Untersuchungen iiber bakterielle Hemmwirkungen
auf das Wachstum von Fusarium oxysporum f.
cubensec

Von K. W. Kuchar (Technische Hochschule, Wien)
Mit 7 Textfig.

Versuche mit Hyphomyceten, insbesondere Mucedineen, haben
erwiesen, dass gewisse Bakterienstimme die genannten Pilze hem-
men oder auch losen kénnen (Kuchar, 1959, im Druck). Daher war
mit einiger Wahrscheinlichkeit zu erwarten, dass auch fiir Tuber-
culariaceen, so die Gattung Fusarium und namentlich Fusarium oxy-
sporum f. cubense, Bakterien gefunden werden konnten, die in die-
sem Sinne wirksam: sind.

Arbeiten anderer Autoren, die sich auf die Wechselwirkung bzw.
Hemmung von Pilzen und Bakterien beziehen, schienen diese Ver-
mutung zu stiitzen. Ich verweise auf solche Arbeiten, wie z. B. von
Stevenson (1954) iiber die antibiotische Wirkung von Actinomy-
cen auf Helminthosporium und die Arbeit von Pridham (1956),
die sich auf die Wirkung von Streptomyceten auf Phytophthora u. a.
bezieht. Zwar ist in diesen Arbeiten von Pilzen die Rede, aber nicht
von dem hier interessierenden Fusarium ozysporum. Dariiber (aller-
dings nicht iiber die f. cubense) handelt die Arbeit von Buxton
(1955), die iiber das verschiedene Verhalten gegeniiber Actinomyceten
und die diagnostische Bedeutung dieses Verhaltens berichtet.

Meine orientierenden Versuche in dieser Richtung, mit 45 frisch
isolierten Bakterienstimmen verschiedener systematischer Stellung
ergaben, dass besonders ein Sporenbildner — iiber dessen Systematik
eine weitere Arbeit berichten wird — aktiv war.

Néahrbdéden und Kultur von Fusartum ozysporum
f.cubense.

Die erste Frage gilt den Nahrbdden und der Kultur. Es dreht sich
darum, einerseits solche Nihrbéden anzuwenden, die die Kultur des
Pilzes ermoglichen, zudem sollen es auch Nihrmedien verschiedener
Provenienz sein, um durch Passagen die physiologische Aktivitit des
Pilzes aufrechtzuerhalten (Florey, 1949). Diese Medien dienen
lediglich der Fortziichtung des Pilzes und haben das Impfmaterial zu
liefern. Anderseits handelt es sich um die eigentlichen Versuchs-
medien, die gleichermassen fiir den Pilz als auch fiir die unter-
suchten Bakterienstimme giinstige Entwicklungsmoglichkeiten bie-
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ten sollen. Fiir die Pilzkultur wurden Wiirze, Kartoffel und Brot
verwendet. Die Ziichtungstemperatur war stets 250 C aus spéter zu
erorternden Griinden. Das Impfmaterial stammt von den Laboratorien
der United Fruit Co. Boston, Mass.

Der Pilz wurde auf Agarplatten frisch nerangeziichtet und die
nach dem Tropfchenverfahren von Lindner gewonnenen Einzel-
kulturen bildeten den Ausgangspunkt fiir alle weiteren Versuche. Der
Pilz wurde alternierend auf den angegebenen Ndhrboden kultiviert
und zugleich wurden Parallelproben in steriler Erde angelegt.

Wirzenahrboden. Ungehopfte Brauerei-Vorderwiirze wird
zwei Stunden im Dampftopf gekocht, iiber ein Kieselgurfilter abge-
nutscht oder zentrifugiert und das klare Filtrat oder Zentrifugat mit
Leitungswasser auf 100 Bllg. eingestellt. Auf Koélbchen abgefiillt folgt
dreimalige fraktionierte Sterilisation. Fiir manche Versuche wird der
Wiirze 2% Agar zugesetzt, dieser iiber Nacht quellen gelassen und
durch kurzes Aufkochen gelost und filtriert.

Kartoffelnahrbdden. Nach der iiblichen Vorbehandlung
und nach steriler Entfernung des Periderms werden die Knollen in
Scheiben geschnitten und in sterile Petrischalen gelegt, die mit was-
serfeuchtem Zellstoff ausgelegt sind. Die nicht weiter sterilisierten
Kartoffelscheiben werden drei Tage lang bebriitet und die infizierten
Schalen eliminiert. Es waren auch dreimal im Dampf sterilisierte
Kartoffel in Gebrauch.

Brotnahrboden. Schwarzbrotscheiben in sterilen Petri-
schalen, die mit angefeuchtetem Zellstoff ausgekleidet sind, werden
einer dreimaligen Dampfsterilisation unterworfen.

Von allen gepriiften Nahrboden hat sich die Wiirze oder der
Wiirzeagar als bestes Nahrmedium erwiesen. In der Regel ist nach
einigen Tlagen Inkubation ein deutliches Myzel wahrnehmbar, das sich
dann rasch weiterentwickelt und nach etwa einer Woche sind reich-
lich Mikrokonidien gebildet. Die Makrokonidien entwickeln sich lang-
samer und sind auch weniger zahlreich. Im Endstadium sind die
Kolonien als geschlossene, fest zusammenhéngende Decken ausgebil-
det. Auf Wiirzeagar entsteht allméhlich das fiir die Tuberculariaceen
typische gallertige stromatische Gefiige.

Auf Brotndhrbéden erfolgt das Wachstum rascher, es entwickelt
sich iippiges Luftmyzel, die Stromabildung unterbleibt meistens oder
ist nur kiimmerlich.

Die Kartoffel sind am wenigsten als Néhrboden geeignet. Auf
den ungeddmpften Kartoffeln bildet sich nur spérlich und langsam
ein diirftiges Myzel; etwas besseres Wachstum. ist auf den dampf-
sterilisierten Scheiben zu erzielen. Die Kultur auf Kartoffeln fiihrt
vor allem zu einer ziemlich starken Desaminierung, der Stickstoff-
gehalt des Nahrbodens fallt, hingegen werden die Zellwédnde, insbe-
sondere die Mittellamelle kaum oder nur schwach angegriffen. Ein
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Absinken des Pentosegehaltes ist zumindest in der ersten Zeit kaum
nachweisbar. Deshalb unterbleibt die Mazeration, auch bei lingerer
Ziichtung.

Zichtungs-Temperatur.

Die Literatur gibt fiir Fusarium oxysporum Temperaturen von
38—400 C als Maximum fiir das Myzelwachstum und die Aggressivi-
tdt an; das Optimum liegt wie fiir viele andere Fusarien bei 25—30° G
(Goss, 1923). Zudem erfolgt die Infektion der Kartoffel bereits bei
120 C, wo der Pilz also seine Aggressivitit entwickelt, ohne indessen
bei dieser Temperatur virulent zu sein, d. h. er vermag bei dieser
Temperatur zwar in den Wirt einzudringen, ohne vorliufig Krank-
heitserscheinungen hervorzurufen. Immerhin, das Myzelwachstum
findet selbst bei dieser Temperatur statt.

Es wurde daher bei allen folgenden Versuchen — wo es darum
ging, einheitliche Kulturbedingungen sowohl fiir den Pilz als auch
fiir die Bakterien zu schaffen — die Temperatur von 256° C beibehal-
ten. In diesem Temperaturbereich zeigen sowohl der Pilz als auch
die Bakterien gutes Wachstum.

Bouillon-Wirze als Kollektivnahrmedium fir
Fusarium und Bakterien.

In der Wiirze wachsen die untersuchten Bakterien schlecht oder
gar nicht und deshalb mussten Nahrboden gesucht werden, die zwar
Wiirze fiir das Pilzwachstum enthalten, zugleich aber auch den Bak-
terien mdglichst optimale Wachstumsbedingungen bieten. Als
brauchbar haben sich Bouillon-Wiirze-Gemische erwiesen, die auch
fiir die weiteren Versuche verwendet wurden. Dabei hat sich heraus-
gestellt, dass, wie zu erwarten, in Abhéngigkeit von der Zusammen-
setzung des Nahrmediums Ertragsschwankungen innerhalb gewisser
Grenzen auftreten. Vor allem mussten die Peptonprdparate unter-
sucht werden, von denen einige durch tryptischen Eiweissabbau ge-
wonnen wurden. Fig. 1 zeigt das Wachstum auf einem Né&hr-
boden, dessen Peptonkomponente aus einem Gemisch zweier
Peptonsorten besteht, und dieser Nahrboden wurde schliesslich fir
alle folgenden Versuche beibehalten.

Die Bouillon besteht aus Hefewasser mit Pepton und Kochsalz.
Der Wuchsstoffgehalt des Hefewassers macht dieses Substrat
als Néahrmedium-Komponente gut geeignet. Ebenso brauchbar ist
Hefeautolysat: 1 kg Presshefe wird mit 250 ml Wasser angeriihrt und
mit 8,75 g K-metabisulfat und 1,256 ml konz. Salzsidure versetzt. Nach
24 Stunden bei 45—50°C wird filtriert. Der Stickstoffgehalt des
Autolysates ist 16—47 g/l. Vor der Verwendung wird das Autolysat
auf 700 mg/1 Stickstoff verdiinnt und weiter so wie Hefewasser ver-
wendet.
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Wachstumskurve.

Die hier und bei den weiteren Versuchen angewandte Methodik
ist die bei Studien dieses Arbeitsgebietes iibliche (vgl.z. B. Kuchar,
1950). Als Néhrlosung wurde die beschriebene Bouillon-Wiirze ver-
wendet. Die Kulturdauer betrigt 14 Tage,

Die erste Phase, das Keimstadium und die erste Entwicklung,
ist etwa, am vierten Tag abgeschlossen, (Fig. 1). Jetzt macht sich
die Autokatalyse stirker bemerkbar, die Stoffproduktion steigt
rapid, die Wachstumskurve verliuft nahezu linear. In diesem
Stadiumy beginnt die Deckenbildung mit vermehrtem Wachs-
fum an den Glasrindern, so dass sich nach etwa acht Tagen
ein deutlicher Ring mit Lufthyphen zeigt. Die Zuwachsquote
betrigt rund 20 mg pro Tag und am zwdlften Tag ist oft das Maxi-
mum. erreicht, manchmal etwas spéter. Dann iiberwiegen die
hemmenden Faktoren so stark, dass damit das Erntemaximum erreicht
wird und der weitere Zuwachs unterbleibt. In der Schlussphase, wenn
also die Kurve sich parallel zur Abszisse zu kriimmen beginnt, ist
meist die Decke voll ausgebildet. Das vorerst submerse Myzel bildet
auch in der Mitte Lufthyphen und nach 14 Tagen ist dann meist
eine homogene weisse Lufthyphendecke ausgebildet. Die Konidien-
bildung setzt ganz allgemein ein, die Kurve wird parallel zur Abszis-
senachse. Die Ausbildung neuer Lufthyphen wird wéhrend der zwei-
ten Phase kontinuierlich fortgesetzt. Das Luftmyzel kann aber in der
Mitte auch fehlen und bleibt dann nur auf den Rand beschriankt.
Trotzdem ist die Decke geschlossen, wenn auch in der Mitte submers,
und auf die quantitative Bildung der Trockensubstanz kaum von ent-
scheidender Bedeutung.

Hemmwirkung in Mischkulturen.

Um die direkte Wirkung der Bakterien auf den Pilz zu unter-
suchen, wird der Pilz in wachsende Bakterienkulturen mit der oben
beschriebenen Bouillon-Wiirze als Néahrsubstrat geimpft. Im einzel-
nen wird so vorgegangen: Serien mit vier Kolbchen von je 300 ml
Inhalt und mit je 50 ml Né&hrlosung, werden mit dem Bakterien-
stamm geimpft. In Abstdnden von zwei Tagen folgt die Pilzimpfung
und nach weiteren 14 Tagen Inkubation die Bestimmung der Trocken-
gewichte. Somit erhdlt man die Pilzproduktion in Bakterienkulturen
verschiedenen Alters, die also beim Versuchsbeginn null, zwei, vier
Tage usw. alt waren. Nun ist aber zur Beurteilung wesentlich, dass
nach der Pilzimpfung die Bakterien weiter wachsen. Daher verblieb
der Pilz der ersten Serie — also am Tage Null.geimpft — in einer
insgesamt vierzehntigigen Bakterienkultur; die zweite Serie be-
inhaltet sechzehntigige Bakterienkulturen, die dritte achtzehntatige
usw. Nachdem der Stoffwechsel der Bakterien nicht gestoppt ist,
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ergibt sich eine Kurve, die das Resultat sowohl der Hemmwirkung
als auch aller weiteren Stoffwechselvorginge der wachsenden Bak-
terienkultur darstellt. (Fig. 2).

Die Versuche zeigen, dass dann, wenn die Pilzimpfung in ganz
junge Bakterienkulturen erfolgt, das Pilzwachstum kaum gehemmt
erscheint. Der Pilz erreicht noch Maximalernten von 160 mg, manch-
mal auch dariiber. In &lteren Bakterienkulturen ist die Wirkung
schon deutlich, das Myzelgewicht sinkt und in Sechstage-Kulturen
ist es am kleinsten. Damit ist das Hemmungsmaximum erreicht und
zugleich der Knickpunkt der Kurve. Von da ab nimmt sie einen ziem-
lich steilen Verlauf nach oben, die Hemmwirkung &lterer Bakterien-
kulturen nimmt relativ rasch ab. Der letzte Kurvenabschnitt wird
langsam flacher, doch liegt er bereits ausserhalb der vorherrschen-
den Wirkung des eigentlichen Hemmstoffes. Autolyseprodukte iiber-
lagern dessen Wirkung, es treten Deformationen des Myzels auf (vgl.
auch Porter, 1932) und die Situation wird also hier ganz uniiber-
sichtlich. Jedenfalls liegen selbst diese Kurventeile — wo also die
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Hemmwirkung stark schwindet — dennoch weit unter jenen der
'Wachstumskurve.

Hemmwirkung des Kulturfiltrates.

Es hat sich also herausgestellt, dass die Hemmwirkung mit der
Kulturdauer abnimmt. Nicht geht daraus hervor, wie gross der Hem-
mungsanteil in einem bestimmten Zeitpunkt der Bakterienkultur ist,
denn die Bakterien wachsen ja weiter und die Hemmwirkungen sum-
mieren sich. Um also festzustellen, wie hoch der tatsichliche Hemm-
wert einer Bakterienkultur bestimmten Alters ist, muss jeweils das
Bakterienwachstum gestoppt werden, was hier durch Abtrennung der
Bakterienzellen vom Néahrmedium geschieht.

Ausgangsmaterial fiir die Bakterienansiatze war eine 24-stiindige
Agarkultur, mit der die Bouillon-Wiirze geimpft wurde. Nach sechs
Stunden bei 250 C wird in sterile Erlenmayerkolbchen pipettiert.
Serien von je vier dieser Bakterienkulturen werden in Abstédnden
von je zwei Tagen durch Bakterienfilter 1 G 5 keimfrei filtriert. Auf
diese Weise erzielt man sterile Kulturfiltrate, die von Bakterienkul-
turen mit 2, 4, 6 und mehr Tagen Inkubationsdauer stammen. Die ge-
wonnenen Filtrate werden mit dem Pilz beimpft und bebriitet, die
Entwicklung des Myzels verfolgt und nach vierzehn Tagen das
Trockengewicht zweier Parallelkulturen bestimmt. Nach weiteren
zwei Tagen, also nach insgesamt sechzehntigiger Kulturdauer wird
zur Kontrolle das Trockengewicht der verbliebenen zwei Kulturen der
betreffenden Viererserie ermittelt.

Der Hochstertrag ist zumeist mit der ersten Wégung bereits er-
reicht. Als Vergleich werden zu jeder Versuchsserie stets Pilzkul-
turen in frischer hemmstoffreier Néhrlosung angelegt und deren
Maximalgewicht nach vierzehn Tagen bestimmt (Fig. 3).

Zunachst fallt auf, dass die Kurve flacher verliuft als in Bak-
terienkulturen des vorigen Versuches: der absteigende Ast ist langer,
und die grosste Hemmwirkung tritt spédter ein. Der Verlauf der Akti-
vitdtsinderungen beginnt damit, dass zundchst im Zweitage-Filtrat
kaum eine Hemmung der Pilzentwicklung zu bemerken ist. Eher
wird das Wachstum stimuliert. Nachdem die weitere Hemmstoff-
produktion durch die Abtrennung der Bakterien unterbunden ist, ist
in diesen Filtraten die Hemmung entsprechend kleiner, die Myzel-
gewichte liegen hoch und erreichen nahezu die Werte der Wachs-
tumskurve. Doch in dlteren Kulturfiltraten wird weniger Myzel ge-
bildet, bleibt in den néchsten Filtraten weiterhin fallend, schliesslich
setzt eine stirkere Hemmung ein, bis sie im Zehn-Tage-Filtrat ihr
Maximum erreicht hat. Das Maximum der Hemmung halt auch im
Zwolf-Tage-Filtrat an, ist nach rechts verschoben“und liegt bei etwa
20 mg. In diesem Punkt ist also das Myzelgewicht etwas niedriger
als im vorigen Versuch. In Zwolf-Tage-Filtraten konnen die Koni-
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dien zwar noch keimen, es bilden sich kleine Myzelflocken, doch
stirkere Pilzentwicklungen bleiben aus. Jedenfalls bleibt das Myzel
submers, Lufthyphen oder Konidien werden nicht gebildet.

Nun steigt die Kurve langsam an, doch verlauft sie weniger steil
als in lebenden Bakterienkulturen, die Werte bleiben aber trotz des
Anstiegs immer noch weit unter den Werten der Wachstumskurve,
und also auch dieser Abschnitt liegt noch im Bereich der Hemmung.

Wirkung von Filtrat-Konzentraten in frischer
Néahrlosung.

Die Bestimmungen der Filtrat-Hemmwirkung sagen aus, wie
sich die Hemmstoffaktivitit im Verlauf der Bakterienentwicklung
dandert, doch wéire zu analysieren, welcher Anteil auf die fungistatische
Komponente féllt und wieweit auch die anderen hemmenden Fak-
toren die Maximalernten des Pilzes mitbestimmen. Es ist ja so, dass
die Wachstumshemmung nicht allein von der Hemmstoffproduktion
abhdngt, sondern auch von anderen Faktoren, so etwa von
autolytischen Zerfallsprodukten. Vor allem tritt die Nahrstoff-
menge als begrenzender Faktor auf; oder anders ausgedriickt, der
Erschopfungsgrad des Néaéhrmediums (Oppermanmn, 1951,
Schmidt, 1925). Die mit dem Filtrat erhaltene Kurve ist somit der
Ausdruck der Summe aller Komponenten, besonderl der aufsteigende
Ast: der Wirkung des Hemmstoffes und der Hemmung infolge der
Erschopfung des Nahrmediums.

Bei der physiologischen Analyse der Wachstums- oder besser der
Hemmungskurve, kann der Faktor ,erschopfter Nahrboden* durch
frische Nahrlésung — dem Hemmfiltrat beigemischt — ausgeschaltet
werden. Da die frische Nahrlosung, die also alle Néhrstoffe unver-
mindert enthdlt, in dem Gemisch volumsméssig den Hauptanteil
bilden soll, muss der hemmende Anteil als Konzentrat vorliegen.
Es werden also Kulturen angesetzt, deren Versuchslosung zu 957
aus Bouillon-Wiirze und zu 5% aus konzentriertem Filtrat, entspre-
chend 50 ml der urspriinglichen Kulturfliissigkeit, besteht. So kon-
nen also die beiden Komponenten, die in der gleichen Richtung
wirken — Hemmstoffe und ,erschopfter Néhrboden“ — getrennt
dargestellt werden. Es darf aber nicht ibersehen werden, dass nicht
nur die alleinige Erschopfung des Substrates hemmend wirkt (sie
macht sich in der Wachstumskurve iibrigens ab dem zwolften Kul-
turtag stirker bemerkbar), sondern dass mit dem Hemmstoffkonzen-
trat auch andere Stoffwechselprodukte, ebenfalls konzentriert, zuge-
fithrt werden. Immerhin gewdhrleistet das Verfahren die optimale
Nahrstoffversorgung zu Beginn des Versuchs, und schaltet damit die
vom Néhrstoffmangel verursachte Hemmung in den ersten Stadien
aus.
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Fiir die Versuche entfallen auf je 45 ml frischer Nahrlosung 5 ml
konzentrierten Filtrates der jeweiligen Entwicklungsstufe. Die Ge-
winnung des Konzentrates erfolgt so, dass zehn Tage alte Bakterien-
kulturen, also mit maximaler Hemmwirkung, zentrifugiert werden.
Es folgt sterile Filtration der klaren Losung und anschliessend wird
im Vakuum bei Zimmertemperatur auf etwas weniger als ein Zehn-
tel des urspriinglichen Volumens eingedampft. Mit wenigen Tropfen
doppelt destillierten Wassers wird das Konzentrat auf genau ein
Zehntel des urspriinglichen Volumens aufgefiillt und abermals durch
Bakterienfilter sterilisiert.

Die mit dem Pilz beimpften Kulturen mit frischer Ndhrlosung
plus Konzentrat ergeben nach vierzehntéigiger Bebriitung die Maxi-
malwerte.

Um mit Sicherheit das Maximalgewicht zu erfassen, erfolgen
Gewichtsbestimmungen an Parallelkulturen der jeweiligen Serie
nicht nur am vierzehnten Kulturtag, sondern bereits am zehnten und
zwolften Tag sowie auch am sechzehnten Tag. Angegeben sind die
Maximalgewichte, die in der Regel mit dem vierzehnten Tag er-
reicht waren.

Hier kommt nun die Kurve (F'ig.4) so zustande, dassin den submaxi-
malen Hemmungsbereichen die Hemmwirkung teils aufgehoben,
teils stark verzogert wird. Vor allem am Anfang tritt die Verzoge-
rung deutlich in Erscheinung. Aber bereits in Sechs-Tage-Konzen-
traten nimmt die Hemmung rasch zu, erreicht, wie in nichtkonzen-
trierten Filtraten, im Zehn-Tage-Konzentrat das Maximum, ohne
indessen die Werte des Filtrates zu erreichen. Mit anderen Worten:
die Hemmwirkung des Konzentrates ist in den ersten Kurvenberei-
chen vermindert oder aufgehoben, und erst die hoheren Hemmstufen
entfalten sich vollauf. Dieser Effekt kommt moglicherweise so zu-
stande, dass in der frischen Néahrlosung ein Teil der Hemmstoffe
gebunden, also biologisch inaktiv wird — diese Rate ist an sich nicht
gross — und erst bei Absittigung dieser bindenden Kréafte bleibt der
weitaus grossere Teil der Hemmstoffe frei verfiigbar und tritt als
Hemmungseffekt voll in Erscheinung. Die letzte Phase, der ziemlich
steile Anstieg der Kurve, ist wohl auf die hier giinstigeren Né&hr-
bedingungen zuriickzufiithren.

Abhdangigkeit der Hemmwirkung von der
Bakterienkonzentration.

Bisher war der Hemmungsfaktor wesentlich als Funktion der
Entwicklungszeit gewertet worden: die Entwicklung des Hemmstof-
fes, seine Abschwichung in Abhédngigkeit von der Kulturdauer der
produzierenden Bakterienkulturen. Nun ist aber die fungistatische
Wirkung der Bakterienkulturen auch eine Funktion der Zellenzahl.
Zwar geht mit der Kulturdauer auch eine Zellvermehrung einher, es
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ist also nicht nur das Alter der Kultur eine Variable, sondern auch
die Zellenzahl verdndert sich. Und eben deshalb lassen die bisherigen
Versuche nicht erkennen, wie hoch die Bakterienkonzentration einer
Bakterienkultur sein muss, um den Hemmungseffekt in den angege-
benen Volumina hervorzubringen. Daher sollen in diesem Versuch
nur gleichaltrige Kulturen verwendet und allein die Bakterienkon-
zentration verédndert werden.

Die Versuche sind mit gleichaltrigen jungen Kulturen angesetzt,
die sich noch in der logarithmischen Entwicklungsphase befinden.
Es sind natiirlich auch in solchen Kulturen nicht alle Zellen gleich
alt, doch ist der relative Anteil aller Altersstufen in jeder Volumsein-
heit gleich gross. Daher muss sich die Summe der physiologischen
Zustinde aller Zellen nach aussen, d. h. in diesem Fall hemmwir-
kend, als signifikante Grosse manifestieren, die fiir alle Ansitze
gleich sein muss.

Kolbchen mit 50 ml der iiblichen Kollektiv-Néhrlosung und mit
dem Pilz beimpft, werden zwei bis drei Tage bebriitet, und — nach-
dem sich das Myzel soweit entwickelt hat, dass die ersten Flocken
sichtbar werden — mit Bakterien geimpft.

Ausgangspunkt fiir die Bakterienkulturen sind 24-stiindige, aus
mehreren Passagen gewonnene Agarkulturen. Von hier in 50 ml
Bouillon geimpft, entwickelt sich nach 48 Stunden eine Kultur, die
zentrifugiert und mit steriler physiologischer Kochsalzlésung dreimal
gewaschen wird. Das Zentrifugat wird in 50 ml steriler Ndahrlosung
suspendiert; dies ist die Ausgangskonzentration fiir die Versuche,
in der Tabelle mit 1 bezeichnet. Die Konzentrationsstufe 10 wird durch
Suspendierung des Zentrifugats in 5 ml Néhrlosung hergestellt, die
itbrigen durch entsprechende Verdiinnung.

Von den Pilzkulturen mit jeweils 1 ml der entsprechenden Bak-
teriensuspension wird jene Stufe ermittelt, die eine deutliche Wachs-
tumshemmung hervorruft,

Zu Beginn der Versuche sind also alle Kulturen gleichen Alters,
nur die Bakterienkonzentrationen sind verschieden.

In Kolbchen mit der geringsten Konzentration entwickelt sich
nach vierzehn Tagen ein kriftiges Myzel mit geschlossener Decke;
es ergab sich keine Hemmung. Moéglicherweise haben wir es hier mit
einer Wechselwirkung zu tun, die auf dasselbe toxische Prinzip be-
griindet ist, das auch die Welkeerscheinungen bei phanerogamen
Wirtspflanzen hervorruft und das sich keineswegs nur auf Fusarium
oxysporum beschriankt, sondern auch von verschiedenen anderen Pil-
zen gebildet wird (vgl. GAumann, 1951). (Fig. 5).

Die néchsten Kolbchen zeigten anfangs eine gewisse Verzogerung,
die spater wieder verschwand und nach vierzehntigiger Kultur war
das Maximalgewicht gleich dem der unbehandelten Kontrollen. Erst
die Stufen von 10—3 aufwérts haben diejenige Bakterienkonzentra-
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tion, die erforderlich ist, um den gewiinschten Hemmungseffekt zu
erreichen, d. h. die Zuwachsquote an Bakterienzellen ist in diesen
Fillen so gross, dass sie den hemmenden Einfliissen des Pilzes wider-
stehen und zudem die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes iiber-
treffen.

Bei élteren Myzelien, z. B. viertigigen Kulturen, waren schon
weit hohere Bakterienkonzentrationen erforderlich, um den Hem-
mungseffekt zu erzielen.

Fig. 7. — Wachstumshemmung von Fusarium oxysporum f. cubense durch

Bakterien. Im ersten Kolben von links starke Hemmung; nur submerses

Wachstum. Die mittlere Kultur ist schwicher gehemmt; am Glasrand

weisses Luftmycel. Der rechte Kolben zeigt eine normale ungehemmte
Pilzkultur.

Hemmwirkung auf die Entwicklungsstadien
des Pilzes.

Wesentlich wire noch die Frage, wie die Bakterien und deren
Hemmstoffe auf die Entwicklungsstadien des Pilzes wirken. Bisher
war die Versuchsanordnung so, dass der Pilz in die Ndahrlosung oder
Kultur geimpft wurde und somit der ganze Entwicklungsgang von
der keimenden Konidie oder von den ersten Keimstadien bis zum
Maximalgewicht der Hemmwirkung ausgesetzt war. Die so erhal-
tenen Ergebnisse sind also der summarische Ausdruck der entgegen-
gesetzt wirkenden Faktoren, einerseits der exponentialen und auto-
katalytischen Vermehrung der Zellen, anderseits der hemmenden
Faktoren, also der Hemmstoffe, der autolytischen Produkte, des er-
schopften Nahrmediums usw. Wieweit aber die einzelnen Entwick-
lungsphasen von der Hemmwirkung betroffen werden, entscheiden
diese Versuche nicht.
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Die Hemmwirkung auf die Entwicklungsstadien wurde so unter-
sucht, dass auf 2-, 4-, 6- und mehrtigige Pilzkulturen jeweils 2 ml
frischer 24-stiindiger Bakterienkultur verimpft wurde. In Abstinden
von je zwei Tagen wurde das Trockenmyzel bestimmt. Die Ergeb-
nisse sind in Fig. 6 wiedergegeben.

Das 2-Tage-Myzel wird anfangs kaum gehemmt, erst spéter
macht sich die Hemmwirkung bemerkbar, das Maximalgewicht geht
iiber 76,2 mg (Mittelwert) nicht hinaus. Das 6-Tage-Myzel zeigt erst
spater Wachstumshemmungen und erreicht 1256 mg. Das 10-Tage-
Myzel wird nicht oder kaum gehemmt und erreicht, bisweilen mit
einer kleinen Verzogerung, den normalen Maximalwert.

Zusammenfassung:

Eine Reihe frisch isolierter Bakterienstimme wurde auf ihre
antibiotische Wirkung gegeniiber Fusarium oxysporum f. cubense
untersucht. Davon iibt ein sporenbildender Stamm besonders auf die
jungeren Entwicklungsstadien des Pilzes eine hemmende Wirkung
aus. Die Hemmstoffproduktion verstdrkt sich nach einer gewissen
Anlaufzeit und klingt dann wieder ab. Es besteht eine Wechselwir-
kung, die sich darin &ussert, dass die Hemmung an eine bestimmte
definierbare Bakterienkonzentration gebunden ist. Unterhalb dieser
Schwelle erfolgt keine Hemmung, vermutlich durch toxische Wir-
kungen des Pilzes.
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