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g A

Ueber ein neues Verticilliumvorkommen.

_ Von G. Luz.
(Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich.)

Eingegangen am 1. September 1933.

Von def hiesigen Materialpriifungsanstalt der E.'T.H. wurde uns
ein Zellstoff zur Untersuchung auf Mikroorganismen iibergeben. Der
Stoff stammte von einer Zimmerwandverkleidung und war allméihlich
in kleinen Bruchstiicken abgefallen. Das Gewebe zeigte infolge der
Verbindung mit der Farbunterlage noch #usserlich normale Struktur,
doch war die Gewebsfaser vollig zerstort und in beliebig kleinen Par-
tikelchen von der Unterlage abzuheben. Bei der mikroskopischen Un-
tersuchung liessen sich iiber das ganze Gewebe verteilt eine. Menge
braunlicher mehr oder weniger elliptischer Sporen erkennen. In star-
ker Anreicherung fanden sie sich hauptsichlich in den Zwischenfeldern
auf beiden Seiten der Gewebsfasern und konnten dort als kleine
mikroskopiseh sichtbare pulverige H#ufchen erkannt werden. Mycel
liess sich nach der Zerteilung der Gewebsmasse auf dem Objekttrager
in kleinen Bruchstiicken erkennen, die aber fiir eine ldentifizierung
des Organismus nicht ausreichten. Zu diesem Zweck wurden Reinkul-
turen nach der iiblichen Plattenmethode hergestellt : Etwas Sporen-
material wurde mit der Platinose von dem Stoffgewebe entnommen,
in steriles Wasser gebracht und geschiittelt. Mit einem Tropfen dieser
Sporenaufschwemmung wurde ein bereitgehaltener und beinahe erstar-
render Malzextraktnihrboden beimpft, dieser in sterile Petrischalen
gegossen und geschiittelt. '

I. Beschreibung und Identifizierung des Pilzes.

Schon wenige Tage nach der Impfung zeigten sich auf dem Néhr-
boden die typischen Pilzkolonien, gelbbriunliche Rasen mit blassem
Rand. Das Mycel besteht aus farblosen oder schwach gefirbten, hya-
linen, septierten Hyphen, die seitlich aufrechtstehende, oft etwas briun-
lich gefirbte Konidientriger besitzen. Die Konidientriger sind eben-
falls septiert und sind durch wirtelige Anordnung von Seitendsten ge-
kennzeichnet. Die Zahl der Wirtel schwankt zwischen 1 und 4. Seltener
tragen die Seiteniiste noch Sekundirwirtel. Die Sporen stehen einzeln
endstindig an den Primér- bzw. Sekunddrdsten. Sie sind gelbbraun,
hyalin, elliptisch, oft etwas bohnenfdrmig. Ihre Linge ist, wie die
Variationskurve (Abb. 2) zeigt, starken Schwankungen unterworfen.
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Die wirtelige Verzweigung der Konidientriiger charakteri-
siert den vorliegenden Pilz als Angehorigen der Gattung Ver-
ticillium. Die Art nimmt aber unter den : :
beschriebenen gelben, briunlichen und
rotlichen Formen, die fiir einen Ver-
gleich in Betracht kommen, in bezug auf
seine Herkunft eine bondprstellung ein.
Nur von einer einzigen Art, Verticillium
ruberrinum Bonorden, wird i dhnliches
Vorkommen «auf faulenden Substanzen
(Lumpen ?) in Westfalen » angegeben. .
Da jedoch die Sporen dieser Art als
« fast kugelig » beschrieben sind, so kann
sie kaum identisch mit der unserigen
sein. Unter den von S ée beschriebenen
Pilzen, die an der Zersetzung von Pa-
pier beteiligt sind, sind Verticillien eben-
falls nicht genannt. Eine gute Ueber-
einstimmung in der morphologischen Be-
schaffenheit ergab sich mit Verticillium
cinnabarinum Reinke und Berthold, das
wir aus dem Centralbureau vor Schim-
melcultures in Baarn bezogen. Farbe

2 0
A} ‘Konidientriger und Sporen
der Mycelrasen, Gestalt und Grosse der von Verticillium cinnabarinum

Konidientriiger und Sporenform von Luz.

Verticillium cinnabarinum Reinke wund Sporen mlt Oeltropfehen.

Berthold zeigen grosse Aehnlichkeit mit unserer vorhegenden Art.

Auch im physiologischen Verhalten sind gewisse Uebereinstimmungen
zu konstatieren (Abbildung 3). Der isolierte Pilz wurde daher auch
zu der Art Verticillium cinnabarinum gestellt. Eine vollige - Iden-
titidt zwischen den beiden vorliegenden Formen besteht jedoch nieht,
wie eine genauere Untersuchung ergeben hat: Beide Pilze wur-
den auf Malzagar in Petrischalen geimpft und lano"ele Zeit in ihrem
Wachstum beobachtet. Dabei zeigte die von dem Zellstoff stammende
Form eine stiirkere Tendenz zur Sporenbildung als die Vergleichsform
Vert. cinnabarinum Reinke und Berthold. Die Mycelrasen von letzterer
sind daher etwas blasser als die der ersteren. Auch neigt Veri. cinna-
barinum Reinke und Berthold im Gegensatz zur anderen Form im Alter
zur Bildung von wolligem Mycel. Deutliche Unterschiede treten bei der
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Aufstellung von Variationskurven fiir die Linge der Konidien auf.
Nach Ziichtung der beiden Formen auf Malzagar bei Zimmertemperatur
wurden je 410 Sporen gemessen. Die Resultate sind in Tabelle 1 und
Abb. 2 wiedergegeben. |

Tabelle 1.

Sporenléinge von Verticillium cinnabarinum Reinke und Berthold
und Verticillium cinnabarinum Luz.

Sporenlinge in u 28 |83 |38 44|49 55|60 |66 |77|88]|99|11.0]12.1 (132

Sporenzahl

Vert. cinn, Reinke | 1 | 15 | 59 256. 46/ 21| 6] 8l 2| t]o0o|lo0o]o0]oO
und Berthold

Vert. cinn. Luz 312230 93(114{102|17 (14| 8 |83 |1 |2 |1 ] 0

Zahl der
Sporen

60+
40

20F

22 33 m 55 %6 77 88 99 10 21 62

Abb. 2.

¢ : Sporenliinge von Verticillium cinnabarinum Reinke und Berthold.
b : Sporenlidnge von Verticillium cinnabarinum Luz.

Die Unterschiede sind offensichtlich. Die am hiufigsten auftretende
Sporenléinge betrdgt bei der ersten Form 4.4 u, bei der zweiten Form
49 p. Der Wert von 4.4 u wird aber bei der ersten Form von einer
viel grosseren Zahl von Sporen erreicht als der Wert 4.9 u bei der
zweiten Form, d. h. die Sporen von Vert. cinnabarium Reinke und
Berthold sind gleichméissiger in der Linge als diejenigen von Vert.
cinnabarinum Luz. Die untere Grenze der Sporenlinge liegt bei beiden
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Formen gleich, etwas unterhalb 3 u, hingegen ist die Streuung nach
den hohen Werten hin bei Vert. cinnabarinum Reinke und Berthold
merklich geringer als bei der anderen Form.

Trotz der angegebemen Verschiedenheiten schien es nicht ange-
zeigt, den isolierten Pilz als besondere Art von Verticillium cinnabari-
num abzutrennen. Es muss berticksichtigt werden, dass die Vergleichs-
form wohl durch lingere Zeit hindurch auf kiinstlichem N#hrsubstrat
geziichtet wurde, wobei gewisse Unterschiede gegeniiber der Ausgangs-
form sich wohl entwickelt haben konnen.

II. Physiologisches Verhalten der beiden Pilze.

Zur physiologischen Charakterisierung des isolierten Pilzes wur-
den folgende Versuche ausgefiihrt :

1. Bestimmung des Einflusses der Temperatur auf das 'Wachstum
Zum Vergleich wurde auch hier Vert. cinnabarinum Reinke und
Berthold herangezogen.

2. Wachstumsversuch auf verschiedenen Nihrunterlagen zur expe-
rimentellen Wiedergewinnung des Befallsbildes.

3. Versuche zur Bekimpfung des Pilzes durch Beimischung von
Chemikalien.

1. Bestimmung des Temperatureinflusses.

Zur Bestimmung des Temperatureinflusses wurde der isolierte Pilz
und der Vergleichsstamm auf ein Malzagarnihrsubstrat (4 % Malz-
extrakt, 5% Agar, aqua dest.) in Petrischalen geimpft. Je zehn Kul-
turen wurden nun in Thermostaten mit Temperaturen von 0—36° mit
je 3° Abstand gebracht und nach zweiwochentlicher Versuchsdauer der
Durchmesser der Mycelrasen bestimmt. Die Thermostaten waren auf
%2° konstant. (Tabelle 2 und Abb. 3.) Die Werte stellen Durchschmtts-,
werte aus je zehn Kulturen dar.

Tabelle 2.

Wachstum von Verticillium cinnabarinum Reinke und Berthold und von Verticil-
lium cinnabarinum Luz. bei verschiedener Temperatur.

Durchmesser in mm
Temperatur
in ‘C Vertl.mcénﬁigt.hf){ﬂnke Vert. cinnab. Luz,

3 0 0

6 Spuren Spuren

9 1254 0.55 11.740.44
12 27.5+0.73 24.3 + 0.56
15 44.6 +0.77 41.940.56
18 65.8 1 0.98 62.8 + 0.89
21 7844082 - 75.0+0.86
24 73.0 1+ 0.90 74.2 + 0.49
L e 38.3 +0.70 46.2 +1.60
30 0" i
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Abb. 3.

@ : Wachstumskurve von Verticillium cinnabarinum Reinke und Berthold.
b : Wachstumskurve von Verticilliuvm cinnabarinum Luz.

Die Unterschiede zwischen den beiden Pilzen sind gering. Die
Wachstumsgrenzen, sowohl nach unten als nach oben, liegen in beiden
Fillen bei etwa gleicher Temperatur. Bei 3° und bei 30° fand auch nach
langer Kulturdauer (sechs Wochen) kein Wachstum statt. (Die Kul-
turen wurden bei 30° in bedeckte Kristallisierschalen gestellt, deren
Boden mit feuchtem Filtrierpapier ausgelegt war, um das Nidhrsubstrat
vor Austrocknung zu schiitzen.) Bei 6° war nach 14 Tagen ein Wachs-
tum kaum festzustellen; nach mehrwochentlicher Kulturdauer ent-
~wickelte sich aber noch ein Mycelrasen. Die Optima fallen bei beiden
Pilzen auf 21°. Bei Verf. cinnab. Reinke und Berthold liegen simtliche
Werte unterhalb des Optimums hoéher und sidmtliche Werte oberhalb
des Optimums niedriger als bei Vert. cinnab. Luz. Die Unterschiede
liegen ausserhalb des mittleren Fehlers. Diese Resultate bedeuten, dass
auch beziiglich des Optimums und den beiden Wachstumsgrenzen ge-
ringe Unterschiede vorhanden sind, die aber bei einem Temperatur-
intervall von 3° nicht erfasst werden konnten; Vert. cinnab. Reinke
und Berthold diirfte demnach etwas weniger thermophil sein als Vert.
cinnab. Luz.

2. Wachstumsversuche auf Zellstoff und leimhaltigem Ndhrsubstrat.

Da der fiir die Wandbespannung beniitzte Zellstoff mit einem An-
strich von Fischleim versehen worden war, so war zweifelhaft, was bei
dem natiirlichen Vorkommen des Pilzes als urspriingliches N#hrsub-
strat gedient hatte. Einige Experimente sollten die Frage kliren. Fol-
gende Versuchsserien kamen zur Ausfiihrung :

@) Kleine Gazestiickchen wurden gut durchfeuchtet, in Petrischalen
gebracht, sterilisiert und beimpft. Dieser Versuch wurde auch mit
Vert. cinnabarinuwm Reinke und Berthold ausgefiihrt.
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b) Der Stoff wurde mit Leimldsung getrinkt, ebenfalls in Petri-
schalen sterilisiert und beimpft. e

¢) Es wurden Schriigkulturen hergestellt, die 1.5 %o gewaschenen
Agar und 5 % Fischleim enthielten, sterilisiert und beimpft. Als
Kontrolle diente ein Nihrboden ohne Leimzusatz, der in gleicher
Weise wie der leimhaltige behandelt wurde.

d) Dieselben Versuche wie bei ¢ wurden mit Papier ausgefithrt, und
zwar in einer Serie mit einem grobfaserigen, nicht aus reiner

' Zellulose bestehenden Papiersorte, in einer zweiten Serie mit rei-

nem Filtrierpapier. :
; Ssmtliche Versuchsserien zerfielen in zwei Gruppen, bei der einen
wurde mit destilliertem Wasser gearbeitet, bei der andern mit Leitungs-
wasser. Ueberall wurden fiinf Parallelversuche angelegt. Die Versuchs-
dauer betrug drei Wochen.

Es ergab sich folgendes Resultat. Das von der Wandbespannung
isolierte Vert. cinnabarinum zeigte in Serie @, b, ¢ ein gutes Wachs-
tum, ausgenommen auf dem Kontrollnéihrboden der Serie ¢. Der Pilz
vermag also sowohl auf Zellstoff als auch auf Leim zu gedeihen. Ein
mit Fischleim bestrichener Zellstoff gibt demnach einen idealen Nihr-
boden fiir den Pilz. Die Versuchsserie 2 bestitigt dies, da hier das
iippigste Wachstum auftrat. In den meisten Fillen stand das Wachs-
tum in den Kulturen mit aqua dest.-Zusatz gegeniiber denen mit Lei-
tungswasser etwas nach, wohl eine Folge der Spuren von Nihrsalzen,
die sich im Leitungswasser befinden.

Die Reissfestigkeit des Stoffes, der durch die massenhafte Koni-
dienbildung vollig braun iiberzogen war, hatte nach dreiwdchentlicher
Kulturdauer kaum gelitten. Dagegen konnte er nach drei Monaten fast
ebenso leicht zerzupft werden, wie das uns iibergebene Ausgangsmate-
rial. Eine mehrmonatliche Einwirkung des Pilzes in feuchtem Raum ist
also notwendig, um die Zellulose soweit abzubauen, dass die Faser ihre
Festigkeit verliert. Dies stimmt {iberein mit Angaben aus der Literatur
beziiglich der Zersetzung von Papier durch Pilze (Sée 1914).

Auf reinem Filtrierpapier, das mit aqua dest. getréiinkt war, konnte
der Pilz nicht gedeihen; auf der anderen, weniger reinen Papiersorte
hatte er sich nach dreiwdchentlicher Kulturdauer wenig iiber die Impf-
stelle ausgebreitet. Deutlich war hier unter dem Mikroskop zu beob-
achten, wie die Pilzhyphen entlang den Zellulosefasern wachsen und
sie teilweise umspinnen.

Die Parallelversuche mit Vert. cinnabarinum Reinke und Berthold
in Serie ¢ fiihrten zu einem vollig negativen Ergebnis. Auf dem Stoff
konnte kein Wachstum beobachtet werden. Nach dreimonatlicher
kiinstlicher Ziichtung auf Malzagar bei mehrmaliger Ueberimpfung
wurde die Versuchsserie ¢ auch mit Vert. cinnabarium Luz. wieder-
holt. Dabei ergab sich, dass der Pilz sein urspriingliches Vermogen,
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Zellulose anzugreifen und als Nahrungsquelle zu beniitzen, vollig ein-
gebiisst hatte. Trotz der genau gleichen V ersuchsbedingungen zeigte er
auf dem gleichen Stoff kein Wachstum mehr. Auch eine Impfung mit
Mycel, das bei der niederen Temperatur von 6° gewachsen war, zeitigte
keinen besseren Erfolg. Hingegen hatten das Mycel und die Sporen, die
von einem friiher beimpften Stoff iibertragen wurden, ihre Fihigkeit
beibehalten; allerdings war auch in diesem Fall das Wachstum wesent-
lich geringer als friiher. Wir haben also hier wieder jene oft beobach-
tete Erscheinung vor uns, dass Mikroorganismen bei ldngerer kiinst-
licher Kultur ihre urspriinglichen Eigenschaften einbiissen. Das nega-
tive Ergebnis mit Vert. cinnabarinum Reinke und Berthold kann nach
diesem letzten Resultat nicht sehr iiberraschen und kann daher bei
der Untersuchung der beiden Formen auf ihre Verwandtschaft nicht in
Betracht gezogen werden.

3. Versuche zur Bekdimpfung des Pilzes.

Die Ausfiihrung der Versuche war analog zu den olen beschrie-
benen Kulturversuchen auf Stoff. Vor dem Impfen wurde der Stoff mit
folgenden Losungen getrinkt :

Serie ¢ (mit und ohne Leimzusatz) mit Kresolformaldehydharzlosung.
Serie b (mit und ohne Leimzusatz) mit 4%siger CuS0:-Losung.

Bei diesen Versuchen wurde mit Riicksicht auf die praktische Ver-

wendbarkeit des Ergebnisses von einer Sterilisation abgesehen.

~ Als unbrauchbar erwies sich Kresolformaldehydharz. Sowohl der
gepriifte Pilz als auch noch andere (Penicillium, Aspergillus, Mucor)
konnten auf dem getrinkten Stoff gedeihen. Dagegen blieb der mit
CuS0s-Losung getriinkte Stoff auch nach mehrwichentlichem Zuwarten
vollig steril.

Zusammenfassung.

Aus einer Wandbespannung wurde ein Pilz isoliert, der durch seine
Fahigkeit, Zellulose abzubauen, eine Zerstérung der Faser herbeigefiihrt
hatte. Er konnte als Verticillium cinnabarinum identifiziert werden.
Gegeniiber der Vergleichsform Verticillium cinnabarinum Reinke und
Berthold ergaben sich bei niherer Untersuchung einige Unterschiede,
die als Stammesunterschiede bewertet wurden. Sein Wachstumsopti-
mum hat der Pilz bei 21°. Das Vermogen, Zellulose abzubauen, hatte
er nach einigen Monaten kiinstlicher Kultur auf Malzagar eingebiisst,
wihrend das auf Stoff kultivierte Mycel seine urspriingliche Eigen-
schaft, wenn auch in vermindertem Masse, beibehalten hatte. Das na:
tirliche Auftreten des Pilzes war bedingt durch starke Feuchtigkeit
des Raumes bzw. der von dem Pilz gewiihlten Nihrunterlage. Wo sich
Feuchtigkeit nicht vermeiden lisst, geschieht eine Bekimpfung am
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besten dadurch, dass der Stoff vor seiner Verwendung mit einer vier-
prozentigen Kupfersulfatlosung getrinkt wird. o

Herrn Professor Dr. Gdumann, in dessen Institut die Untersuchung
durchgefiihrt wurde, danke ich bestens fiir seine Unterstiitzung.
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