring werd slechts in een enkel geval op-gemerkt). Eveneens waren ook groote gedeelten van de wortelsonder deze verkleuring slap en doorzichtig en konden slechts op-perhuid en eenige overblijfsels van vaatbundels waargenomenworden. Ten einde niet in herhalingen te vervallen zij medegedeeld, datvolkomen dezelfde gedeelten van het wortelstelsel als bij de erwtaangetast en wel op geheel analoge wijze. Voor verdere bijzon-derheden gelieve de lezer dus het in het vorige hoofdstuk beschrevenwortelrot van doperwten (door P. irregul?¤re veroorzaakt) te raad-plegen. Het verloop van de infectie klopt ook volkomen met dat deraantasting van de erwten.

Bij het microscopisch onderzoek van de door P. irregul?¤re ver-rotte worteltjes traden ook weer dezelfde feiten aan het licht alsbij de door genoemde schimmel aangetaste erwtenworteltjes, nl.dat de verkleuring van het wortelstelsel toe te schrijven is aaneen verkleuring van den centralen cylinder en dat verder myceliumen o??sporen steeds te vinden zijn op den overgang van ziek ingezond weefsel. Talrijker dan bij de erwt komen in de slappewortelgedeelten o??sporen voor. welke (eveneens talrijker dan bijde erwt) vaak door hun onregelmatigen wand en hun stekels op-vielen. De proeven, waarbij de pH resp. op 8,0 en 5,4 constant werdgehouden, leverden geheel en al hetzelfde resultaat op als de over-eenkomstige proeven met doperwten. Kon bij pH == 5.4 steedswaargenomen worden, dat de wortels ernstig en over het geheelewortelstelsel waren aangetast, bij pH == 8,0 waren slechts zeerweinige exemplaren ernstig aangetast, terwijl de overige exem-plaren. welke in de tabel in de kolom ..ziekquot; staan aangegeven,een zeer matig wortelrot vertoonden,

waarbij bruinkleuring op kor-



??? ten afstand aan de kleinere vertakkingen van het wortelstelsel konworden waargenomen, doch waarbij geen doorloopend rot van degroote zijwortels werd geconstateerd. Pythium de Baryanum Hesse Hieronder volgt een overzicht van de infectieproeven, welke metPythium de Baryanum zijn genomen op boonen. TABEL X Overzicht der met Pythium de Baryanum genomen infectieproevenop boonen (var. Heinrichs reuzen bonte) Datum van pH Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 25-6-\'28 8,0 7 7 0 7 0 7 25-6-quot;28 5.4 7 7 0 7 0 7 De controleplanten van deze beide series hadden vele lange,witte, blanke wortels, welke geen spoor van wortelrot vertoonden.Aan de oudste wortels was een wat geler kleur waar te nemen,doch zij waren steeds gezond en niet slap. Bij de exemplaren, welke met Pythium de Baryanum waren ge-infecteerd, waren de wortels binnen weinige dagen lichtbruin vankleur en geheel slap. Bij het lichten van de planten uit de jam-potten kleefden ook hier alle zijwortels tegen elkaar. Een

typischedonkere verkleuring op bepaalde plekken van het wortelstelsel,zooals bij Pythium irregul?¤re optreedt, was slechts bij uitzonderinghier te bespeuren. Zoowel bij pH = 8,0 als bij pH = 5,4 werdenal deze verschijnselen geconstateerd. quot; O??sporen en mycelium waren bij microscopisch onderzoek tevinden op de plaatsen, waar gezond en ziek weefsel aan elkaargrenzen.



??? HOOFDSTUK IV WORTELROT VAN VIOLEN (Viola tricolor hybride) Â§ 1. LITERATUUROVERZICHT In 1926 beschreef Solberg (1926b) het voorkomen in Noor-wegen van een wortelrot in gekweekte violen (Viola tricolor L),hetwelk volgens haar toe te schrijven was aan een of meer Phyco-myceten. Bij microscopisch onderzoek van de zieke wortels konzij de o??sporen van drie verschillende schimmels waarnemen, nl.een schimmel, welke tot de Pythium de fiaryanum-groep behoort,een vorm met groote, gestekelde o??sporen (P. hydnosporum â€” P.artotrogus) en een Phycomyceet met o??sporen, welke niet grooter waren dan 10/*. Aan de planten werd een bronsachtige verkleuring van de bladeren waargenomen, terwijl bladeren en bloemen in hun groeibelemmerd waren en de planten ten slotte te gronde gingen doorhet verrotten van het geheele wortelstelsel. Buisman (1927) isoleerde uit vergane wortels van viooltjes,welke in Baarn bij lage temperatuur in den grond gekweekt waren,een Aphanomyces, welke veel geleek op Aphanomyces euteiches.Zij

was evenwel niet in de gelegenheid pa te gaan of de ge??so-leerde schimmel de oorzaak is van het in Baarn waargenomen acutewortelrot. Dat de bewuste schimmel niet op erwten parasiteert,werd door Buisman vastgesteld. Â§ 2. EIGEN ONDERZOEKINGEN Ten einde na te kunnen gaan of de door Buisman ge??soleerde



??? Aphanomyces inderdaad het wortelrot van violen veroorzaakt, wer-den violen op watercultures gezet en werden de infectieproeven opde gebruikelijke wijze uitgevoerd. Aangezien het voor de hand lag, dat de zeer kleine kiemplantjesminder geschikt zouden zijn om op watercultures ge??nfecteerd teworden, werd besloten een iets ouder stadium van de violen tenemen. Zaden van Viola tricolor (gemengd) en Viola cornuta (var.â€žTh??ringenquot;) werden in scherp zand te kiemen gelegd en eerstdagelijks met water, later dagelijks met v. d. Crone\'s voedingsop-lossing begoten, ten einde na de kieming de planten van de noodigezouten te voorzien. De planten werden vervolgens eenigen tijd ingesteriliseerde aarde gekweekt en daarna gebruikt voor de water-cultures. (Het wortelstelsel was dan ongeveer 10 c.M. lang). Al-vorens hiertoe over te gaan, werden de wortels grondig gereinigdvan de aanklevende gronddeeltjes. Deze methode voldeed goed.de op de jampotten gezette plantjes groeiden behoorlijk en kondenzelfs tot bloei gebracht worden. Hieronder volgt

een overzicht van de infectieproeven met dedoor Buisman ge??soleerde Aphanomyces, welke, zooals eldersin dit geschrift is uiteengezet, als een physiologisch ras van Apha-nomyces euteiches moet worden gerekend. TABEL XI Overzicht der met Aphanomyces euteiches P. F. 2 genomeninfectieproeven op violen Datumvan Soort Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie 1 Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 23-8-\'27 V. tricolor 1 1 0 1 0 1 23-8â€”\'27 V. cornuta 3 3 0 3 0 3 Zoowel bij Viola tricolor als bij Viola cornuta waren de con-troleplanten voorzien van forsche, groene bladeren en lange, dunne



??? worteltjes, welke alle gaaf waren en talrijke wortelharen bezaten. Het exemplaar van Viola tricolor, dat met deze schimmel wasge??nfecteerd, was na verloop van een maand niet gegroeid. Debladeren waren geheel verwelkt, de onderste geheel verdroogd.Gedurende het verloop van deze proef waren de bladeren van deranden af geel gekleurd, welke kleur zeer spoedig gevolgd werddoor een paarsachtig-bronzen verkleuring. Het wortelstelsel was klein gebleven, en had een gele kleur.In de wortels konden de o??sporen van deze Aphanomyces aange-toond worden. Geheel dezelfde symptomen konden waargenomen worden bijde ge??nfecteerde exemplaren van Viola cornuta. Ook hier warentalrijke bladeren verdroogd en van de randen af vergeeld, welkeverkleuring gevolgd was door een paarsachtig-bronzen verkleuring,eveneens van de randen af optredende. Het wortelstelsel was eveneens bij de exemplaren van deze soortaangetast en was bijzonder slap. Bij het lichten van de plantenuit de jampotten kleefden alle wortels als het ware tegen elkaaraan.

Tevens kon worden waargenomen, dat vele wortels op kortenafstand van den top een olijfgroen tot bruine vlek hadden, waarinsteeds Phycomycetenmycelium te zien was, terwijl ook binnen deschors de o??sporen van Aphanomyces duidelijk konden wordengeconstateerd. Uit de zieke wortels kon steeds deze soort met zeker-heid terugge??soleerd worden. Uit deze gegevens mag dus besloten worden, dat Aphanomyceseuteiches P. F. 2 veroorzaker kan zijn van wortelrot bij violen. In verband met het feit, dat Buisman (1927) reeds gecon-stateerd had, dat de uit violenwortels ge??soleerde Aphanomyceseuteiches geen wortelrot van erwten teweeg kan brengen (hetgeendoor ons is bevestigd), lag het voor de hand na te gaan of dein Amerika op erwten zoo sterk parasiteerende Aphanomyceseuteiches P. F. 1 in staat is een wortelrot bij violen tot stand tckunnen brengen. Een overzicht van proeven over deze vraag geefttabel XII. Aan de controleplanten van Viola tricolor en Viola cornutakonden geen afwijkingen worden vastgesteld. Het met dezen stam van

Aphanomyces euteiches ge??nfecteerd



??? TABEL XII Overzicht der met Aphanomyces euteiches P. F. 1 genomeninfectieproeven op violen Datumvan Soort Ge??nfecteerde planten Controleplanten infectie Aantal Ziek Gezond Aantal Ziek Gezond 23â€”8â€”\'27 V. tricolor 1 0 1 1 0 1 23â€”8â€”\'27 V. cornuta 3 0 3 3 0 3 exemplaar van Viola tricolor onderscheidde zich niet van het con-trole-exemplaar, Het was een sterke plant met een goed ontwik-kelde spruit en lange, blanke, een weinig geel gekleurde wortels,waaraan geen enkele afwijking te bespeuren viel en waaraan geenspoor van wortelrot te bekennen was. Evenzoo waren de met dit ras ge??nfecteerde exemplaren vanViola cornuta forsch en rijk bloeiend. Het wortelstelsel was bijgeen dezer planten groot te noemen, doch de talrijke zijwortelswaren alle blank en gaaf, terwijl er ook niet de minste aanwijzingvoor wortelrot was te vinden. Terugisolaties uit worteltjes leverde in geen der gevallen Apha-nomyces euteiches op. Wij concludeeren dus uit deze feiten, dat de Amerikaanschestam (P. F. 1) van Aphanomyces euteiches geen wortelrot bijviolen

kan veroorzaken onder de omstandigheden, waarbij de Hol-landsche stam (P. F. 2) dit wel kan do?¨n. Tot onze spijt waren wij niet in de gelegenheid uitgebreideronderzoekingen over dit onderwerp in te stellen of meer plantenper serie te gebruiken. De resultaten van de hierboven beschrevenkleine series zijn echter volkomen duidelijk. Ten slotte zij nog opgemerkt, dat wij bij het microscopischonderzoek van zieke violenwortels (welke afkomstig waren vanin den tuin van het laboratorium gekweekte violen) talrijke malenAsterocystis radicis de Wildeman in zeer groote hoeveelhedenvonden.



??? HOOFDSTUK V BIETENWORTELBRAND Â§ 1. LITERATUUROVERZICHT In de laatste jaren van de 19de eeuw zijn over de oorzaak vanden bietenwortelbrand vele meeningen geopperd, welke evenwelniet voldoende gestaafd waren. Pas de zeer exacte onderzoekingen,welke in de â€žKaiserliche Biologische Anstalt f??r Land- und Forst-wirtschaftquot; te Berlijn gedurende de jaren 1905â€”1911 zijn uitge-voerd door Peters en medewerkers (1906, 1908, 1913, 1913)hebben in deze zaak het noodige licht gebracht. Peters (1913) heeft in 1913 een zeer omvangrijke studie ge-publiceerd over de veroorzakers van den bietenwortelbrand. Reedseerder had hij verschillende voorloopige mededeelingen hieromtrentgeschreven (o.a. Peters, 1908), doch in zijn stuk van 1913 zijnalle details aangaande dit vraagstuk vermeld. Hij heeft, vooral inde jaren 1906â€”1908, honderden bietenplantjes, welke het ver-schijnsel van wortelbrand vertoonden, onderzocht en gevonden, datverschillende schimmels als oorzaak van deze ziekte moeten wordenbeschouwd, nl.

Pijthhim de Banjaniwi Hesse, Aphanomyces laevisde Bary en Phoma\'Betae Fr. Door talrijke infectieproeven kon hijaantoonen, dat slechts drie schimmels, welke uit zieke bietenplan-ten werden gekweekt, inderdaad de oorzaak konden zijn van wor-telbrand, terwijl vele andere schimmels, welke uit bietenplantenwaren ge??soleerd, zooals Botrytis cinerea Pers., Pythium artotrogus(Mont.) de Bary, Phytophthora omnivora de Bary, Cladosporiumherbarum (Pers.) Link. en Sporodesmium putrefaciens Fuckel, hetvermogen misten bietenwortelbrand teweeg te brengen.



??? Peters (1913) toonde door infectieproeven overtuigend aan,dat Pythium de Baryanum allereerst de kieming van de kluwensgeheel verhinderen kan, of pas uitgeloopen kiemplantjes voor eenzeer groot percentage kan doen afsterven. Infectieproeven op wat oudere planten leerden, dat deze schim-mel bij voorkeur den wortelhals aantast en onder voor de schimmelzeer gunstige omstandigheden met vrij groote snelheid naar bovendoorgroeit, zoodat de plant in korten tijd gedood wordt en erbovenaardsch als een zwarte draad uitziet, waarbij de wortels ge-zond blijven. Het typisch ziektebeeld is evenwel, dat de van denwortelhals uitgaande infectie beperkt blijft tot een Yiâ€”1 c.M.lange zone in het hypocotyl; de aangetaste weefsels verdrogen enhebben een bruinzwarte kleur, en er ontstaat een min of meersterke insnoering. Aantasting van hoofd- en zijwortels bleek bij P. de Baryanumniet uitgesloten, evenmin aantasting van de cotylen. Bij infectieproeven met Aphanomyces laevis kon ook geringerekieming geconstateerd worden, echter minder dan bij P. de Barya-

num. Echter bleek de aantasting van de plantjes hier het geheelehypocotyl te beslaan, terwijl de kleur van de aangetaste deelenminder bruinzwart, doch meer olijfgroen was. Evenals bij P.de Baryanum was ook hier aantasting mogelijk van hoofd- enzijwortels. Phoma betae brengt volgens Peters geen vermindering vankieming teweeg, veroorzaakt echter wel de typische aantasting vanhet onderste gedeelte van het hypocotyl en het bovenste gedeeltevan het wortelstelsel, welke als wortelbrand bekend staat. Aan-tasting van het wortelstelsel werd niet opgemerkt. Van de aan-getaste planten kon vermeld worden, dat zij al in zeer korten tijdbij de controle-exemplaren in groei ten achter stonden. Busse, Peters en Ulrich (1913) publiceerden in 1913het verslag van hun onderzoek over het voorkomen van de ver-oorzakers van bietenwortelbrand in den grond. Reeds eerder is indit geschrift uitvoerig melding gemaakt van deze publicatie, zoo-dat thans mag worden volstaan met het feit, dat zij konden vast-stellen, Mat Pythium de Baryanum en Aphanomyces laevis in ver-

schillende grondsoorten konden worden aangetoond. Edson (1915a) bestudeerde de kiemplantenziekten van suiker-



??? bieten in Michigan en vond als veroorzakers Phoma betae Fr.Rhizoctonia sp. (vermoedelijk identiek met Corticium vagum B.amp; C. var. Solani Bart.), Pythium de Baryanum Hesse en een nogniet bekende soort, welke hij later (Edson, 1915b) als Rheo-sporangium aphanidermatus beschreef, doch welke tegenwoordigals Pythium aphanidermatum (Eds.) Fitzp. te boek staat. Het ziektebeeld, door Pythium aphanidermatum teweeggebracht,verschilt zeer weinig van de door Pythium de Baryanum veroor-zaakte beschadigingen. Ook hier trad geen kieming op, wanneerde infectie bij het zaaien geschiedde. Zijwortelaantasting werdeveneens door deze soort veroorzaakt. Drechsler (1928) maakt melding van Aphanomyces cochli-oides als veroorzaker van bietenbrand, eveneens in Michigan.Proeven op een goed nat gehouden grond toonden aan, dat dezeschimmel meer schade aanrichtte dan alle overige veroorzakersvan wort?Šlbrand tezamen. Het optreden van bietenwortelbrand staat echter ook in verbandmet de samenstelling van den grond. Arrhenius (1923)

vond, dat bieten het best groeien bij eenpH = 7,2 ?¤ 7,6, waarschijnlijk bij pH = 7,5. Hij constateerdetevens, dat de groei van Pythium de Baryanum bij een pH = 7,5bijna verhinderd werd, wat volgens hem de afwezigheid van deziekte op licht alkalische gronden zou verklaren. Op grond vandeze feiten raadt hij aan den grond op een pH = 7,5 te brengendoor het brengen van kalk in den grond. Het optreden van bietenwortelbrand bij pH = 6,3â€”6,6 en deafwezigheid bij pH = 7,0â€”7,3 is eveneens door Zutavern(1926) opgemerkt. Ook hij acht het neutraal maken van den gronddoor kalk van het hoogste belang. Â§ 2. EIGEN ONDERZOEKINGENA. Methode Om vast te kunnen stellen of Pythium mamillatum n. sp., welkeuit zieke bietenwortels (bietenwortelbrand) was ge??soleerd (ziepag. 39), te beschouwen is als veroorzaker van bietenwortel-lgt;rand, werden eerst infectieproeven aangezet op watercultures.Het bleek echter weldra, dat deze methode zich voor dit doel



??? minder goed leent. Bij infectieproeven over wortelbrand is hetvooral van belang de eventueele veroorzakers op de plantjesin te laten werken, wanneer zij in een zeer jong stadium ver-keeren, in het bijzonder, wanneer zij pas gekiemd zijn. Het behoeftgeen betoog, dat het onmogelijk is bietenplanten in een dergelijkenjongen toestand op watercultuur te kweeken. Enkele proeven indeze richting mislukten dan ook volkomen. Wel konden zondereenig bezwaar bieten op watercultuur worden gekweekt, wanneerzij reeds eenige bladeren hadden. Dit heeft aan den anderen kanthet nadeel, dat de planten in dit oudere stadium mogelijk resisten-ter tegen wortelbrand zijn dan kort na de kieming. Om al deze redenen werden potproeven met gesteriliseerdenbladgrond resp. kleigrond genomen en werd hierbij te werk ge-gaan, zooals Pf?¤ltzer (1927) in zijn proefschrift aangeeft. Wanneer men in gesteriliseerden grond ?Š?Šn bepaalde schimmelbrengt, hetzij een parasiet of wel een saprophyt, en hierin plantenkweekt, loopt men groot gevaar, dat men met deze cultures

zeerweinig succes oogst. Dit vindt zijn oorzaak hierin, dat de bewusteschimmel den grond dan geheel doorwoekert, wegens gebrek aanconcurrentie van andere grondschimmels, zoodat zelfs saprophytenonder deze omstandigheden voor de te kweeken planten lang nietongevaarlijk zijn. Busse, Peters en Ulrich (1913) wezenhierop reeds in hun publicatie over het voorkomen in den grondvan de veroorzakers van bietenwortelbrand; de verklaring vanbovenstaand verschijnsel werd door Busse en Ulrich (1908)gegeven. Ten einde in den bodem een meer natuurlijk evenwicht te ver-krijgen, is het zaak behalve de op parasitisme te onderzoeken soorteenige bodemschimmels in den grond te brengen, welke zooalsvan zelf spreekt, geen wortelparasieten van de te kweeken plantmogen zijn. Wij brachten behalve Pythhim mamillatiim de volgende 5schimmels: Penicillium echinatum Dale, Ramularia eudidyma Wr., Tricho-derma lignorum (Tode) Harz., Mucor Ramanniamis M??ller, enMucor glomerula (Bainier) Lendner. in potten met bladgrond. welke een uur in een autoclaaf

bij115Â° C. waren gesteriliseerd, en zaaiden een week na infectie met



??? de grondschimmels per pot 15 bietenkluwens, welke waren ge-steriliseerd. Dit laatste werd gedaan volgens een recept van den Planten-ziektenkundigen Dienst (Verslagen en Mededeelingen no. 47,1927) door de kluwens gedurende 4 uur in een 0,25% oplossingvan Germisan te brengen, ten einde de op de kluwens aanwezigekiemen van Phoma betae te dooden. Geheel vrij van Phoma-aan-tasting was de opkomst van aldus behandelde kluwens niet, betereresultaten werden verkregen, wanneer aan de 0,25% oplossing vanGermisan een scheutje alcohol werd toegevoegd, hetwelk de opde kluwens zeer vaak aanwezige luchtbellen wegnam, waardoorde kluwens over hun geheele oppervlakte met het desinfectans inaanraking kwamen. Gebruikt werden de suikerbietvari??teiten Klein Wanzlebener enVitrix, benevens de voederbietvari??teit Collet Vert. B. Resultaten Ori??nteerende proeven met de vari??teiten Klein Wanzlebeneren Vitrix over het al of niet parasitair zijn van Pythium mamillatumin bladgrond en kleigrond brachten weldra aan het licht, dat

inpotten, welke waren ge??nfecteerd met deze soort, plekken tc vin-den waren, w??ar geen plantjes boven de oppervlakte verschenen,waaruit volgt, dat de kieming verhinderd was. In de controle-serieswas de opkomst gelijkmatig en zonder dergelijke plekken. Verder waren zeer veel planten uit de ge??nfecteerde potten aan-merkelijk kleiner dan de planten uit dc controle-series: sommigewaren zelfs zeer klein tc noemen. Dergelijke planten waren voor-zien van een bruine, min of meer ingevreten plek op den wortel-hals, welke kleiner of grooter was al naar gelang van de matevan aantasting. Ook werden plantjes gevonden, welke kort na het verschijnenboven den grond geheel door de schimmel waren aangetast, abso-luut verdroogd waren en als een zwarte draad op de oppervlaktevan den grond lagen. Bij microscopisch onderzoek kon steeds PhycomycetenmyceliumWorden aangetoond. Fructificaties waren lang niet altijd te zien;\'n dc weinige gevallen, dat zij aanwezig waren, konden zij met



??? groote zekerheid als die van Pythium mamillatum worden ge??den-tificeerd. Steeds waren zij dan binnen de aangetaste weefsels aante treffen. Het fijn vertakte wortelstelsel werd door deze soort niet aan-getast. Er werden nooit verkleuringen waargenomen; ook konnooit de aanwezigheid van de schimmel vastgesteld worden. Enkele steekproeven leerden, dat bij terugisolatie uit de ziekeplanten steeds uitsluitend Pythium mamillatum werd verkregen.Terugisolaties, welke later op grootere schaal werden aangelegd,bevestigden deze uitkomst volkomen. Met de voederbietvari??teit Collet Vert werden geheel dezelfderesultaten verkregen, zoowel in de potproeven met kleigrond alsmet bladgrond. Een overzicht van deze proeven bieden de tabellenXIII en XIV. Ten einde in het bijzonder nog na te gaan. of ook bij deze vari??teit TABEL XIII Overzicht der met Pythium mamillatum genomen infectieproevenop voederbieten (var. Collet Vert), in bladgrond Datum van Ge??nfecteerde bladgrond Controlebladgrcmd infectie Opgekomen Ziek Gezond Opgekomen Ziek Gezond

27â€”4â€”\'28 20 14 6 22 0 22 27-4-\'28 26 18 8 â€? 31 ?? 31 27-4-\'28 27 21 6 25 0 25 27-4-\'28 31 26 5 38 0 38 25-5-\'28 22 19 3 31 2 29 25-5-\'28 10 8 2 23 0 23 25-5-\'28 15 12 3 31 1 30 25-5-\'28 23 20 3 33 0 33



??? TABEL XIV Overzicht der met Pythium mamillatum genomen infectieproevenop voederbieten (var. Collet Vert) in kleigrond Datum van Ge??nfecteerde kleigrond Controlekleigrond infectie Opgekomen Ziek Gezond Opgekomen Ziek Gezond 27-4-\'28 27 22 5 29 ?“ 29 27-4-\'28 31 26 5 32 0 32 27-4-\'28 31 23 8 30 0 30 27-4-\'28 18 12 6 27 0 27 25-5-\'28 28 19 9 25 2 23 25-5-\'28 23 20 3 23 0 23 25-5-\'28 9 7 2 20 1 19 25-5-\'28 28 21 7 32 0 32 de kieming door deze schimmel al of niet wordt be??nvloed, hetgeenuit de twee tabellen niet duidelijk volgt, werden kiemingsproevenvan 15 kluwens in gesteriliseerd zand (waaraan de 5 grondschim-mels weer waren toegevoegd) aangezet, waarbij tegen ieder kluweneen niet geringe hoeveelheid havermoutagarculture van Pythiummamillatum werd gebracht. De resultaten der kieming onder dezecondities blijken uit tabel XV. Uit deze gegevens blijkt, dat de kieming van de kluwens inbovenstaande proeven ongetwijfeld op ongunstige wijze is be??n-vloed. Samenvattend kan uit alle boven beschreven proefnemingen ge-

concludeerd worden, dat Pythium mamillatum zeker tot de schim-mels behoort, welke bietenwortelbrand kunnen veroorzaken.



??? TABEL XV Overzicht der met Pythium mamillatum genomen kiemingsproevenbij voederbieten (var. Collet Vert) in scherp zand Datum van infectie Ge??nfecteerdscherp zand Controle Opgekomen Opgekomen 19-6-\'28 21 30 19-6-\'28 24 32 6-7-\'28 16 30 6-7â€”\'28 13 28



??? SUMMARY 1.nbsp;A short account has been given of the isolation of fungi fromthe soil, after which the occurence of species of the generaPythium Frings., Phytophthora de Bary, and Aphanomyces deBary has been discussed. 2.nbsp;The results of investigations about the occurence of speciesof the genera Pythium. Phytophthora. and Aphanomyces invegetable mould (Holland) are given. The fungi were obtainedby laying diseased or rotten roots of different plants in petri-dishes on oatmealagar after adequate purification of the rootsfrom adhering soil-particles. 3.nbsp;Pythium de Baryanum Hesse, Pythium de Baryanum Hessevar. pelargonii Braun, Pythium intermedium de Bary, and Py-thium irregul?¤re Buisman were very often isolated from diseasedroots. Pythium monospermum Frings., Pythium splendens Braun,Pythium artotrogus (Mont.) de Bary, Phytophthora cactorum(Leb. 6 Cohn) Schr??t. and a physiological form of .Ap/ianomi/ccseuteiches Drcchsler (morphologically identical with the Ameri-can pea-root parasite, but different from it in growth and

para-sitism) were less numerous in these isolations. The name Aphanomyces euteiches Drechsler P. F. 1 is pro-posed for the American form, the name Aphanomyces euteichesDrechsler P. F. 2 for the Dutch form (isolated from pansies). From damped-off sugar-beet seedlings, grown on claysoil, anew species of Pythium was isolated, which is distinguishedfrom all other Fythiums by the occurence of conical, often cur-ved protuberances with obtuse top on the oogonia. Sexual repro-duction and producing of swarmspores could easily be studied.A description of this species is given; the name Pythium mamil-latum n. sp. is proposed. The place of this fungus within thegenus Pythium, according to B u 11 e r\'s division, is discussed.



??? 5.nbsp;As many fungi were isolated from diseased roots of peas andbeans, inoculation experiments in watercultures with these fungion these leguminoses were undertaken. The very typical rootrot of peas caused by Pythium irregul?¤re was described extensi-vely. Pythium de Baryanum and Pythium de Baryanum var,pelargonii too may be the cause of root rot of peas. The viru-lence of Aphanomyces euteiches P. F. 1, when attacking peas,was confirmed. On the other hand neither Aphanomyces eutei-ches P. F. 2 nor Pythium intermedium did attack peas at all. Pythium irregul?¤re always causes root rot of peas in acidifiedV. d. Crone\'s solution (pH = 5,4) while the attack in alkalineV. d. Crone\'s solution (pH = 8,0) was considerably less violent. 6.nbsp;The root rots of beans, caused by Pythium irregul?¤re andPythium de Baryanum are described. The attack by Pythiumirregul?¤re does not vary from the attack of peas by this fungus,neither at pH = 5,4, nor at pH == 8,0. 7.nbsp;Aphanomyces euteiches P. F. 2 is the cause of an acute rootrot of pansies occurring in

Holland. Aphanomyces euteiches P. â–  F. 1 does not attack the roots of pansies at all. 8.nbsp;Pythium mamillatum n. sp. has to be considered as one ofthe causes of damping-off of sugar-beet seedlings.
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