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Beitrige zur Kenntnis der Pilzflora im Bienenstock.
I. Die Pericystis-Infektion der Bienenlarven.
Von Anna Maurizio.

Eidg. milchwirtschaftliche und bakteriologische Anstalt Liebefeld-Bern.
Vorsteher Prof. Dr. R. Burri.
Abteilung fiir Bienenkrankheiten, Leiter Dr. O. Morgenthaler.

Eingegangen am 7. Februar 1985.
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I. Verbreitung von Pericystis und der von ihr erzeugten Krankheit
(Kalkbrut). :

Unter dem Namen Pericystis-Mykose oder Kalkbrut versteht man
eine Erkrankung der Bienenlarven, die durch den Pilz Pericystis apis
Maassen hervorgerufen wird. Die toten Larven, die sich meist im
Streckmadenstadium befinden, werden dabei in den Wabenzellen in
weisse, zuletzt steinharte Pilzmumien verwandelt. Oft findet man an
der Oberfliche der Mumien eine dunkle Schicht von Fruchtkorpern des
Pilzes. Die Krankheit ldsst sich kiinstlich auf gesunde Bienenvilker
iibertragen, muss also wie die Faulbrut als ansteckende Brutkrankheit
bezeichnet werden." Fiir Einzelheiten iiber die Ansteckung, den Ver-
lauf und die Epidemiologie der Kalkbrut sei auf die Arbeit « Uber die

! Die systematische Stellung des Pilzes ist bis jetzt noch recht umstritten.
Claussen (1921) stellt ihn mit Vorbehalt zu den Entomophthoreen, G iau-
mann (1926) ebenfalls mit Vorbehalt zu den Endomycetaceen. Varitschak
(1932) bringt Percystis auf Grund der Kernverhiltnisse bei den Siphomyceten
(Phycomyceten) unter.
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Kalkbrut (Pericystis-Mykose) der Bienen » (A. Maurizio 1934) ver-
wiesen. Im Vergleich mit der Faulbrut tritt sie aber ziemlich selten auf
(sieche Tab. I). Die schweizerische Krankheitsstatistik verzeichnet jihr-
lich 10- bis 15mal mehr Faulbrut- als Kalkbrutfille, und dieses Ver-
héltnis diirfte nach den vorliegenden Berichten auch in anderen Lin-
dern dhnlich sein.

Tabelle I.

Auszug aus der schweizerischen Krankheitsstatistik der Jahre 1932—34.
(Nach den Jahresberichten Morgenthaler 1932—34).

} Bosartige Faulbrut 1 Gutartige Faulbrut Kalkbrut

1932 59 73 11 (2)

1933 81 | 108 6 (6)

1934 65 l 120 8 (33)
(In Klammern sekundire F‘Ei,lle)

Die Kalkbrut tritt meist vereinzelt und spontan auf und verschwin-
det ebenso spontan wieder auf den befallenen Stinden, ohne grdsseren
Schaden zu verursachen. Dieses spontane und oft ritselhafte Auftreten
und Wiederverschwinden der Krankheit, deren Erreger bisher nur aus
dem Bienenstock und aus Bienenbrut bekannt ist, liess nun die Frage
nach der Verbreitung des Pilzes Pericystis apis in den Vordergrund
treten. Die Fragestellung fiir eine weitere Untersuchung der Kalkbrut
lautete also : Tritt der Pilz Pericystis apis immer nur da im Bienen- -
stock auf, wo auch die Kalkbrut auftritt, oder kann er vorhanden sein,
ohne dass eine Erkrankung der Brut festzustellen ist. Auf den Gedan-
ken, dass letzteres vielleicht moglich ist, brachten uns die sogenannten
sekundiren Kalkbrutfille (in Tab. T in Klammern verzeichnet). Unter
dieser Bezeichnung verstehen wir Waben, in welchen bei der Einsen-
dung keinerlei Anzeichen einer Verpilzung festzustellen sind, in denen
aber nach einer gewissen Zeit der Aufbewahrung ausserhalb des Bienen-
stockes der Pilz Pericystis apis aus den meist schon abgestorbenen
Larven ausbricht. Ich habe die sekundiren Kalkbrutfille in meiner
ersten Mitteilung (1934) kurz erwihnt, mit der Bemerkung, dass sie
noch einer weiteren Bearbeitung bediirfen. Hier schloss nun die weitere
Untersuchung iiber die Kalkbrut und ihren Erreger an, wobei die Ver-
breitung des Pilzes ausserhalb der diagnostizierten Kalkbrutfille mit
vermehrter Aufmerksamkeit verfolgt wurde.

Ich priifte die unserer Anstalt im Laufe des Friihlings und Som-
mers 1934 zwecks Krankheitsdiagnose zugesandten Waben systematisch
auf das Vorhandensein von Pericystis apis. Anstatt wie bisher die
Waben einzeln in Papier gewickelt aufzubewahren bis die sekundiren
Pericystismycelien an den Larven erschienen, legte ich sie jetzt in
Glasschalen im Brutschrank bei 30° C aus. Es kamen dabei grosse Petri-
schalen zur Anwendung, welche zur Verhiitung jeder nachtriglichen
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Infektion zuerst mit Alkohol ausgewaschen und dann ausflambiert wur-
den. Die Resultate liessen nicht.lange auf sich warten. Ging es frither
oft 3—4 Wochen bis zum Erscheinen der sekundiren Pericystismyce-
lien, so brachen sie jetzt meist schon nach 2—3 Tagen aus den Larven
hervor. Alle diese Mycelien wurden nun auf Bierwiirzeagar reingeziich-
tet und weiter verarbeitet. Es gelang mir im Laufe des Jahres 1934,
aus 35 verschiedenen Waben von 33 Bienenstinden solche sekundéren
Pericystismycelien zu isolieren (siehe Tab. I). Diese Zahl iibertrifft bei
weitem alle bisherigen Befunde und ldsst die ganze Kalkbrutfrage in
einem neuen Licht erscheinen. '

Eine Erginzung hat vor allem die geographische Verbreitung des
Pilzes in der Schweiz erfahren. Noch vor einem Jahre, bei der Ver-
offentlichung meiner ersten Mitteilung, kannten wir einen einzigen
sekundéiren Kalkbrutfall im Schweizer Mittelland und vermuteten einen
Zusammenhang zwischen der Verbreitung der Krankheit und dem Ein-
fluss von Kklimatischen Faktoren. Das Jahre 1934 brachte nun eine
ganze Reihe von Kalkbrutfillen, allerdings auch jetzt ausschliesslich
von sekundiren, im Mittelland. Somit ist die Verbreitung des Pilzes
Pericystis apis iiber die ganze Schweiz unabhingig von Klimaeinfliissen
nachgewiesen (vgl. Tab. II).

Tabelle II.
Verteilung der Kalkbrutfille auf die einzelnen Kantone (sek. Fille in Klammern).
Bern
3 &
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Die Verteilung der primiren-, d. h. der eigentlichen Krankheits-
fille, hat aber auch im vergangenen Jahr keine Veridnderung erfahren.
Demnach scheint sich die Verbreitung der Kalkbrut und ihres Erregers
wenigstens vorldufig nicht ganz zu decken. Interessant ist die Zusam-
menstellung der Waben, in welchen die sekundiren Pericystismycelien
des Jahres 1934 gefunden Wurden nach ihrem ‘Gesundheitszustand

(vgl. Tab. III).
Tabelle III.

Sekundire Pericystismycelien im Jahre 1934.

Waben mit gutartiger Faulbrut . 21
Waben mit gesunder Arbeiterinnenbrut unter Krankheltsverdacht emgesandt 3
Waben mit gesunder Drohnenbrut unter Krankheitsverdacht eingesandt 2
Waben mit gesunder Drohnenbrut aus sicher kalkbrutfreien Stinden . 2
Waben mit erkalteter Drohnenbrut j 1
Waben mit zersetzter Buckelbrut . 6
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Die meisten sekundiren Pericystisfille wurden in Waben mit gut-
artiger Faulbrut und mit Buckelbrut®' gefunden. Soweit waren die
neuen Befunde in guter Ubereinstimmung mit den bisherigen Erfah-
rungen. Stutzig machte uns erst das Auffinden des Pilzes in einer Wabe
mit normaler Drohnenbrut, die zwar unter Krankheitsverdacht ein-
gesandt war, sich aber als gesund erwies. Bald folgte ein zweiter shn-
licher Fall. Zur Kontrolle legte ich nun Wabenstiicke mit normaler
Drohnenbrut von drei Bienenstinden aus der Umgebung von Bern im
Brutschrank aus; weder auf den Stéinden, noch in der Umgebung hatte
jemals Kalkbrut geherrscht. Schon nach einigen Tagen erschien in allen
drei Wabenstiicken an mehreren offenen und verdeckelten Larven ein
weisses, steriles Mycel. Zwei dieser Mycelien liessen sich auf Grund
der Fruchtkorperbildung als Pericystis apis identifizieren, das dritte
ist bis heute steril geblieben. Leider war unterdessen der Sommer so
weit vorgeschritten, dass jiingere Drohnenbrut nicht mehr aufzutreiben
war. Eine Nachpriifung dieser Beobachtung bleibt deshalb einer weite-
ren Untersuchung vorbehalten.

Die systematisch durchgefiihrte Wabenpriifung des vergangenen
Sommers ldsst den Schluss zu, dass der Pilz Pericystis apis eine viel
weitere Verbreitung hat, als bisher angenommen wurde und dass er
oft auch in Volkern zu finden ist, in welchen keine Kalkbrut herrscht.
Eine Deutung des Auftretens des Pilzes in gesunder Drohnenbrut aus
sicher kalkbrutfreien Stinden ist heute noch verfriiht.

Mit dem h#ufigen Auffinden sekundirer Pericystismycelien trat
die Frage nach ihrer Pathogenitit auf. Ein Infektionsversuch mit einem
solchen Mycel, das aus einer Wabe mit zersetzter Buckelbrut stammte
und darin ganze Krusten von Fruchtkorpern gebildet hatte, verlief
positiv, d. h. es gelang durch Verfiitterung der zerriebenen Fruchtkorper
an die Bienen eines Versuchsvolkes, eine teilweise Mumifizierung der
Brut hervorzurufen. Weitere Versuche mussten leider wegen Réuberei
abgebrochen werden, so dass die Frage nach der Pathogenitit der
sekundidren Pericystismycelien noch nicht geldst ist. Immerhin hat es
den Anschein, dass auch solche Mycelien die Krankheit hervorrufen
konnen.

II. Zwei verschiedene Pericystisformen (Arten ?) aus Bienenlarven.

Neben neuen Erfahrungen iiber die Verbreitung von Pericystis apis
forderte die Priifung eines grosseren Wabenmaterials eine weitere
Tatsache zutage. Es zeigte sich n#mlich, dass zwei morphologisch

! Mit dem Namen « gutartige Faulbrut» wird eine Erkrankung der Bienen-
brut bezeichnet, die auf eine Bakterieninfektion zuriickzufiihren ist. Buckelbrut
ist Drohnenbrut in Arbeiterinnenzellen, was von Weisellosigkeit oder einem Fehler
der Konigin herriihrt.
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und physiologisch verschiedene Pericystisformen nebeneinander vor-
kommen. : '

Da Pericystis apis ein heterothallischer Pilz ist, d. h. zwei geschlecht-
lich verschieden orientierte Mycelien besitzt, kann es vorkommen, dass
in einer Mumie oder Wabe nur das eine Geschlecht des Pilzes vorhanden
ist. In diesen Fillen unterbleibt die Fruchtkorperbildung und die Dia-
gnose muss mit Hilfe der Reinkultur durch Kreuzung mit zwei bekannten
verschiedengeschlechtigen Mycelien, Testmycelien, gestellt werden. Diese
Methode der Identifizierung steriler Pericystismycelien, die Claussen
(1921) in seiner Monographie (. ¢. S. 519) beschreibt, hat sich auch bei
uns gut bewihrt.

Im Friihling 1934 isolierte ich nun aus einer Wabe mit zersetzter
Buckelbrut ein steriles, weisses Mycel (Stamm 342), das idusserlich wie
ein Pericystismycel aussah, trotz wiederholter Kreuzungsversuche mit
meinen beiden Testmycelien (Stamm 118 + und -—), aber nicht zur
Fruchtkorperbildung zu bringen war. Bald folgte ein zweites dhnliches
Mycel (Stamm 450 A), das aus einer Wabe mit erkalteter Drohnenbrut
stammte. Diese Beobachtung war um so merkwiirdiger, als Claussen
(1. e. 8. 482) das Vorhandensein neutraler Pericystismycelien bestreitet
und auch in unserm Institut bisher nie solche gefunden worden waren.
Ich versuchte, die beiden Stimme 342 und 450 A, mit allen aufzutreiben-
den Pericystismycelien zu kreuzen, was aber vorliufig erfolglos blieb.
Erst Ende Mai brachte die Einsendung einer primiren Kalkbrutwabe die
Losung des Ritsels. Diese Wabe enthielt Larvenmumien, die von einer
Schicht auffallend grosser, tiefschwarzer Fruchtkorper bedeckt waren,
Eine Reinkultur daraus ergab zwei Pericystisstimme (132/1 und 18212,
die untereinander und mit den Stimmen 342 und 450 A, grosse schwarze
Fruchtkorper bildeten, mit den Testmycelien 118 - und — und einer
ganzen Reihe anderer Mycelien aber steril blieben. Damit kam die Ver-
mutung auf, dass im Bienenstock unabhiingig voneinander zwei verschie-
dene Pericystisformen bestehen, welche sich nicht kreuzen lassen. Alle
im Sommer 1934 aus Waben isolierten Pericystisstimme wurden nun
einer Priifung mit den Testmyecelien 118 + und — und 182/1 und 132/2
unterworfen, um ihre Zugehorigkeit zu einer der beiden Formen zu er-
mitteln. Von den 43 isolierten Mycelien gehorten 14 der alten, im wei-
tern als «kleinfriichtig » bezeichneten, 29 dagegen der neuen « gross-
friichtigen » Form an. Die Bezeichnung gross- und kleinfriichtic haben
wir gewihlt, weil die Fruchtkorper der beiden Formen sich schon von
blossem Auge in Grosse und Farbe unterscheiden lassen (vgl. Tafel 13,
Fig. 1 und 2). Die beiden Formen scheinen in ihrer Fiahigkeit, Frucht-
korper zu bilden, konstant zu sein, d. h. alle Kreuzungsversuche sind
bis jetzt negativ verlaufen. Zu erwihnen ist noch die Tatsache, dass
drei weitere Stimme bis heute weder mit der einen, noch mit der andern
Form zur Fruchtkorperbildung zu bringen waren. Ob diese Mycelien
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wirklich als neutral anzusprechen sind, oder ob mit der Zeit ein Stamm
auftaucht, mit dem sie Fruchtkorper bilden konnen, bedarf einer wei-
tern Aufklidrung.

Sowohl die grossfriichtige, wie die kleinfriichtige Perzcystzsform
kann primér oder sekundiir auftreten. Allerdings stehen nach den bis-
herigen Erfahrungen bei der ersteren die sekundiren, bei der letzteren
die priméren Fille zahlenmissig im Vordergrund. Von den 33 sekun-
diren Pericystisfillen des Jahres 1934 gehoren nur 10 der kleinfriich-
tigen, 23 dagegen der grossfriichtigen Form an. Interessant ist, dass alle
vier aus normaler Drohnenbrut isolierten Stimme zur grossfriichtigen
Form gehoren.

III. Vergleich der beiden Pericystisformen.
A. Morphologie.
1. Fruchtkdérperbildung.

Claussen beschrieb in seiner Monographie eingehend die Ent-
stehung der Fruchtkorper der kleinfriichtigen Pericystisform, denn mit
dieser hatte er es nach den Grossenangaben und Bildern zu tun. Es
stellte sich nun die Frage, ob die grossfriichtige Form irgendwelche
Abweichungen von dieser Beschreibung in der Fruchtkorperanlage und
der Morphologie des unreifen und reifen Fruchtkorpers zeigt. Um diese
Frage zu beantworten, habe ich die grossfriichtige Form in Deckglas-
kulturen in feuchten Kammern geziichtet und sie so unter mikrosko-
pischer Kontrolle ihre Fruchtkorper bilden lassen. In der Methodik
stiitzte ich mich auf die Angaben von Claussen (L.c. S.483), die
ich in einigen Einzelheiten erginzte.

Als feuchte Kammern kamen Glasringe von 25 mm Innendurch-
messer und 5 mm Hohe zur Anwendung, die mit Canadabalsam auf
grosse Objekttriger geklebt wurden. Claussen liess seine Mycel-
stecklinge auf dem Deckglas zwischen zwei Agarstiickchen in der Luft
kopulieren. Bessere Erfahrungen machte ich mit einer etwas modifi-
zierten sogenannten Tropfchen-Plattenkultur nach Wichmann-
Zikes. Man lidsst dabei auf einem grossen, ausgegliihten Deckglas
verfliissigten Agar in diinner Schicht erstarren und impft den zu unter-
suchenden Organismus darauf. Die Agarschicht muss aber so diinn sein,
dass sie das Mikroskopieren mit stirkeren Objektiven zulfisst. In mei-
nem Fall wurden auf der diinnen Bierwiirzeagarschicht zwei verschie-
dengeschlechtige Stecklinge der grossfriichtigen Pericystisform geimpft,
das Deckglas dann auf die feuchte Kammer gelegt und in eine sterile
Petrischale eingeschlossen. Ein Abschliessen der feuchten Kammer mit
Vaseline empfiehlt sich bei Pericystis nicht, denn der Pilz ist sehr
sauerstoffbediirftig. Die Kulturen wurden dann bei Zimmertemperatur
gehalten (20—22° C).
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Fig. 1. Fruchtkérper der kleinfriichtigen Pericystisform.
Aus einer 10 Tage alten Kultur bei 300 C. Ver-
gr. 22>, Phot. Dr. W. Staub.

Fig. 2. Fruchikérper der grossfriichtigen Pericystisform.
Aus einer 10 Tage alten Kultur bei 150 C, Ver-
gr. 22>, Phot. Dr. W.Staub.

5

Fig. 3—5. Entwicklung eines Fruchtkérpers der klein-
friichtigen Pericystisform, nach Claussen (1921),

Fig. 3. Verschmelzung von Oogonium und Antheridium.
Vergr. ca. 550<.

Fig. 4. Junger Fruchtkérper. Vergr. ca. 550,

Fig. 5. Reifer Fruchtkérper. Vergr. ca. 800>,
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Fig. 6—11. Reife Fruchtkorper der grossfriichtigen Pericystis-Form mit Anhingseln. Vergr. ca. 225)<.
Fig. 12. Anomalie eines Fruchtkdrpers der grossfriichtigen Pericystis-Form.
Der noch unreife Fruchtkdrper enthilt anstatt Plasma- oder Sporenballen schwarze Gebilde
unbekannter Natur. Vergr. 200>{. Phot. Dr, W, Staub.
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Die Fruchtkorperbildung beschreibt Claussen fiir die klein-
friichtige Pericystisform wie folgt (1. e. S. 483—485) :

«... Einige Zeit, nachdem die von den beiden Stecklingen ‘verschiedenen
Geschlechts gebildeten Hyphen zu gegenseitiger Beriihrung gelangt sind, beginnt
die Anlage eines bestimmten Fruchtkorpers damit, dass zwei Hyphen verschiede-
nen Greschlechts an einer Beriihrungsstelle sich fest miteinander verbinden und
dann an der Verbindungsstelle kurze Seitenhyphen hervorsprossen lassen, deren
distale Enden also von vornherein fest aneinander haften. Wihrend man auf den
Beginn des Aussprossens der Aeste lange warten muss, offenbar deswegen, weil
zur Herstellung der festen Verbindung lingere Zeit notig ist, wachsen sie von
nun an rasch in die Linge und werden bald derart geteilt, dass in der Regel
der eine, zylindrisch bleibende Ast an der Basis, dagegen der andere, an seinem
distalen Ende anschwellende, in einiger Entfernung von seiner Basis eine Quer-
wand erhilt. Die abgeschnittenen, einander berithrenden Zellen sind die Sexual-
organe (Gametangien). Das eine zylindrische, meist sitzende, bleibt klein und
wire deshalb als Antheridium zu bezeichnen, wihrend das grossere, angeschwol-
lene, in der Regel gestielte, Oogonium zu nennen wire (Taf. 13, Fig. 3). Das
Oogonium entwickelt sich rasch weiter (Taf. 13, Fig. 4), so dass es nicht viel mehr
als einen Tag dauert vom Erscheinen der Sexualorgane, bis das Oogonium er-
wachsen ist.» Claussen schreibt weiter: «... Sobald das Oogonium aus-
gewachsen ist, fingt seine Membran an, sich briunlich-griin zu verfirben, also
den Farbton anzunehmen, der vielen Sporen und manchen anderen Teilen der
Pyrenomyceten eigen ist. Mit blossem Auge betrachtet erscheinen die Oogonien
schliesslich schwarz. Etwa zur gleichen Zeit wie die Membranverfirbung setzt
auch eine starke Membranverdickung ein. Durch Firbung, Membranverdickung,
und Oogoniumvergrosserung wird die Moglichkeit, die Vorgiinge, die sich nun im
Oogoniuminnern abspielen, zu verfolgen, sehr erschwert.... Soviel ist aber klar,
dass eine Zerlegung des Inhalts in etwa kugelige Plasmaballen stattfindet, die
nach einiger Zeit in zahlreiche Sporen zerfallen (Taf. 13, Fig. 5). Das anfangs
prall gefiillte Antheridium hat schon friihzeitig seinen Inhalt bis auf Spuren in
das Oogonium hinein entleert und dabei an Grosse stark abgenommen. »

Bei der grossfriichtigen Form verliuft die Anlage der Fruchtkdrper
ganz dhnlich. Sind die Hyphen der beiden verschiedengeschlechtigen
Stecklinge auf der Agarschicht zusammengekommen, 3o erscheinen nach
etwa 2—3 Tagen (also etwas spiter als bei der kleinfriichtigen Peri-
cystis) die Sexualanlagen (Fig. 1—4). Sie scheinen am Anfang ungefihr
gleich gross zu sein (Fig. 3). Die eine Anlage (von Claussen als
Oogonium angesprochen) wiichst dann aber sehr schnell, wihrend die
andere (mach Claussen Antheridium) zuerst prall gefiillt, bald zu-
sammenféllt. Das Oogonium trennt sich durch eine Querwand von sei-
nem Stiel ab (Fig. 3, 7 a), beim Antheridium ist eine solche Querwand
in manchen Fillen, aber nicht immer zu sehen (Fig. 5 ¢). Zwischen den
beiden Sexualanlagen entsteht eine offene Verbindung (Fig. 3, 4, 5),
durch welche augenscheinlich der Inhalt des Antheridiums ins Oogo-
nium wandert, worauf das Antheridium zusammenschrumpft (Fig. 5¢,
7 b—d).



Fig. 3. Fig. 4.

Fruchtkorperanlage bei der grossfriichtigen Pericystisform.
Jiingste Stadien.
Fig. 1. Anlage der Sexualorgane.
Fig. 2. Oogonium etwas gewachsen, mit anliegendem Antheridium.
Fig. 3 und 4. Junge Fruchtkirperanlagen mit offener Verbindung
zwischen Oogonium und Antheridium.
Vergr. in Fig. 1—4 ca. 450 X.



a b ¢
Fig. 5.
Fruchtkorperanlage bei der grossfriichtigen Pericystisform.

Fig. 5a). Oogonium ziemlich gross, Antheridium anliegend. Die Antheridium-
hyphe ist um die Traghyphe des Oogonium geschlungen.

Fig. 5b). Optischer Querschnitt desselben Fruchtkorpers, 24 Stunden spiiter.
Plasma vakuolosiert, offene Verbindung zwischen Oogonium und
Antheridium.

Fig. 5¢). Derselbe Fruchtkorper nach weiteren 2 Tagen. Antheridium entleert
und geschrumpft.

Fig. 5a), b), ¢), Vergr. ca. 450 X.

Fig. 6.

Fruchtkorper der grossfriichtigen Pericystis-
form, bei dem das Antheridium ein Schlinge
um die Traghyphe des Oogoniums bildet.
Vergr. ca. 450 X.
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Wie es Claussen fiir die kleinfriichtige Form beschreibt, sind
auch bei der grossfriichtigen oft mehr oder weniger abenteuerliche Bil-
der von Oogonien und Antheridien zu beobachten. So hat sich z. B. bei
der Fruchtkdrperanlage in Fig. 5 das Antheridium zuerst um die Trag-
hyphe des Oogons geschlungen, bevor es mit diesem in Kontakt trat.
Fig. 6 dagegen gibt einen Fruchtkorper wieder, bei welchem sich das
Antheridium seinen Weg zum Oogonium unter dessen Traghyphe hin-
durch suchen musste, so dass diese wie durch eine Schlinge des Anthe-
ridiums gezogen erscheint.

Der Inhalt des Oogoniums ist schon friihzeitig vakuolisiert (Fig. 4
und 5 b). Die Weiterentwicklung des Oogons zum reifen Fruchtkorper
lasst sich an Hand der Fig. 7 a—d verfolgen, wobei allerdings von den
Vorgingen, die sich im Innern des reifenden Fruchtkdérpers abspielen,
wenig zu sehen war. Am Anfang der Beobachtung (31. Juli 1934,
11 Uhr) war der junge Fruchtkorper noch hyalin, birntérmig, von einem
Langsdurchmesser von 40 ux (Fig. 7a). Das Antheridium hatte sich
augenscheinlich schon entleert, denn es sah ziemlich schlaff aus. Der
Inhalt des Oogoniums war feinkornig, ohne Vakuolen. Schon am Nach-
mittag desselben Tages (31. Juli, 17 Uhr) war das Oogon ganz abge-
rundet und stark gewachsen (68 w Durchmesser). Seine Membran war
noch farblos (Fig. 756). Am nichsten Tag (1. August) hatte der Frucht-
korper einen Durchmesser von 84 u erreicht, worauf er das Wachstum
einstellte. Nach weiteren 24 Stunden (2. August) wurde die Membran
dick und fing an, sich zuerst gelblich, dann immer dunkler braun zu
verfiarben, so dass die beginnende Aufteilung des Inhaltes in Plasma-
ballen nur noch undeutlich zu erkennen war (Fig. 7c¢). Der Frucht-
korper blieb nun mehrere Tage unverindert, sich nur immer dunkler
fdrbend, bis am 7. August durch die dunkelbraune Membran deutlich
Sporenballen mit anscheinend reifen Sporen sichtbar wurden (Fig. 7 d).
Das Antheridium wund auch seine Traghyphe waren nun ganz ge-
schrumpft. Was im reifenden Fruchtkorper wihrend der Entstehung
der Plasmaballen und der Sporen vor sich geht, kann nur eine zyto-
logische Untersuchung aufkliren. Die vorlidufice Mitteilung von
Varitchak (1932) iiber die Kernverhiiltnisse bei Pericystis apis ent-
hilt einige Beobachtungen iiber diese Vorginge.

Eine Eigentiimlichkeit der Fruchtkorper der grossfriichtigen Form
sei noch erwihnt. Das Oogon trennt sich schon friih durch eine Scheide-
wand von seiner Traghyphe ab, so dass eine Art Stiel entsteht. Dieser
Stiel bleibt nun bei der kleinfriichtigen Form, nach den Angaben von
Claussen und auch nach meinen Beobachtungen farblos, und trennt,
sich dann mit der Zeit wohl vom reifen Fruchtkorper ab. In Priparaten
von reifen Fruchtkoérpern aus iilteren Kulturen und aus Waben ist
wenigstens nichts mehr von diesem Stiel zu erkennen. Bei der gross-
friichtigen Form aber wird mit der fortschreitenden Braunfirbung des



Fig. 7 a. ' Fig. 7 8.

Fruchtkorperanlage bei der grossfriichtigen Pericystisform.
Fig. 7a). Junger Fruchtkérper, birnformig, Antheridium schon entleert.
(31.VIL.1934, 11 Uhr.) Vergr. ca. 450 X.
Fig. 7b). Derselbe Fruchtkorper 6 Stunden spiter (31.VIL, 17 Uhr). Fruchtkorper
gewachsen, abgerundet, Antheridium geschrumpft. Vergr. ca. 450 X.

kig. 7 e Fig. 7 d.
Weiterentwicklung desselben Fruchtkiorpers.
Fig. 7c¢). Nach weiteren 48 Stunden (2.VIIL1934). Fruchtkorper weiter gewachsen.
Das Plasma fingt an, sich in Ballen aufzuteilen. Vergr. ca. 450 X,
Fig. 7d). Nach weiteren 5 Tagen (7.VIIL.1934). Fruchtkorper reif. Membran dick
und dunkel. Aus den Plasmaballen sind Sporenballen mit reifen Sporen entstanden.
Vergr. ca. 450 X.

reifenden Fruchtkorpers auch dieser Stiel dunkel. Manchmal ist es der
ganze Stiel der eine Dunkelfirbung annimmt (Fig. 7 d), meist scheint
sich jedoch nur die dunkle Membran des Fruchtkérpers in den leeren
Stiel vorzuwolben, wodurch ein dunkler Zapfen an der Ansatzstelle des
Fruchtkorpers entsteht. Wie die Abbildung in Tafel 14, Fig. 7, zeigt,
beschrinkt sich die Vorstiilpung in gewissen Fillen auf kleine Zihnchen
am Rande der Ansatzstelle, oft entstehen aber richtige Anhingsel, die
von der farblosen, verdickten Membran des Oogoniumstieles iiberzogen
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sind, an welcher noch Reste der Traghyphen hingen (Taf. 14, Fig. 6
bis 11). In Priparaten aus Waben und #lteren Kulturen der grossfriich-
tigen Form sind solche Zapfen wenigstens an einem Teil der Frucht-
korper zu finden, was ein Unterscheidungsmerkmal gegen die klein-
friichtige Form zu bilden scheint. Unter den 37 im Jahre 1934 isolierten-
grossfriichtigen Pericystisstimmen war allerdings einer, welcher an-
scheinend nie solche Anhingsel an seinen Fruchtkorpern trug, und
merkwiirdigerweise waren auch die Fruchtkorper, welche aus einer
Kreuzung dieses Stammes mit anderen entstanden, glatt.

Diese an sich wohl nicht sehr wichtige Eigentiimlichkeit der Frucht-
korper der grossfriichtigen Pericystisform gewinnt an Interesse, wenn
man den Pollenschimmel Pericystis alvei Betts (Betts 1912) mit
in Betracht zieht. Dieser Pilz, welcher als saprophytischer Bewohner der
Pollenvorrite im Bienenstock weit verbreitet ist, trigt nimlich an seinen
Fruchtkoérpern nicht nur ein, sondern bis zu vier solcher dunkler An-
hingsel, die oft noch durch Querwiinde unterteilt sind, und wohl auch
nichts anderes als dunkelgefirbte Reste der Oogonium- und Antheri-
diumtraghyphen sind. Diese Anhingsel diirften vielleicht als ein ge-
meinsames morphologisches Merkmal gedeutet werden, welches die oft
angezweifelte Verwandtschaft zwischen Pericystis apis und Pericystis
alvei wahrscheinlicher erscheinen liesse. ;

Die reifen Fruchtkorper der gross- und kleinfriichtigen Pericystis-
form stimmen in ihrer inneren Struktur weitgehend miteinander iiber-
ein. Bei beiden sind sie prall mit annibernd kugeligen Sporenballen
ausgefiillt, wodurch sie sich schon auf den ersten Blick von den meist
nur halbgefiillten Fruchtkorpern des Pollenschimmels Pericystis alvei
Betts unterscheiden. In der dusseren Gestalt sind die Fruchtkorper
der kleinfriichtigen Form regelmissiger kugelig, wihrend man bei der
erossfriichtigen neben kugeligen auch sehr viel birnformige und ovale
Fruchtkorper findet (vgl. Taf. 13, Fig. 2). Eine merkwiirdige Anomalie
eines Fruchtkorpers der grossfriichtigen Pericystisform ist in Taf. 14,
Fig. 12, abgebildet. Es ist ein noch unreifer Fruchtkdrper der anstatt
Plasma- oder Sporenballen scharf umrissene, schwarze Gebilde enthielt.
Ich habe solche Fruchtkorper mehrmals in Priparaten der grossfriich-
~ tigen Form gefunden, ohne dass ich mir diese Erscheinung zu erkliren
wiisste.

Der morphologische Hauptunterschied zwischen den beiden Peri-
cystistormen besteht aber in der Grosse ihrer Fruchtkorper, was an
Hand einer variationsstatistischen Untersuchung niher besprochen wird.

2. Grosse der Fruehtkorper.

In der Kultur auf kiinstlichen Nihrboden wie auch an Mumien
erscheinen die Fruchtkorper der grossfriichtigen Pericystisform als
tiefschwarze, von blossem Auge gut einzeln unterscheidbare Gebilde,
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wihrend diejenigen der kleinfriichticen Form in der Masse eine eher
griinlich-graue Farbe haben, in welcher die einzelnen Punkte ohne Lupe
nur schwer zu trennen sind. Die Mikroaufnahmen,* Taf. 13, Fig. 1 und 2,
veranschaulichen den Eindruck, welchen Kulturen mit Fruchtkdrpern
der beiden Pericystisformen bei einer 22fachen Vergrisserung machen.
Auf den ersten Blick scheint ein wesentlicher Grossenunterschied zwi-
schen den beiden Formen zu bestehen, Mikroskopiert man aber viele
Priiparate von verschiedenen Stammen der grossfriichtigen Form, so
findet man darin neben grossen auch mittlere und kleine Fruchtkérper.
Um festzustellen, ob die Fruchtkérpergrisse wirklich ein Unterschei-
dungsmerkmal der beiden Formen des Pilzes sei, filhrte ich eine varia-
tionsstatistische Untersuchung an Hand einer grosseren Zahl von Mes-
sungen aus.

Alle Messungen wurden an Glycerin-Gelatine-Priparaten vorge-
nommen. KEs wurden immer moéglichst reife, d. h. dunkle Fruchtkorper
gemessen, in denen die Sporenballen oft durch die Membran durch-
schimmerten. War ein Fruchtkdrper anstatt rund birnférmig oder oval,
so galt sein grosster Querdurchmesser. Die oben erwihnten zapfen-
firmigen Anhiingsel wurden nicht mitgemessen. Die Messungen erfolg-
ten mit einem Messokular 3 und Zeissobjektiv Apochromat 16 mm bei
240facher Vergrosserung. Nur fiir ganz grosse Fruchtkérper kam ein
Zeissobjektiv 10 (60fache Vergrosserung) zur Anwendung. Die Messun-
gen erfolgten in Serien von 25 und 50 pro Priparat, wobei eine mog-
lichst grosse Anzahl von Stimmen verschiedener Herkunft beriicksich-
tigt wurde. Fiir die kleinfriichtige Form waren es 15, fiir die gross-
frichtige 30 Stimme verschiedener Herkunft, die z. T. in der Wabe,
z. T. in der Kultur in verschiedenen Kreuzungskombinationen Frucht-
korper gebildet hatten. Im ganzen wurden von der kleinfriichtigen Form
1000 Fruchtkérper (davon 500 von Mumien und 500 aus Kulturen bei
30° C. stammend), von der grossfriichtigen 2500 (davon 500 aus Mu-
mien und 2000 aus Kulturen bei Zimmertemperatur) gemessen. Die Be-
rechnug von Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient
geschah nach Johannsen (1913). Ich mochte hier Herrn Dr. S.
Blumer meinen besten Dank fiir seine immer freundliche Hilfe bei
der variationsstatistischen Auswertung der Messungsresultate aus-
sprechen.

Die Resultate der Messungen smd in Tab. IV und der graphischen
Darstellung Fig. 8 zusammengefasst, und zwar in Klassen mit je 20 u
Abstand zusammengezogen. Die Messungen selber wurden mit einem
Klassenabstand von 4 u (= 1 Teilstrich des Messokulars) ausgetiihrt.
Es ist jeweils die Mitte der Klasse in « angegeben, so dass z. B. die mit
40 w bezeichnete Klasse alle Fruchtkorper enthilt, deren Durchmesser

! Alle Photographien verdanke ich Herrn Dr. W. Staub.
10
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sich zwischen 8 und 12 Teilstrichen, d. h. zwischen 32 und 48 u befand.
Die Kurven sind auf Grund der Gesamtzahl der Messungen, fiir die
grossfriichtige Form auf 1000 reduziert, gezeichnet.

Tabelle IV.
Zusammenstellung der Fruchtkorpermessungen der beiden Pericystisformen.

Heskantt dex Zi[hl der Fruchtkdrperdurchmesser
L ess- 2
Frachelnine ungen | 20 | 40 | 60 | 80 | 100|120 | 140 | 160 | 180 | 200 220 240 | 260 | 280
|
Kleinfriicht. Form : .
Waben b0 | 1| 79235/138 34 12/ 1 |
Kulturen . . . .| 500 | — | 94/230/157| 18] 1| — %
Waben + Kulturen | 1000 | 1173465295 52 13| 1
Grossfriicht. Form ’
Waben 500 | — | 1| 18] 65| 77 61| 79, 60| 69 35/ 24| 6| 5| —
Kulturen . .1 2000 | —| 3| 87|240/417|470|328/227| 99| 71|27 (15|12 4
Waben -+ Kulturen | 2500 | — | 4(105305/494 531/407287(168 106/ 51 | 21 |17 | 4
‘ Standardabweich-
| Mittelwert M. mit e Var.
mlittlev::;l Fehrlfflzlr ungd r;;thxlzlrttierem koeff. v
Kleinfriicht. Form Waben 67,04 +-0,78 | 17,33 40,65 o | 25,85
N ., Kulturen . . . .| 644 +065u | 1463-+046u | 22,71
" ., Waben4 Kulturen | 65,84+ 0,51 « 16,25+ 0,36 » | 24,68
Grossfriicht. Form Waben 188,91 +2,03 n | 45,494+ 144 p | 32,75
. »  Kulturen . . 112578 +0,84 | 37,384+059 p | 29,72
i ., Waben+4Kulturen | 128,44 4 0,80 . | 40,06 =4-0,58 . | 31,19

Aus der Tabelle und der graphischen Darstellung (Fig. &) geht nun
vor allem hervor, dass die Fruchtkorper der grossfriichtigen Form
durchschnittlich wirklich grosser sind als diejenigen der kleinfriichtigen.
Allerdings greift die grossfriichtige mit ibren niedrigsten Werten ziem-
lich weit in die oberen Werte der kleinfriichtigen hinein, die Mehrzahl
der Fruchtkorper beider Formen liegt aber ausserhalb dieser Uber-
schneidungslinie. Am deutlichsten zeigt dies ein Vergleich der Mittel-
werte und ihrer Standardabweichungen. Die kleinfriichtige Form hat einen
Mittelwert von 65,84 u und eine Standardabweichung von =+ 16,25 p,
s0 dass ihre « typischen Werte » zwischen 49,59 und 82,09 u liegen. Der
Mittelwert der grossfriichtigen Form ist fast doppelt so gross, er betrigt
128,44 u mit einer Standardabweichung von 4 40,06 u, die « typischen
Werte » liegen hier also zwischen 88,38 und 168,5 u. Die typischen
Werte der beiden Pericystisformen kommen somit nicht miteinander
in Beriihrung (vgl. Fig. 8). Die Herkunft der Fruchtkorper, ob von
Mumien oder aus Kulturen, scheint einen gewissen Einfluss auf ihre
Grosse auszuiiben. Bei beiden Formen haben die von Larvenmumien
stammenden Fruchtkorper einen etwas hoheren Mittelwert. Die Frucht-
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Fruchtkorpergrosse von Pericystis apis.

grossfriichtige Form.
—————— kleinfriichtige Form.

korper aus Kulturen (es wurden ausschliesslich Bierwiirzeagarkulturen
tiir die Messungen verwendet) sind dagegen in ihren Ausmassen aus-
geglichener, d. h. sie besitzen eine kleinere Standardabweichung und
einen niedrigeren Variationskoeffizienten. Die Ursache dafiir ist wohl
in den gleichmissigeren Wirme- und Nihrbodenverhiiltnissen zu suchen.
Interessant ist es, die allgemeine Variabilitit der beiden Formen zu
vergleichen. Bei Betrachtung der Kurven erhilt man vorerst den Ein-
druck, dass die Streuung bei der kleinfriichtigen Form viel geringer sei
als bei der grossfriichtigen. Beriicksichtigt man aber den Variations-
koeffizienten (Standardabweichung in Prozenten des Mittelwertes), wel-
cher der eigentliche Ausdruck fiir die Variabilitit eines Merkmals ist,
so erscheint der Unterschied zwischen den beiden Pericystistormen gar
nicht mehr so gross. Vollends verwischt er sich bei Fruchtkorpern beider
Formen, die in Kulturen bei verschiedener Temperatur entstanden sind,
was weiter unten niher besprochen wird.

Gestiitzt auf die Ergebnisse der Messungen und auf die Tatsache,
dass bis jetzt eine Kreuzung der heiden Pericystisformen nicht ge-
lungen ist, konnte man ohne weiteres die beiden « Formen » als zwei
Arten trennen. Da jedoch die grosse Standardabweichung und der eben-
falls hohe Variationskoeffizient beweisen, dass wir es bei der Frucht-
korpergriosse von Pericystis apis mit einem Merkmal von sehr grosser
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Variabilitit zu tun haben, und da weiter die Rolle, welche die neue
Form im Bienenstock spielt, wie tiberhaupt ihre Biologie, noch ganz un-
bekannt sind, verzichten wir vorliufig auf eine Artentrennung und
fiilhren die beiden Pericystis weiter unter der Bezeichnung klein- und
grossfriichtige « Form ».

B. Physiologie.

Der vorhergehende Abschnitt hat gezeigt, dass zwischen den bei-
den Pericystisformen wesentliche morphologische Unterschiede vor-
handen sind. Es folgen nun einige Beobachtungen iiber die Physiologie
des Pilzes, ohne dass dabei Anspruch auf die Vollstéindigkeit der phy-
siologischen Untersuchung gemacht wird.

1. Temperatur und Wachstum.

Im Brutnest des Bienenvolkes, dem Aufenthaltsort von Pericystis
apis, herrscht eine Temperatur von 32—35° C. Claussen hielt seine
Pericystiskulturen im Brutschrank bei 30—36° C (1. c¢. S. 480 und
493). Um die Temperaturgrenzen und das Optimum fiir das Wachstum
der beiden Pericystisformen zu ermitteln, machte ich eine Reihe von
Parallelversuchen bei den Temperaturen 0, 11, 15, 20, 25, 30, 37 und
42° C. Die Kulturen wurden in Petrischalen in Form von Riesenkolonien
angelegt, deren Zuwachs in cm gemessen wurde. Als Impfmaterial
dienten kleine, rechteckige, aus andern (fiir alle gepriiften Stimme
eleich alten) Petrischalenkulturen ausgestochene Stiickehen von Myecel.
Es wurden nur Einzelstimme gepriift, um eventuell vorhandene Unter-
schiede zwischen den beiden Geschlechtern des Pilzes festzustellen. Alle
Platten eines Versuches wurden gleichzeitig gegossen, und es kam immer
Bierwiirzeagar, der aus derselben Sterilisierungsserie stammte, zur An-
wendung. Den durchschnittlichen tdglichen Zuwachs errechnete ich, in-
dem ich den Durchmesser der Riesenkolonie, wenn diese den Petri-
schalenrand etwa bis auf 5 mm erreicht hatte, durch die Anzahl Tage,
welche das Wachstum gedauert hatte, dividierte. Tabelle V enthiilt den
s0 berechneten mittleren Zuwachs in 24 Stunden bei variierender Tem-
peratur, fiir die beiden Geschlechter einzeln und als Durchschnittswert
beider Geschlechter angegeben. Alle Werte stiitzen sich auf Messungen
von mehreren Stimmen, fiir die kleinfriichtige Form : Geschlecht -+ *:
Stamm 122 +, 380, 597 und 971; Geschlecht — : Stamm 122 —, 488 und
401; fiir die grossfriichtice Form : Geschlecht 1: Stamm 132/1, 823,
396/1 und 450 A; Geschlecht 2 : Stamm 132/2, 760 und 765/3.

1 Die Bezeichnungen Geschlecht + und — bei der kleinfriichtigen Form ent-
sprechen denjenigen von Claussen, und zwar Geschl. + = @; Geschl. — = J.
Fiir die grossfriichtizge Form ist es mir nicht gelungen, mit Sicherheit das @ u. &
Geschlecht festzustellen. Sehr wahrscheinlich entspricht das Mycel 1 dem &,
Mycel 2 dem Q Geschlecht.
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Tabelle V.
Durchschnittlicher téglicher Zuwachs der Pericystismycelien beider Formen
in mm ausgedriickt.

00 C.| 110 €150 C.[200 G 250 €. | 300 .| 870 C.[az0 C.

Kleinfriicht. Form Geschlecht - . 0 2,26 386(7,12 10,9 | 12,52/ 7,62| 0
” 4 B — . .| 0 |24 [475]7,12|11,45 14,22/104 | 0
- » beide Geschlechter | 0 (2,32 4,2 |7,12(11,17|13,27 8,68 0
Grossfriicht. Form Geschlecht 1 0 |32 |49 894 /11,3 (11,96 13| 0
i ™ s 2 . .| 0 31548 |94 [1025/11,—| 245/ O
: »  beide Geschlechter | 0 3,17 (4,86 9,14 10,88/11,56/ 1,76| 0

Die Ergebnisse lassen sich am besten an Hand der graphischen Dar-
stellungen (Fig. 9 und 10) verfolgen. Betrachten wir zuerst die Kurven
in Fig. 9. Sie stellen den mittleren tiglichen Zuwachs der Mycelien
beider Geschlechter der Pericystisformen dar. Der Verlauf der Kurven
ist dhnlich, indem sie beide einen Gipfel bei 30° C. bilden. Das Optimum
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Fre. 9.
Einfluss der Temperatur auf die Wachstumsschnelligkeit des Mycels. Mittlerer
Zuwachs in 24 Stunden in mm (beide Geschlechter zusammengezogen).
grossiriichtige Form,
— — — — kleinfriichtige Form.

der vegetativen Entwicklung liegt also fiir beide Pericystisformen bei
dieser Temperatur. Die grossfriichtige Form zeigt jedoch schon hier eine
gewisse Vorliebe fiir niedrige Temperaturen, was noch deutlicher in den
Kreuzungsversuchen bei variierender Temperatur zum Ausdruck kommt
(vgl. den nichsten Abschnitt). In Fig. 10 sind die Wachstumskurven
der beiden Pericystistormen fiir jedes Geschlecht getrennt verzeichnet.
Es kommt darin die Beobachtung Claussens hiibsch zum Ausdruek,



— 150 —

157
7%
TS
13 ra N,
» A
’z < "‘. \
7 - \ %
" jf' \ N,
T AN

10 /’?«‘ """ \ oI . )
g & ORRL
] A N A
? A%

'Y
p AL
5 \ ‘\\ \\
4 \ N
3 “\T,!x
2 “;‘
1 Y. R

\é

0 5 70 15 2g 25 30 35 40 45°C

Fig. 10.

Einfluss der Temperatur auf die Wachstumsschnelligkeit des Myecels. Mitt-
lerer Zuwachs in 24 Stunden in mm (beide Geschlechter getrennt).

————— (Geschl. 1 L
............. Geschl. 2 } grossfriichtige Form.
—————— Geschl. +

PO v D } kleinfriichtige Form.

dass bei der kleinfriichtigen Form das Mycel des ménnlichen Ge-
schlechts (bei mir Geschl. —) schneller wiichst als dasjenige des weib-
lichen (Geschl. ). Bei der grossfriichtigen Form scheint kein solcher
Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern vorhanden zu sein.

2. Temperatur und Fruchtkﬁrperbildung?

Im vergangenen Sommer machte ich bei den Identifizierungsver-
suchen die Erfahrung, dass zwei verschiedengeschlechtige Mycelien der
grossfriichtigen Form, bei 30° C gehalten, auf der Agarschicht oft tage-
lang ineinander hineinwachsen konnen, ohne dass dabei Fruchtkorper
entstehen. Nimmt man aber solche Kulturen aus dem Brutschrank her-
aus und hilt sie bei Zimmertemperatur (20—22° C), so erscheinen schon
nach 1—2 Tagen in der Beriihrungszone der beiden Geschlechter die
dunklen Fruchtkorper. Die kleinfriichtige Form dagegen fruktifiziert
ohne Schwierigkeiten im Brutschrank bei 30° C. Diese Beobachtung
brachte mich auf die Vermutung, dass die Fruchtkorperbildung bei der
orossfriichtigen Form in hoheren Temperaturen gehemmt sein konnte.
Um dies nachzupriifen, habe ich eine Reihe von Kreuzungen der im
Sommer isolierten Einzelstimme ausgefiihrt, in Parallelversuchen bei
den folgenden Temperaturen : 0, 11, 15, 20, 25, 30, 37 und 42° C. Das
Impfmaterial war auch in diesen Versuchsreihen moglichst gleich alt,
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Einfluss der Temperatur auf die Fruchtkorperbildung. Prozente der Kulturen,
in denen Fruchtkérper gebildet wurden.

grossfriichtige Form.,
—————— kleinfriichtige Form.

und der Nahrboden (Bierwiirzeagar und C o onagar ‘) stammte jeweils
aus derselben Sterilisierungsserie. Auf der erstarrten Agarschicht wurden
nun in Petrischalen je vier Pericystisstimme geimpft, und zwar jeweils in
der Mitte ein Mycel des einen Geschlechts, gegen den Rand drei Mycelien
des anderen. Alle Kulturen blieben bei 30° C bis die Mycelien auf zirka
5 mm Entfernung zusammengewachsen waren. Dann wurden sie zur
Fruchtkorperbildung in Brutschrinke zu den betreffenden Temperatu-
ren gestellt. Im ganzen wurden auf diese Weise fiir die kleinfriichtige
Form 16, fiir die grossfriichtigze 24 Stimme verschiedener Herkunft,
in 19 resp. 32 verschiedenen Kombinationen durcheinander gekreuzt.
Es zeigte sich bald, dass die Fruchtkdrperbildung von der Temperatur
abhéingig ist, d. h. dass sie bei gewissen Temperaturen entweder ganz
unterbleibt oder mehr oder weniger gehemmt ist. Die Ergebnisse dieser
Kreuzungsversuche fassen Tabelle VI und Fig. 11 zusammen.

Tabelle VL
Einfluss der Temperatur auf die Fruchtkorperbildung bei den beiden Pericystis-
Formen, ausgedriickt in Prozenten der gepriiften Stimme.

G0 C. | 110C. | 150 . | 200 C. | 250 C. | 300 . | 370 0. | 420 C.

|

Grossfriicht. Form . . 0 ’ b | T4 84,2 | 61,4 251 ¢ 0

Kleinfriicht, Form 0 | 7 |622]| 67,8| 8 |100 | 566 | 0
i |

Das Temperaturoptimum der Fruchtkdrperbildung ist demnach fiir
die beiden Pericystisformen verschieden. Die grossfriichtige bevorzugt

t Die Zusammensetzung des verwendeten Coonagars ist weiter unten auf
3. 154 angegeben. ;
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niedrige Temperaturen 11—25° C mit einem Optimum bei 20° C, wih-
rend die kleinfriichtige ihre Fruchtkorper lieber in hoheren Tempera-
turen bildet, 15—37° C mit einem Optimum bei 30° C. Am deutlichsten
kommt der Unterschied in den Kulturen bei 30° C zum Ausdruck. Wih-
rend alle (32) bis jetzt gepriiften Stammpaare der kleinfriichtigen Form
hier Fruchtkorper gebildet haben (100 %), gelang es mir nur ein ein-
ziges Mal (von 45 gepriiften Stammpaaren), Fruchtkdrper der gross-
friichtigen Form bei dieser Temperatur zu erhalten (2,2 %b0).

Ein Vergleich der Wachstums- und Fruchtkorperbildungskurven
(Fig. 9 und 11) zeigt, dass bei der kleinfriichtigen Form Fruchtkorper-
bildungs- und Wachstumsoptimum bei 30° C zusammenfallen, wihrend
sie bei der grossfriichtigen Form getrennt sind (20 und 30° C).

Die Kreuzungsversuche bei variierender Temperatur brachten die
Erklirung der im Sommer gemachten Beobachtung, dass die gross-
friichtige Form erst bei Zimmertemperatur zur Fruchtkorperbildung zu
bringen ist. In Zusammenhang damit steht vielleicht auch die Tatsache,
dass in den eingesandten Waben verhiltnisméssig selten Fruchtkorper
der grossfriichtigen Form zu finden sind. Im Vergieich mit der klein-
friichtigen Form kommen hier viel ofter sterile Mycelien vor, deren
Identifizierung erst mit Hilfe der Kultur moglich ist. So waren im
Jahre 1934 unter den 14 Pericystistillen mit kleinfriichtiger Form nur
fiinf sterile Mycelien vertreten (die iibrigen neun hatten Fruchtkorper
an den Mumien gebildet). Von den 29 Fillen mit grossfriichtiger Peri-
cystis dagegen waren nur in vier Fruchkorper an den Mumien zu fin-
den. Beim Rest handelte es sich entweder um sterile eingeschlechtige
Mycelien (24 Fille), oder es waren zwar beide Geschlechter an getrenn-
ten Mumien in der Wabe vertreten, die Fruchtkorperbildung war jedoch
unterblieben (zwei Fille). Es ist deshalb denkbar, dass bei der gross-
friichtigen Form die Fruchtkorperbildung stark erschwert ist, auch
wenn beide Geschlechter des Pilzes vorhanden sind, solange sich die
Waben im Volk (Temperatur 32—35° C) befinden. Durch die Hem-
mung der Fruchtkorperbildung der grossfriichtigen Form bei hoheren
Temperaturen erklirt sich vielleicht auch die Tatsache, dass die Exi-
stenz dieser Form bis jetzt iibersehen wurde.

3. Temperatur und Fruchtkodorpergrisse.

Die Fruchtkorper der beiden Pericystisformen, welche in den eben
besprochenen Kreuzungsversuchen bei variierender Temperatur ent-
standen waren, wurden zu Messungen benutzt, die den Zweck hatten,
einen eventuellen Zusammenhang zwischen Temperatur und Fruchtkor-
pergrosse festzustellen. Die in Serien gemessenen Fruchtkorper (je 100
pro Temperatur fiir die kleinfriichtige Form und je 250 fiir die gross-
friichtige) entstammten jeweils dem gleichen Elternpaar und waren
gleichzeitig auf demselben Nihrboden entstanden. Tab. VII und die
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25 30

graphische Darstellung in Fig. 12 enthalten die Ergebnisse dieser Mes-
sungen. |

Tabelle VIIL
Einfluss der Temperatur auf die Fruchtkirpergrisse der beiden Pericystisformen.

Kleinfriichtige Form Grossfriichtige Form

Temp. | aittalwort M Stand. abw. ¢ Var. Mittelwert M. | Stand. abw. ¢ Var.

mit mittl. Fehler|mit mittl. Fehler| Koeff. ¥ |mit mittl. Fehler/mit mittl. Fehler| Koeff. »
11° C. 146,284-2,77 | 43,88 +1,95| 29,99
15°C. | 56,6 +1,71| 17,16 +1,21 30,32 173,0848,23 | 51,28 +2,29 | 29,63
20°C. | 59,48+1,99| 19,9 +1.33 33,46 161,284+3,22 | 51,—+2,28| 31,62
26°C. | 62,32+1,81| 18,1 + 1,27 29.05 105,64+2,06 1 32,68+14 30,84
80° C. | 66,76 12,38 2383+1,61| 35,69 | 78724242 19.66+171| 24,97
37° C. 64,24 + 1,62 16,24 41,14 25,28

Der Mittelwert variiert bei beiden Pericystistormen mit der sich
indernden Temperatur, in dem Sinn, dass die grossten Fruchtkérper
in der Nidhe des Temperaturoptimums fiir Fruchtkorperbildung ent-
stehen (bei 30° C fiir die kleinfriichtige, bei 15° C fiir die grossiriichtige
Form). Je weiter sich die Temperatur von diesem Optimum entfernt,
um so kleinere Fruchtkorper werden gebildet. Auch die auf S. 146 an-
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cegebenen Mittelwerte des Fruchtkorperdurchmessers finden in der
Kurve der Mittelwerte in Flg 12 ohne weiteres den ihnen zukommen-
den Platz. Interessant ist ein Vergleich der Variationskoeffizienten der
beiden Pericystisformen. Die scheinbar ausgeglichenere kleinfriichtige
Form weist hier nimlich Zahlen auf, welche diejenigen der grossfriich-
tigen Form noch iibertreffen. Es schemt auch ein gewisser Zusammen-
hang zwischen Temperatur und der Variabilitit zu bestehen, denn der
Variationskoeffizient ist bei beiden Formen bei optimaler Temperatur
am grossten.

4. Zuckervergirung.

- Neben dem Einfluss der Temperatur wurde noch das Verhalten
der beiden Pericystisformen gegeniiber verschiedenen Zuckerarten
gepriift. Ich hatte zuerst ziemlich Miihe, einen geelgneten Nahrboden
zu diesem Zweck zu finden, denn der Pilz wichst im allgemeinen
schlecht in synthetischen Nahrlosungen Die Coon-Losung (Schop-
fer 1934) ergab schliesslich bei einer Zugabe von Hefeextrakt eine
Nihrfliissigkeit, in welcher beide Pericystisformen gut gediehen. Sie
hatte folgende Zusammensetzung :

Asparagin . . . . . . . . . 05%0
Mg’ SO4 o E-m R om o ue LN ® 0,5 0/ 00
K‘H2P0!¢ . . . . . . . . - 175 0/00
Hefe-Extrakt . . . . . . . . 1 %o
Zucker . . . . . . . . . . b %,

Als Hefeextrakt wurden zwei verschiedene Priiparate ausprobiert :
Bacto Yeast Extract der Difco Laboratories Detroit U.S. A. und « Ce-
novis » Hefeextrakt der Phag-Fabrik in Gland (Waadt). Letzteres er-
wies sich als giinstiger fiir das Wachstum der Pericystismycelien.

Die oben angefiihrte Nihrlésung ohne Zucker wurde nun zu je
25 cm® in 200 cm® fassende Erlenmeyerkolbchen abgefiillt und im Auto-
klav sterilisiert. Die Zuckerlosungen (30 °/0) wurden fiir sich sterilisiert
und dann steril zu je 5 em® in die Kolbchen abpipettiert, so dass
diese schliesslich je 30 cm® einer 5 %o Zuckerlosung enthielten. Folgende
Zuckerarten wurden auf ihre Vergirbarkeit gepriift : Arabinose, Man-
nit, Laevulose, Dextrose, Mannose, Galaktose, Saccharose, Maltose,
Laciose, Dextrin und losliche Stirke (alle Zucker waren von Merck
bezogen worden). Als Impfmaterial diente eine Reihe von Pericystis-
Stimmen beider Geschlechter und beider Formen, welche in Tab. VIII
einzeln angefiihrt sind. Es stammte aus 3—4 Tage alten Kulturen auf
Bierwiirzeagar. Um eine eventuelle Beeinflussung des pH in den Kolb-
chen durch etwa mitgerissene Stiickchen von Bierwiirzeagar auszuschal-
ten, wurde beim Abimpfen stets Sorge getragen, dass nur Luftmycel
auf die Impfnadel kam. In jeder Zuckerreihe blieb ein Kolbchen un-
beimpft als Kontrolle und wurde wihrend der ganzen Dauer (ein



Tabelle VIIL
Zuckervergirung der beiden Pericystisformen.

5 2 Arabinose Mannit Laevulose Dextrose Mannose Galaktose Saccharose Maltose Lactose Dextrin Stiirke =
g g w H W : u . : é
E 5 ; D , pH| W. | pH w. pH w. pH w. pH . = = e w. pH a2 pac = e W. pH w. pH| 2
1] 450A gl e | Fit 681 + |31 ++ |30 & F 51 + £ Bk A 16,2 #4188 PR 16,8 0 6,0 0+ 51| 1
2| 896/1 s 48 0 56| + |32 ++ |33 ek 4,5 e 45 ++ 5,8 +++ | 35| infiziert | 0 4,6 0 53] 2
3| 823 Fdt 89 0 57| 0+ 3,2 + 3.2 st 6,3 ey WDt + 168 ++4 -85 +++ 138 0 46 0+ 58| 3
4| 813 + 5 5o |tk tag 4
5 132/1 + + 6,4 + 6,5 5
6| 765/3 Fi =, 69 + |35 =+ 3,5 + 5 6,3 ++ 3,5 +o .0 o+ o 35 ka2 6,8 =& 43 - 54| 6
7| 184d o o il - 013 i 6,5 + (35 ++ |34 +F 6,3 T e +4- 3.5 ek T84kt 44185 + 3,7 0 55| 7
8| 132/2 i 6,4 =+ 6,5 8
9| 760 + 6,4 i 6,5 9
10{ 1130 + 6,4 &=y [ 4,2 10
11f 401 ++++ 145 ++++ |35 + 80| +++ |30 T A=E 6,3 Ak LRSS ++ 2,8 B s il 4 T 2,8 0 (46 ++++ 4411
12| 488 +4++156] ++++ 137 + |28 ++ |28 ++++ |52 ++++|85 Ft 20 + e 4.2 +++ 181 ++++(385 ++++ 48|12
18 122-1 4+ 28 +obt+ |32 13
14 77 debtt 12,6 o e e 3 14
15 788 & st 240 Cip ey i ol LA 15
14 791 S N 6,6| Fkb | 87 & .80 Fdae| 30 +++ | 62 +idts ,0) b= 3,0 S el e 15 A 2.9 ++++| 35 ++++ |88 16
17 597 bt 6,1 +++ |4 ++]28 ++ |27 +++ |63 e .5 Tk 2,9 +4+++ |48 +++ [ 29 + 31 +++ | 3217
1§ 122K ++++| 2,8 i | 0 18
19 746 +++ -+ 591 ++++ |84 ++++| 28 et 8.2 19
201 Konty 5,0 | 53 4,7 5,2 5,7 54 58 4.9 5,0 5,2 5,5 4,6} 5,6] 20

Wachstum : 0 = kein, 0+ = etwas, + = schwach, ++ = mittel, -+++ = gut, +-+++ = sehr gut.
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Monat) des Versuches im Thermostaten (30° C.) mitbebriitet. Das pH
der Nihrlosung in diesen Kontrollkélbchen dient als Vergleichsbasis
fiir die Beurteilung der Vergirung in den beimpften Kolbchen. Die
pH-Bestimmung wurde nach einem einfachen kolorimetrischen Ver-
fahren, das in unserer Anstalt von Karnicki und Dorner (1934)
ausgearbeitet worden ist, ausgefiihrt. Die Einfiilhrung in diese Methode
verdanke ich Friulein M. Théni. Es handelt sich dabei um einen
kolorimetrischen Vergleich der zu untersuchenden Fliissigkeit mit
Standardlosungen von bekanntem pH, in Tropfen auf einer weissen
Glasplatte. Als Indikatoren wurden gebraucht: Thymolblau, Bromthy-
molblau, Bromkresolpurpur, Methylrot und Bromphenolblau. Das pH der
Kontrollosungen wurde ausserdem noch elektrometrisch bestimmt. Die
Resultate der Zuckervergirungsreihen enthilt Tab. VIII. Neben dem
PH ist fiir jeden Stamm auch die Intensitit des Wachstums angegeben.
Nummern 1—10 sind Stimme der grossfriichtigen Form (und zwar
1—5 = Geschl. 1 und 6—10 = Geschl. 2). Nummern 11—19 sind
Stdimme der kleinfriichtigen Form (11—15 = Geschl. —, 16—19 =
Geschl. -+), Rubrik 20 enthilt die pH-Werte der Kontroll-Losungen.
Das Ergebnis des Zuckervergidrungsversuches ist, dass von beiden Peri-
cystisformen Laevulose, Dextrose, Galaktose und Maltose stark ver-
goren, dagegen Mannose nicht angegriffen wurde. Eine Ausnahmestel-
lung scheinen Saccharose und Lactose einzunehmen. Von der klein-
friichtigen Form stark vergoren, werden sie nur von einzelnen Stim-
- men der grossfriichtigen angegriffen, von den meisten trotz gutem
Wachstum gar nicht vergoren. Ist deshalb zwischen den beiden Peri-
cystisformen in Hinsicht auf die Zuckervergirung ein Unterschied
vorhanden, so ist er im Verhalten gegeniiber diesen zwei Zuckern zu
suchen. :

Die Vergirung der iibrigen Zucker hat schwankende Resultate er-
geben, welche oft durch schlechtes Anwachsen der Stimme beeinflusst
waren.

Zu erwihnen ist noch das Verhalten des Pilzes gegeniiber Stiirke.
Die kleinfriichtige Form wuchs in den Stdrkekolbchen gut, und hatte
auch eine merkliche Anderung des pH der Nihrfliissigkeit hervorge-
rufen (Tabelle VIIT). Die Stimme der grossfriichtigen Form dagegen
wuchsen sehr schlecht. Ich wiederholte deshalb den Versuch auf festem
Néhrboden. Zu der Coonlosung wurde ausser Hefeextrakt, 1,5 %o Agar
und 0,1 % loslicher Stirke zugesetzt. Die Kulturen wurden in Petri-
schalen als Riesenkolonien angelegt und wuchsen alle gut an. Nach
10 Tagen kontrollierte ich die Kulturen durch Ubergiessen der Platten
mit Lugolscher Losung. Von allen gepriiften Stimmen (5) der klein-
frichtigen Form wurde die Stirke weitgehend abgebaut. In der Mitte
der Platte zeigte sich keine Stirkereaktion mehr, sondern nur eine
durch die Lugolsche Losung gelblich gefirbte runde Fliche, an welche
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sich nach aussen ein roter und weiter ein violettroter Ring anschlossen.
Am Rand der Riesenkolonie ging dieser in die violette Farbung der un-
abgebauten Stirke iiber. Bei den Stimmen der grossfriichtigen Form
war der Stirkeabbau schwicher und ging nur bis zur Rotfirbung (Dex-
trine).

IV. Zusammenfassung.

1. Der Pilz Pericystis apis ist weiter verbreitet im Bienenvolk, als
man bisher angenommen hatte. Seine Verbreitung deckt sich dabei
nicht mit der Verbreitung der von ihm erzeugten Krankheit der
Bienenlarven (Kalkbrut), d. h. er ist nicht nur im kranken, son-
dern auch im gesunden Volk zu finden.

2. Es bestehen nebeneinander zwei verschiedene Formen von Peri-
cystis apis, deren Kreuzung bis jetzt nicht gelungen ist. Die bei-
den Pericystisformen unterscheiden sich morphologisch (Frucht-
korpergrosse, Anhingsel) und physiologiseh (Temperaturoptimum
der Fruchtkérperbildung) von einander. Von Pericystis alvei, dem
Pollenschimmel, sind sie deutlich verschieden.

3. Wir bezeichnen diese beiden Pericystis als « klein- und gross-
friichtige Form » ohne vorldufig eine Artentrennung durchzu-
fiihren.
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