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Als Ursache der Krebspest, die wéhrend der zweiten Hélfte des vorigen
Jahrhunderts schlimm in Mitteleuropa wiitete, wurden mehrere verschiedene
Parasiten angegeben. Aber nur zwei von diesen wurden Gegenstand einge-
henden Interesses, namlich die Krebspestbakterie Hofers (1906), Bacil-
lus pestis astaci und der von Schikora (1903, 1906) angegebene Pilz,
Aphanomyces astaci. Hier ist nicht der Ort, auf die Streitigkeiten einzu-
gehen, die zwischen Anhangern dieser Theorien gefihrt wurden, erst in den
letzten Jahren ist durch Untersuchungen von Hybetin (1931, 1934) und
Schaperclaus (1935) klar festgestellt worden, dass Schikoras Auffassung
die richtige war. Uber die Biologie des Krebspestpilzes liegen aber keine
eingehenden Beobachtungen vor.. Schikora hat zwar in mehreren von seinen
Aufsatzen wichtige Beitrdge zur Kenntnis der Entwicklung des Pilzes
geliefert, und Schaperciaus beschreibt ein paar Stufen der Entwicklung,
die er auf Krebsen gefunden hat. Viele Fragen uber die Lebensbedingungen
des Pilzes harren jedoch immer ihrer Lésung.

Um mit grosserer Aussicht auf Erfolg die Krebspest bekampfen zu
kénnen, meinte Dr. Kybelin, dass weitere Untersuchungen Uber die
Biologie des Pilzes vonnéten seien, und forderte mich auf, in Gemein-
schaft mit ihm eine solche Untersuchung auszufuhren. Im folgenden werde
ich naher Uber die Resultate, die ich erzielt habe, berichten.

Um den Pilz in Reinkultur zu erhalten, habe ich die von Kybeltin (1934,
1936) ausprobierte Methodik benutzt. Unter sterilen Verhaltnissen wurde
die Bauchganglienkette Krebsen entnommen, die an Krebspest erkrankt
waren. Das Ganglion wurde in eine Petrischale mit etwa 10—15 °/o Krebs-
blutagar gelegt. Hach einigen Tagen war der Pilz von dem Bauchganglion
ausgewachsen, Agarstlickchen mit Pilzmyzel konnten ausgeschnitten und in
neue Schalen zu weiterer Ziichtung tbergefihrt werden.

Alle Versuche, den Pilz von erkrankten Hautstiicken u. dgl. rein zu
kultivieren, misslangen zufolge'von Bakterien, die den Pilz schnell Gber-
wuchsen und ihn erstickten. Es gelang auch nicht immer, den Pilz aus den
Bauchganglien zu erhalten, wenn diese so spédt herausgenommen wurden,
dass Bakterien sekundar eingedrungen waren. Durch Benutzen der von
Metin (1932) ausprobierten Methode mit partieller Sterilisierung in 0,1 %
Chloramin (Paratoluolsulfocliloramidnatrium) wahrend einer Minute konn-
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te das Wachstum der Bakterien in mehreren Fallen erfolgreich verhindert
werden. Die Versuche mit dem Pilze sind meistens im hangenden Tropfen
ausgefihrt worden. Zu diesem Zweck wurden etwa 4 mm? grosse Agar
Stiickchen mit Myzel in kraftigem Wachstum ausgeschnitten und auf ein
steriles Deckglas gelegt, wonach ein Tropfen der Kulturflissigkeit hinzuge-
fugt und das Deckglas auf eine feuchte Kammer gelegt wurde. Diese
Methode erlaubt ein bequemes Studium direkt unter dem Mikroskop, und
in wenigen Tagen kénnen mehrere Entwicklungsstufen des Pilzes erhalten
werden. Einige Versuchsserien sind auf Agar mit Zusatz von Krebsblut
oder anderen Stoffen ausgefiihrt worden.

In der Gattung Aphanomyces gibt es mehrere Arten mit ausgepragter
parasitischer Tendenz. Enige derselben, wie Aphanomyces parasiticus
(Coker, 1923) und Aphanomyces phycophilus (De Baby, 1860), sind obli-
gate Parasiten, die sich nicht ausserhalb ihrer Wirtspflanzen ziichten lassen,
wahrend andere betreffs des Parasitismus mehr oder minder fakultativ sind.
Welche Stellung Aphanomyces astaci hierbei einnimmt, ist eine Frage von
grosser Bedeutung fir die Ausbreitung der Krebspest und fir praktische
Anstalten gegen dieselbe. Hierauf komme ich spéater ausfuhrlicher zuriick,
will aber schon jetzt bemerken, dass Aphanomyces astaci in keinem héheren
Masse zu einer saprophytischen Lebensweise beféhigt ist.

Bei der Ziichtung von Aphanomyces astaci sind teils feste, teils fllissige

Substrate benutzt worden. Die festen Substrate haben folgende Zusammen-
setzung gehabt :

Glukose oo 5 ¢
AGAr o 15 ¢
WESSEl .o 100 g

Dieser Agarlésung wird bei einer Temperatur von 40—42° Krebsblut
oder Pferdeserum zugesetzt, so dass die Konzentration davon 10—15 % ist.
Das Krebsblut ist die beste N&hrsubstrat, offenbar enthalt es die Bestand-
teile, denen der Pilz in seinem Leben in der ISTatur angepasst ist. In einigen
Versuchen, wo es wichtig gewesen ist, die Konzentration genau zu kennen
oder wo grossere Mengen erforderlich waren, ist das Krebsblut durch Pferde-
serum ersetzt worden.

Folgende Benennungen sind benutzt worden: Zoosporen werden die Spo-
ren genannt, die sich in Zoosporangien bilden und sich nach der Entleerung
in einer kleinen Kugel ausserhalb der Mindung sammeln. Schwarmsporen
sind die mit eigenem Bewegungsvernidgen ausgestatteten Sporen, die aus
den Zoosporen gebildet werden.



In den Tabellen sind folgende Bezeichnungen benutzt worden:

Myzel
— kein Wachstum
+ sehr sparliches Wachstum
+ » bis massiges Wachstum
++ reichliches Wachstum

Zoosporen und Schwarmsporen
— kein Vorkommen
+ sehr sparliches Vorkommen
+ » bis méssiges VVorkommen
++ reichliches Vorkommen

Tabelle 1. Das Wachstum im Blut.
Kon- Z00 Schwarm
Substrat zentra- ) i
tion % Myzel sporen sporen Anm.
Blut von Astacus ... 100 ++ Oogonien  und
» » » e 50 ++ — — Antheridien
» » » 20 ++ + — nach 0 Tagen
» » » e 10 + 4+ +
» » » e 5 + 44
Blut von Cambarus .... 100 ++ Oogonien nach
Blutserum von Schlei .. 100 ++ + — 11 Tagen
» » » 20 4+ ++ +
Kaninchenblut  ............. 100 ++
Kaninchenserum .............. 100 4+ _ _

Wie aus der Tabelle | hervorgeht, wachst das Myzel sehr gut in Blut.
Ein Tropfen 100 %-iges Krebsblut war in 24 Stunden von dem Pilz ganz
durchwachsen. Mit abnehmender Konzentration wird das Wachstum des
Myzels schwécher, aber statt dessen fangt die Zoosporenbildung an, in
20 %-igem Krebsblut ist sie sparlich, in 10—5 %-igem ist sie reichlich. Die
Schwarmsporen sind nicht in demselben Masse gebildet worden wie die
Zoosporen, eine Erscheinung, die in allen Versuchen wiederkehrt. In
einigen Kulturen mit Krebsblut (100 und 50 %) sind Oogonien und
Antheridien aufgetreten. Von grossem Interesse ist, dass der Krebspestpilz
sich ebenso gut im Blut des amerikanischen Krebses, Cambarus, entwickelt
hat, auch Oogonien sind dort aufgetreten. Mach Angaben in der Literatur
ist diese Art fur Krebspest nicht empfanglich. Im Blut sowohl von Fischen
als von Saugetieren hat sich das Myzel ebenfalls kréaftig entwickelt.

Mach Kiebs Kklassischer Untersuchung (1899) uber die Entwicklung
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der Saprolegniaceen kann man durch. Zlchten eines solchen Pilzes in Sub-
straten mit verschiedenen Nahrungskonzentrationen ihn zur Erzeugung von
gewlnschten Fruktifikationsformen zwingen. Dies stimmt hinsichtlich der
Zoosporen- und der Schwarmsporenbildung, sie findet nicht statt, wenn die
Kulturflissigkeit zu reich an Nahrung ist, aber bezlglich der Oogonien —
und der Antheridienbildung mussen andere Faktoren als eben die Nahrungs-
konzentration mitspielen.

Ein typisches Beispiel von der Bedeutung der Konzentration des Nahr-
substrates finden wir in Tabelle I1.

Tabelle 1. Entwicklung in Pferdeblutserum.
Kon-
Zoo- Schwarm-
Substrat zentra- Myzel
tion % sporen sporen
Pferdeblutserum............... 100 +
» 20 + + + —_
» e 5 + + —
+ ++ +

Die Myzelentwicklung nimmt mit sinkender Konzentration ab, in 100
%-igem Blutserum ist jedoch die Entwicklung schlecht; statt dessen wird
die Zoosporenbildung um so reichlicher, je geringer der Vorrat an Nahrung
wird. Wie ersichtlich werden auch in diesem Versuch die Schwarmsporen
in bedeutend geringerer Anzahl als die Zoosporen gebildet und erst, wenn
die Konzentration des Serums nicht hoher als 1 %-ig ist. Dieses Verhaltnis
steht in voller Ubereinstimmung mit dem Auftreten der Krebspest bei den
Krebsen. So lange das Myzel sich drinnen in den Krebsen befindet, werden
keine Zoosporen gebildet, und auch nachdem das Myzel angefangen hat,
aus dem Krebs hinauszuwachsen, ist die Zoosporenbildung spéarlich. Wenn
aber das Myzel weiter hinausgewachsen ist und der Vorrat an Nahrung
abnimmt, tritt eine lebhafte Zoosporenbildung ein. Wenn der Krebs durch
die Wirksamkeit des Pilzes getdtet ist, treten sekundar saprophytische
Saprolegniaceen und Bakterien auf, durch die der Krebspestpilz mehr oder
minder unterdriickt wird.

Die verschiedenen Entwicklungsstufen des Pilzes.

In der schon recht grossen Literatur lber die Krebspest fehlen noch
detaillierte Beschreibungen der Entwicklung des Krebspestpilzes. Schikoba
hat zwar den Pilz abgebildet, aber die Zeichnungen sind nicht mehr zugéang-
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lieh (sie waren auf dem Fischereitag in Mailand 1906 ausgestellt), und in
der Arbeit Schapekciatjs’ stellen die meisten Abbildungen, die sowohl gut
als instruktiv sind, solche des Myzels und des Wachstums desselben im
Krebsgewebe dar. Bei meinen Untersuchungen habe ich mehrere Stufen in
der Entwicklung des Pilzes verfolgen kénnen, und im folgenden werde ich
Uber meine Ergebnisse naher berichten.

Das ziemlich spérlich verzweigte Myzel ist mit feinkdrnigem Protoplasma
gefullt. Die normale Dicke der Faden ist 75—9,5P. Schapebclaus gibt
die Fadendicke nur zu 3,4—5,65 an. So schmale Faden habe ich nur aus-
nahmsweise angetroffen, erwéhnt sei aber, dass das Myzel ein anderes Aus-
sehen hat, wenn es drinnen im Krebs wdchst, die Kontur ist dann uneben
und in der Kegel sind die Faden zarter.

Sobald die Faden aus dem Krebs hinausgedrungen sind, oder wenn das
Myzel in einer nghrstoffarmen Ldsung kultiviert wird, fangt die Zoosporen-
bildung an (vgl. Fig. | a—d). Die Zoosporangien kénnen nicht morpholo-
gisch von dem Ubrigen Myzel unterschieden werden, auch werden sie nicht
durch eine Wand abgegrenzt. Das Protoplasma eines Fadens teilt sich in
eine Anzahl Sporenanlagen auf, die etwas langgestreckt und mittels eines
feinen Fadens vereinigt sind. Die Sporen nehmen dann sphéarische Form
an und werden durch die Spitze des Sporangiums entleert, wo sie bleiben,
in einer kleinen Kugel angesammelt (Fig. 1 d). Die Anzahl Sporen, die
in jedem Sporangium gebildet werden, variiert recht sehr, zwischen 10—40,
meistens sind es 15—20 Stiicke. Die Entleerung des Sporangiums geht
rasch vor sich, in 1—2 Minuten ist es getan. Auch die Bildung der Zoo-
sporen erfolgt sehr rasch; wenn ein wohlernéhrtes Myzel ins Wasser (ber-
gefuhrt wird, kann es in 6—8 Stunden Zoosporen gebildet haben. Der
Durchmesser der Zoosporen ist 8,1—0,5

Die Zoosporen kénnen nicht keimen und entbehren folglich der Fahig-
keit zur Infektion des Krebses. Aber aus den Zoosporen entwickeln sich
Schwarmsporen (vgl. Fig. 1 e—g). Mach einer Kuheperiode von 8—24
Stunden bilden sich die unbeweglichen Zoosporen in Schwarmsporen um.
Eine solche Schwarmspore kriecht aus der Zoospore hinaus, eine dinne
Decke hinterlassend. Von Gestalt ist sie elliptisch mit ziemlich spitzen
Enden und hat eigene Bewegungsfahigkeit durch zwei seitlich befestigte
Zilien. Die Schwarmsporen treten seltener als die Zoosporen auf. Wahrend
die Zoosporen sehr leicht gebildet werden, ist es bedeutend schwieriger sie
dazu zu bringen, in Schwarmsporen (iberzugehen. Bei meinen Ziichtungen
des Pilzes habe ich Zoosporenbildung bei 116 verschiedenen Gelegenheiten
erhalten, aber nur in 40 von diesen Fallen (=29 °/o) sind Sehwarmsporen
gebildet worden, und nur in wenigen davon sind praktisch genommen alle
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Zoosporen in Schwarmsporen iibergegangen. Meistens sind die Schwarm-
sporen viel sparlicher als die Zoosporen gewesen. Dieselbe Beobachtung
kann in der Natur gemacht werden. Auf einem Krebs, der an Krebspest
gestorben ist, hat das Myzel grosse Mengen unbeweglicher Zoosporen gebil-
det, wahrend die Schwarmsporen spérlich sind, wenn sie Uberhaupt Vor-
kommen. Schapebcraus hat die Schwarmsporen gar nicht gesehen,
wahrend Schikoba angibt, sie wahrgenommen zu haben. Die Ursache
dieser Launenhaftigkeit oder Unwilligkeit zur Bildung von Schwarmsporen
habe ich nicht klarstellen kénnen. Die Schnelligkeit, womit die Krebspest
sich innerhalb eines Seensystems verbreitet, muss doch darauf beruhen,
dass die Seuche in erster Linie von den Schwarmsporen weitergefiihrt wdrd.
Im hangenden Tropfen haben die Schwarmsporen bis zu 5 Tagen gelebt,
gewohnlich aber verlieren sie ihre Bewegungsfahigkeit schon nach einem

Fig. 2. Myzel keimender Schwarmsporen, Vergrosserung 270 mal.

oder zwei Tagen. Da die weitere Entwicklung der Schwarmsporen zu
kennen von grosser Wichtigkeit ist, machte ich auf den Vorschlag Dr.
Nybblins einige Keimversuche damit. Es zeigte sich, dass die Sporen
sowohl in Wasser als in Krebsblut keimten. Im Wasser war jedoch das
Keimprozent sehr klein, und nur ein kurzer Keimschlauch wurde gebildet
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(Fig. 1 g). Im ErebsMut dagegen wurde 100 % Keimung erhalten, und
im héngenden Tropfen wuchsen die Sporen zu mehreren Millimeter langen
Myzelien aus, die durchaus dem Ubrigen vegetativen Myzel glichen. Fig. 2
stellt eine Mikroaufnahme von Myzel keimender Schwarmsporen dar. Mach
Uberfiihrung in Wasser bildeten diese Myzelien binnen wenigen Tagen
sowohl Zoosporen als Schwarmsporen. In einem Wassertropfen, der Haut-
stiickchen eines Krebses enthielt, keimten die Sporen zu Myzelien aus, die
400—500 P lang waren. Wegen zu kraftiger Verunreinigung durch Bak-
terien konnte ich diese Myzelien nicht weiter verfolgen, aber es ist sehr
wahrscheinlich, dass die Krebse Stoffe enthalten oder ausscheiden, die auf
die Schwarmsporen eine positive chemotaktische Einwirkung haben.
Keimung fand auch in 20-%-igem Pferdeblutserum statt, war aber dort
nicht so gut wie im Krebsblut. Obgleich es also moglich ist, unter sehr
gunstigen Verhaltnissen in der Kultur die Sporen zum Keimen zu bringen
und aus diesen Myzelien eine neue Generation Schwarmsporen zu erhalten
ohne Zugang eines lebenden Krebsbestandes, halte ich doch die Wahrschein-
lichkeit dafiir, dass die Schwarmsporen solche Bedingungen in unseren
Gewassern finden sollten, flir sehr gering.

Die Entwicklung der geschlechtlichen Fortpflanzungsorgane, Oogonien
und Antheridien, habe ich nur bei einzelnen Gelegenheiten beobachten
kénnen und dann immer in den Kulturversuchen, an den Krebsen habe ich
sie nicht gesehen. Offenbar stimmt Apha/nomyces astaci in dieser Hinsicht
mit mehreren anderen Aphanomyces-Arten (berein, die nur selten Oogonien
bilden (vgl. Coke«, 1923). In Kulturen, die in 50—100 Plo-igem Krebs-
blut geziichtet werden, kann man nach 3—b5 Tagen Bildungen wahrnehmenJ
die als junge Oogonien gedeutet werden missen. Sie sind sparlich aufge-
treten, gewohnlich nur eine oder zwei, in einer Kultur habe ich eine Anzahl
von fiinf gefunden. In Fig. 1 h ist eine solche Oogonanlage abgebildet. Sie
sitzt terminal an einem kurzen Myzelzweig, und ist mit dichtem, fein-
kornigem Protoplasma gefillt. Zahlreiche kleine Vakuolen sind vorhanden.
Mach 6—8 Tagen kann eine Eizelle beobachtet werden, und zugleich erhélt
das Oogon eine feinstachelige hyaline Membran. Die Grosse des Oogons
variiert zwischen 41,6—48,0  die des Eies zwischen 22,4—28,8 fl. In Fig. 1
k ist eine 14 Tage alte Oospore abgebildet, die einen Keimschlauch aussen-
det. lhre weitere Entwicklung habe ich nicht verfolgen kénnen.

Bildungen, die ich als Antheridien gedeutet habe, sind in Fig. 1 i abge-
bildet. Ob diese von denselben Faden wie die Oogonien ausgehen oder von
angrenzenden, Hess sich nicht mit Sicherheit entscheiden, wahrscheinlich
aber gehorten sie denselben Myzelfdden an. Aphanomyces astaci wiirde also
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zu den androgynen Arten zu rechnen sein. Wegen des spérlichen Materials
sind keine zytologisclien Beobachtungen gemacht worden.

Meine Beobachtungen Uber die geschlechtlichen Verhdltnisse sind aber
zu wenig umfangreich, um eine sichere Aussage dartiber zu erlauben. Auch
Sehaperclaus gibt an, dass die Oogonienentwicklung sparlich und spora-
disch gewesen sei. Seine Angaben sowohl Uber die Grosse wie Uber die
Form stimmen nicht mit meinen Uberein nach seinen Messungen sind die
Oogonien 16—20r gross und mit Stechapfel- bis morgensternférmigen
Stacheln versehen. In einer friheren Abhandlung desselben Verfassers
(1927) hat er eine andere Zeichnung, die aber auch nicht mit den meinigen
Ubereinstimmen. Ehe diese Frage mit Sicherheit beantwortet werden kann,
sind neue Entersuchungen notwendig. Es ist von grosser Wichtigkeit, zu
voller Klarheit in dieser Beziehung zu kommen, nicht nur um gute Art-
kennzeichen zu erhalten, sondern auch weil die Oosporen von Bedeutung
sein konnen, um den Pilz wahrend Perioden des Austrocknens und der
Kélte am Leben zu erhalten. Dauersporen vegetativer Art habe ich nicht
wahrgenommen, es fehlen auch solche der Gattung Aphammyces im all-
gemeinen.

Da ich weder in Schikoras noch in Schapercilatjs’ Arbeiten eine zusam-
menfassende Charakteristik dieses Pilzes gefunden habe, gebe ich hier auf
Grund meiner Untersuchungen folgende Diagnose :

Aphanomyces astaci, Schikora.

Myzel vorzugsweise parasitisch auf Astacus fluviatilis, ziemlich reich ver-
zweigt, 7,5—95 r dick. Die Zoosporangien von derselben Grosse wie die
Pilzfaden. Die Zoosporen sind 8,1—9,5 8 gross und nach der Entleerung in
einem Kigelchen an der Spitze des Sporangiums gesammelt. Die Schwarm-
sporen sind elliptisch und haben zwei laterale Zilien. Oogonien terminal an
kurzen Zweigen, kugelig, 41,6—48,0 8 im Durchmesser, mit feinstacheliger
hyaliner Membran. Eier einzeln, 22,4—28,8 § im Durchmesser. Antheridien
selten, nicht immer vorhanden, androgyn.

Einwirkung ausserer Faktoren.

Fur das Dasein des Krebspestpilzes kénnen mehrere &ussere Faktoren,
wie Temperatur, Beaktion und Austrocknung, eine Bolle spielen. In der
Absicht, die Lebensbedingungen des Pilzes naher kennen zu lernen und da-
durch méglicherweise zu einer Methode oder zu Vorschriften flr die prak-
tische Bekampfung zu gelangen, habe ich gemeinsam mit Dr. Nybeltin' die
Einwirkung einiger solchen Faktoren auf den Pilz untersucht. Nachstehend
berichte ich naher Uber diese Versuche.
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a) Einwirkung der Temperatur.

Obgleich Krebspestepidemien wahrend des ganzen Jahres beobachtet wer-
den kodnnen, auch im Spatherbst und frih im Frihling, ist es offenbar, dass
die Krankheit wahrend der Sommermonate am verheerendsten herrscht,
wenn die Temperatur in unseren Gewassern 15—20° C. ist. In der Absicht,
die optimale Wachstumstemperatur zu ermitteln, wurde eine Temperatur-
serie gemacht zwischen 5° und 30° mit Intervallen von 5 Grad. Etwa 4

Tabelle I11l. Entwicklung bei verschiedenen Temperaturen.

Durchmesser Entwicklung in 10 % Pferdeseruml
Temperatur  der Kult,

: Schwarm-
In-mm Myzel Zoosporen sporen
5° 7 + +

10° 25 +

15° 40 + + .

20° 52 N + + _

25° 42 — + _

30° 2 —

1 Versuchszeit 48 Stunden.

mm" grosse Agarstiickchen mit Myzel wurden in Petrischalen geimpft, die
10 %-iges Pferdeblutserumagar enthielten. Nach einer Woche wurde der
Durchmesser der Kulturen gemessen. Wie aus den Werten .der Tabelle 111
hervorgeht, ist das Wachstum bei 5° sehr gering, zwischen 10° und 25° ist
das Wachstum gut mit einem Optimum bei 20°. Uber 25° nimmt die
Wachstumsféhigkeit sehr schnell ab, bei 30° hat sie praktisch genommen
aufgehort. Ahnliche Verhiltnisse begegnen uns beim Ziichten im fliessenden
Substrat, das Optimum liegt bei 20—25°, sowohl betreffs der Myzel- als
der Zoosporenbildung. Bei 5° sind Zoosporen nur spérlich gebildet worden,
was moglicherweise auf der kurzen Versuchszeit beruht. Auf Krebsen, die
wahrend des Winters in Aquarien mit fliessendem Wasser gehalten werden,
wo die Temperatur nicht mehr als 3—5° ist, bildet das Myzel namlich reich-
lich Zoosporen, doch geht die Entwicklung langsamer vor sich als im Sommer.
Keine Schwarmsporen sind gebildet worden, was vielleicht durch die recht
hohe Konzentration des Serums verursacht ist.

Wenigstens das Myzel vertragt nicht Gefrieren. Eine kraftige Myzel-
kultur, die wahrend 12 Stunden gefroren war und danach vorsichtig auf-
getaut wurde, war da schon tot. Wie die Zoosporen sich hierbei verhalten,
habe ich nicht feststellen kénnen, aber wahrscheinlich haben auch sie keine
Resistenz gegen Kalte,
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b) Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration.

Besonders flr die Bildung der Zoosporen ist die Reaktion der Kultur-
flussigkeit von grosser Bedeutung. In Tabelle 1Y ist die Einwirkung ver-

Tabelle IVV. Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration.

Kon-

Stoff zentra- PH Myzel Zoo- Scliwarm-

h sporen sporen
tion

WWASSEE oo o ‘ 72 4 I +

KH, PO4 oo 0,0i—M 55 + — —

kh? po4 + K2 hpod4 ... 0,0i—M 71 —+ “+ -

K, HPO, .., 0.0i—M 8,4 + +

K, HPO4 + K3 P04 0,0i—M 10,2 + + —

Iv, PO. e, 0,0i—M >10,2 + J— .

scliiedener pH-Werte, durch Mischung verschiedener Phosphate erhalten,
untersucht worden. Die Konzentration der Phosphate wurde anfénglich zu
0,1—M bemessen, es zeigte sich aber, dass die Baden diese ziemlich niedrige
Konzentration nicht ertrugen. Sie wiesen deutliche Zeichen von Hydrolyse
auf, sie kollabierten teilweise, und ein Wachstum fand nicht statt. Eine
0,001—M-L6sung vertrug jedoch das Myzel, obgleich die Entwicklung in
allen Kulturen sparlich war zufolge des Eahrungsmangels. Bei einem pl(
von 10,2 und hoher konnte kein Wachstum konstatiert werden, das Myzel
war von den Hydroxylionen vergiftet. In den Kulturen mit saurer oder
schwach alkalischer Reaktion war die Zoosporenbildung recht reichlich, bei
einem pH von 84 und hoher war sie sehr sparlich oder ganz eingestellt.
Schwarmsporen konnten in keiner der Phosphatkulturen wahrgenommen
werden. Die Entwicklung von Aphanomyces astaci ist also bedeutend
schlechter in alkalischer Reaktion als in saurer.

c) Einwirkung von Giften.

Es gibt eine grosse Anzahl Verbindungen und Praparate mit fungizider
Wirkung. Die Anzahl Stoffe mit toxischer Wirkung, die untersucht
worden sind, ist nicht sehr gross, aber die Stoffe sind gewahlt im Hinblick
darauf, dass sie in der Anwendung o6konomisch sein sollten. Die Stoffe
haben wenigstens 48 Stunden eingewirkt, und das Aussehen der Kulturen ist
nach 24 Stunden beobachtet worden.

Eine ausgepragte fungizide Wirkung kommen den Salzen der Schwer-
metalle zu, besonders denen des Kupfers und des Quecksilbers. In Tabelle
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Tabelle V. Einwirkung von Kupfersulfat und Quecksilberchlorid.

Kon-
Stoff zentra- Myzel zoo- Schwarm-
. sporen sporen
tion
WaSSer ... + 4+ +
CuSO4+5H20 .o 0,0i% — - —
Cu SO« +5 Hs O 0.00i =+ - -
Cu S04+5 H20 0,0005 4+ 4+ —
Cu S04+5H20 0.000i 4+ + 4+
Hg Cls . 0,01% -
Hg CI2 0,005 — — —
Hg CI* 0,00i + — —
Hg ClIS e 0,0005 =+ -+ —“+ 4+

V ist die Einwirkung von Kupfersulfat und Quecksilberchlorid zusammen-
gestellt. Diese beiden Metalle haben, wie die Tabelle zeigt, einen ausser-
ordentlich hohen toxischen Effekt. 0,001 % ist vollig geniigend, um die
Entwicklung sowohl von Myzel als von Zoosporen zu verhindern. In
0,0005 %-iger Ldsung entwickeln sich Myzel und Zoosporen, aber nur spar-
lich, Schwarmsporen wurden erst bei 0,0001 % Kupfersulfat gebildet,
dagegen war die Schwarmsporbildung bei 0,0005 °/o Quecksilberchlorid sehr
lebhaft, dies war jedoch wahrscheinlich ein Zufall, eine stimulierende Wirk-
ung wird den Schwermetallen nicht zugeschrieben. Ein anderer Beweis flr
die grosse Giftigkeit des Kupfers ist der Umstand, dass der Pilz in Nahr-
I6sungen, die mit kupferdestilliertem Wasser bereitet waren und also nur
Spuren von Kupfer enthalten konnten, kein Zeichen von Wachstum zeigte.

Fur wenigstens einige Pilzordnungen sind Arseniksalze sehr giftig. In
Tabelle VI sind die Resultate der Einwirkung zweier Arseniksalze zusam-
mengestellt. Von den beiden Salzen ist das Arsenat wenig wirksam gewesen,
0,5 % ist freilich totend gewesen, aber eine 0,1 %-ige Losung hat weder
Myzel noch Zoosporen unterdriickt, bei 0,05 °/o werden auch Schwarmsporen

Tabelle VI. Einwirkung von Arsenik.

Kon-
Zoo-  Schwarm-
Stoff z%notrr]a Myzel sporen sporen
WaASSElr  ..oooecveeeeeeeeeieeens + e +
Nas HAsO4* 7 H2 0 ........ 0,5 % — — —
Na» HAsO4 7 H2 0 ........ 0,1 4+ 4 —
Na2 HAsO4+ 7T H2 0 ........ 0,05 + I +
Na» HAsO3 0,5% — —
Na2 HAsO3 0,1 — — —
Na2 HAsO03 0,05 + — _
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gebildet. Das Arsenit hat grosseren Effekt gehabt, in einer 0,05 %-igen
Ldsung ist das Myzel nur spérlich gewachsen, und die Sporenbildung ist
ganz unterdriickt worden. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass
die beiden Salze nicht direkt vergleichbar sind; infolge seines Wasserge-
haltes enthélt das ETatriumarsenat viel weniger Arsenik. Wenn Arsenik
gepruft werden sollte, wére es auch notwendig, seine Einwirkung auf Krebse
und Fische zu untersuchen.

Fir das Katriumarsenat ist die Zeit, die erforderlich ist, um die
Schwarmsporen zu téten, untersucht worden (vgl. Tab. Y.1). In einer

Tabelle VII. Einwirkung von Arsenik auf Schwarmsporen.

Kon-

i 3 6 15 30 GO 120 24
Stoff zent- - . : : A . :
ration Min.  Min. Min. Min. Min. Min. Min. Stdn.
Wasser ... ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Na* HAsSOj  .......... 1 % + —
Nao HAsO4 ... 0,5 + + + + + —
Na2 HAsO» ... 0,i +4+ 4+ 4+ 4+ ++ + —

1 %-igen Losujig werden sie beinahe sofort getétet, in einer 0,5 %-igen Ldsung
haben sie nach 6 Minuten betréchtlich an Zahl abgenommen und sind nach
15—30 Minuten tot. In 0,1 %-iger LOsung leben sie noch nach einer Stunde,
und nach zwei Stunden ist noch ein grosser Teil am Leben. Der Versuch
zeigt, dass, wenn Gifte zur Bekdmpfung verwendet werden sollen, die Kon-
zentration so stark genommen werden muss, dass das Gift schnell wirkt.
In Gewassern und Seen kann man nicht damit rechnen, dass ein Stoff, der
zugesetzt wird, die gewinschte Konzentration eine langere Zeit beibehalt,
durch Diffusion und Stromung vermindert sich der Gehalt daran schnell.

Ausser diesen Giften bekannter EFatur sind Abwasser der Sulfat- und
Sulfitfabriken gepruft worden. Aus Tabelle VIII sind die Resultate er-
sichtlich. Die Sulfitsdure ist nicht besonders wirksam gewesen. In nied-
rigeren Konzentrationen ist die Schwarmsporenbildung sogar lebhafter als
im Wasser gewesen. In diesem Fall ist es sehr wahrscheinlich, dass einer
der Bestandteile der Lauge eine stimulierende Wirkung auf die Bildung
der Schwarmsporen gehabt hat. Auch die Schwarzlauge hat keine grossere
Wirkung gehabt, sogar bei einem pH von 9,0 war die Zoosporenbildung sehr
reichlich. Gemass Untersuchungen von vanrin (1935) u. a. sind Fische
gegen die Sulfitsaure und besonders gegen die Harzstoffe in der Schwarz-
lauge sehr empfindlich. Offenbar ist Aphanomyces astaci gar nicht in dem-
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Tabelle VIII. Einwirkung von Abwassern.
Kon-
Stoff zentra- P Myzel Z00- Schwarm-
tion sporen sporen
WaSSer .....cvevveiniccicenns — 7,2 + +
Sulfitsaurei 1 % 46
» 0,2 7,0 + ++ ++
» 01 71 + ++ ++
>> 0,05 72 + 4 +
Schwarzlauge3 1% 10,0
» 0,2 9,0 + —++ +
» 0,1 8,6 + I +

1 Anfangskonzentration unbekannt
2 » .ca 60 %.

selben Masse fur diese Gifte empfindlich. Varrin nimmt auch an, dass
es sich hier um spezielle Nervengifte handelt.

Schliesslich ist die Einwirkung von Chlor und Kalziumhydroxyd unter-
sucht worden. Wie aus Tabelle IX hervorgeht, ist Chlor (zugesetzt als
Xatriumhypoclilorit) sehr wirksam. Ein Gehalt von 7,5 mg Chlor pro
Liter genlgt, um die Zoosporenbildung zu unterdriicken. Bei Verwendung
in grosserem Masstab hat aber Chlor einige .Nachteile, es ist sehr fliichtig
und wird von organischen Stoffen absorbiert, wodurch seine Wirkung mehr
oder minder illusorisch wird.

Eine spezielle Giftwirkung kann dem Kalk nicht zugeschrieben werden.
Erst wenn der pH-Wert 10,0 oder mehr ist, ist er wirksam. Bei einem pH
von 9,4 war die Zoosporenbildung reichlich. Auch fiir Schwarzlauge und
Phosphatsalze gilt es ja, dass das Wachstum mit steigendem pH betréacht-
lich abnimmt.

Tabelle IX. Einwirkung von Chlor und Xalziumhydroxyd.

Kon-
Stoff zentra- P Myzel Zoo- Schwarm-
tion sporen sporen
Wasser . 7i . . N
NaCl O 75 mgi — —
» 15 . . o -
» 75 - + . _
Kalziumhydroxyd ... konz >10,2 - o
> 1:10 >10,2 + + .
» 1:20 10,2 + + .
» e 1:100 9,4 + e +

i mg Chlor pro Liter.
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Diese Versuche mit Giftstoffen haben das Resultat ergeben, dass die Salze
der Schwermetalle die grisste Toxizitat gegen Aphanomyces astaci haben.
Ungefahr denselben Giftigkeitsgrad hat Chlor. Von Arsenik und Ablaugen
sind bedeutend hoéhere Konzentrationen erforderlich. Wenn diese Ergeb-
nisse bei Bekdmpfungsversuchen in grdsserem Masstab verwertet werden
sollen, will ich aber betonen, dass man mit betréchtlich grésseren Mengen
als den Mindestgrenzen, die in den Tabellen Vorkommen, rechnen muss.
Bei meinen Kulturversuchen haben die Gifte wenigstens 24 Stunden lang
eingewirkt, meistens langer, bei Versuchen in der Praxis in Gewdssern
muss man aber damit rechnen, dass die Konzentration der zugesetzten
Stoffe rasch abnimmt.

Vallot (1933) hat bereits einige derartige Versuche gemacht, die Krebs-
pest durch Chemikalien zu verhindern. In einigen heimgesuchten Gewassern
hat er mit einem gewissen Erfolg die Krebspest durch Kalkzugaben zuriick-
halten konnen. Besonders in Flisschen und kleinen Seen ist es ihm ge-
lungen, die erkrankten Krebse zu téten und dadurch die Seuche zu unter-
driicken. Der Kalk wirkt hier durch Erhéhung des pH, und sicherlich ist
dabei auch der Pilz untergegangen. Es ist jedoch wichtig, wie oben be-
merkt, dass die Konzentration gentigend stark ist. In grosseren Gewassern
hat die Kalkzugabe schlechtere Resultate gegeben. WVariot hat auch Ver-
suche mit Chlor und Kupfersulfat gemacht, diese fielen aber nicht gut aus,
vielleicht sind diese Stoffe nicht gleich giftig fur die Krebse wie flr den
Pilz, und in der Praxis ist es notwendig, dass auch die Krebse sterben, ein
eben erkrankter Krebs kann sich jedoch ziemlich weit fortbewegen, ehe die
Pest ihn dahinrafft.

d) Austrocknung u. a.

Eine Frage von grosster Bedeutung fir die Verschleppung der Krebspest
ist ihre Fahigkeit, Austrocknung zu ertragen. Vielfach wirde das Auf-
treten von Krebspest eine nattrliche Erklarung erhalten, wenn es sich nach-
weisen liesse, dass die Pest mit den Fanggerdten von einem See zu dem
anderen verschleppt werden kdnnte. Einige Versuche, um Klarheit hieriiber
zu erhalten, sind ausgefthrt worden. Stiickchen von Gazebinde, etwa 0,6X3
cm, wurden in Proberéhrchen hingelegt. Einige dieser R6hrchen wurden
trocken gehalten, in anderen wurde die Gaze mit Wasser angefeuchtet, und
in einer dritten Gruppe wurde etwas Pferdeserum zugesetzt, wonach die
Rohrchen sterilisiert wurden.

Sie wurden danach mit Myzel geimpft, und nach 2—3 Tagen wurden die
Kulturen untersucht. Es zeigte sich da, dass der Pilz in den Rohrchen, die
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trocken waren, tot war. Austrocknung ertrugen also die Pilzfaden nicht.
In den Roéhrchen, die mit Wasser angefeuchtet waren, war der Pilz nicht
gestorben, aber das Wachstum war sehr sparlich, und Sporenbildung fand
bei Uberfiihrung ins Wasser nicht statt. Auf der Gaze, die mit Pferde-
serum getrankt war, war der Pilz ausgezeichnet gediehen, und in Wasser
bildete das Myzel eine grosse Anzahl Schwarmsporen. Auf analoge Weise
kann eine Verschleppung von Gewaésser zu Gewasser stattfinden. An
Hetzen und Hamen, an welchen Blut, Fischschleim oder ev. andere orga-
nische Stoffe zurickgeblieben sind, kdnnen beim Fischen in einem pest-
verseuchten See Sporen und Myzel des Krebspestpilzes sitzenbleiben, und
wenn dann die Fanggerdte feucht aufbewahrt werden, kann der Pilz
auswachsen und beim Fischen in einem anderen See eine Verschleppung
der Seuche herbeifiihren. In Réhrchen mit Krebsblutagar aufbewahrt, hat
sich der Pilz 12 Wochen lang lebend gehalten.

Eine andere wichtige Frage ist, ob ApJianomyces astaci sich sapro-
phytiscli in einem héheren Masse erndhren kann, oder ob er hauptsédchlich
auf Parasitismus auf den Krebsen angewiesen ist. Schikoba gelang es nur,
den Pilz auf lebenden Fliegen zum Keimen zu bringen, aber nicht auf toten
Krebsen oder kinstlichen Néhrbdden. Pieiini hat den Pilz mit gutem
Erfolg auf kinstlichen Nahrbdden zichten kdnnen, eine Angabe der Zusam-
mensetzung fehlt jedoch. Bei meinen Untersuchungen benutzte ich teils
das von Nybeltin ausexperimentierte Krebsblutagar, worauf der Pilz sehr
gut wéchst, teils Agar mit Pferdeblutserum, auf dem das Wachstum beinahe
ebenso gut gewesen ist. Im Blut verschiedener Tiere (vgl. Tab. 1 und I1)
ist der Pilz ausgezeichnet gediehen. Auf mehreren anderen in der Myko-
logie gewdhnlichen Substraten, wie Malz-, Frucht- und Peptonagar, ist
aber keine Entwicklung oder jedenfalls eine sehr spérliche zustande gekom-
men. Er waéchst auch nicht im Erdextrakt. Ein Substrat, das frisches
Blut oder Blutserum enthélt, kann wohl nicht als ein lebendes angesehen
werden, andererseits kann es aber nicht den gewohnlichen obengenannten
saprophytischen Substraten gleichgestellt werden. Obgleich also Aphano-
myces astaci in gewissen kiinstlichen Nahrbtden geziichtet wierden kann,
sind diese von solcher Beschaffenheit, dass der Pilz in der Natur sehr selten
dazu Gelegenheit erhalten dirfte, sich auf diesen zu entwickeln. Ausserdem
ist er sehr empfindlich gegen Bakterien, eine Kultur, die von solchen infi-
ziert worden ist, geht bald zugrunde. Im Vergleich mit saprophytischen
Saprolegniaceen wéchst ApJianomyces astaci langsam, und auf Krebsen,
die an Krebspest gestorben sind, ist es sehr gewohnlich, dass andere Sapro-

1 Nach SCHAPERCLATIS.
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legniaceen, meistens Adilya-Arten, sich sekundéar einfinden und bald den
Krebspestpilz Gberwachsen. Ich schliesse mich daher der von Kybetix und
Schapekclaus ausgesprochenen Ansicht an, dass Aphanomyces astaci flr
seine Entwicklung im wesentlichen auf den Krebs angewiesen ist.

Diese Untersuchung wurde in der Anstalt fr Binnenfischerei bei Drott-
ningholm (Stockholm) mit Unterstitzung von dem Staat ausgefihrt.
Dem Direktor des Instituts, Herrn Dr. Gr. Amm, bin ich zu grossem
Dank verpflichtet. Fir die gute Mitarbeit spreche ich hier Herrn Dr.
Kybelix meinen herzlichen Dank aus, und ebenso fiihle ich mich Herrn Dr.
Valn ik fur manche Katschldge dankbarlichst verbunden.

SAM M AX FATT.AT.\N(I.

Genom undersokningar av Schikoka, Kybelix 0Ch Schapekclaus har det
klart faststallts, att kraftpesten fororsakas av en svamp, Aphanomyces
astaci, Schikoka tilln6rande familjen Saprolegniaceae inom phycomyce-
terna. Da emellertid en del detaljer i svampens utveckling annu voro okla-
ra, anmodade laborator Uybelix mig att i samrad med honom gora en un-
dersokning 6ver svampens biologi. | det foljande skall jag ge en kortfattad
resumé Over resultaten.

For att erhdlla svampen i renkultur har jag anvant den av Kybelix
utexperimenterade metoden att Overféra bukganglier fran infekterade
kraftor i kréaftblodagar. Fran gangliet vaxer da ut mycel, som kan avskaras
och anvandas till forsok. Svampen &r icke sa latt att odla, dock vaxer den
tamligen hastigt pa substrat innehallande blod (jfr tab. 1 och I1). Den
basta utvecklingen har erhallits i kraftblod, men dven i blod av fisk, kanin,
hast m. fl. djur har utvecklingen varit god. Daremot véxer svampen icke
pa de inom mykologien gangse Substraten, sasom malt-, frukt- och
peptonagar m. m. Det &r sdlunda tydligt, att kraftpestsvampen ifraga om
naringsval a&r mycket nogrdknad, och under naturliga forhallanden torde
den icke ha nagra mojligheter att fora ett saprofytiskt levnadssitt, en asikt,
som dven uttalats av Kybelix 0Ch Schapekclaus. Tendensen till parasi-
tism ar f. 6. mycket utpraglad inom sléktet Aphanomyces.

Den vegetativa férokningen och spridningen av svampen sker med till-
hjalp av sporer. Dessa bildas i zoosporangier, som ej morfologiskt kunna
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skiljas fran det ovriga mycelet (se fig. 1 a—d). Zoosporerna samlas i en
liten boll utanfor zoosporangiet. Ur dessa utvecklas sedan svarmsporer,
som ha aktiv rorelseformaga medelst tvenne lateral! fastade cilier (se fig. 1
e—q). | kulturforsoken ha de orérliga zoosporerna varit latta att erhalla,
men det har icke alltid lyckats att fa dem att 6verga i svarmsporer. Genom
forekomsten av dessa svarmsporer kan den hastiga spridning, som kénne-
tecknar kréftpesten, forklaras. Ehuru de infektionsforsok, som I1STybbiin
utfort med svarmsporer, icke vid alla tillfallen givit positiva resultat, maste
man dock antaga, att smittan i forsta hand sprides genom svarmsporerna.
Av konliga forokningsorgan ha vid odling i kréaftblod odgon och mdjligen
anteridier patraffats (jfr fig. 1 h—k). Pa grund av deras sporadiska upp-
tradande dro dock mina iakttagelser over dessa organ alltfor fataliga for
att tillata nagra definitiva uttalanden.

For att utréna mojligheten till en effektiv bekdmpning av kraftpesten
har inverkan av ett antal yttre faktorer pa svampen undersokts. Vad tem-
peraturen betraffar ligger svampens optimum vid 20—25°, vid 30° sker
praktiskt taget ingen utveckling (jfr. tab. 111). Dé&remot kan mycelet
bilda sporer vid 3—5°, pesten kan salunda sprida sig dven pa vintern, vil-
ket ocksa intraffat vid nagra tillfallen. Inverkan av en del gifter har un-
dersokts. En utomordentlig kraftig giftverkan visade sig koppar- och
kvicksilverforeningar ha, &ven klor var mycket verksamt. Svagare verkan
hade arsenik och avfallslutar frdn sulfat- och sulfitfabriker, dvensom kalk.
Med det sistnAmnda d&mnet har vaiiin i en del fall kunnat hejda kraft-
pesten. Resultaten av ovanndmnda &mnens inverkan &ro sammanstéllda i
tabellerna IV—IX.

Mycelet uthadrdar icke uttorkning. Som en del modellférsok ha visat,
forefinnes daremot risk for smitta med nat och havar, som forvaras fuktigt.
Sma stycken av gasbinda fuktades med vatten och nagot hastserum och
ympades efter sterilisering med mycel. Efter 2—3 dygn hade mycelet for-
Okat sig kraftigt och bildade efter dverforing i vatten talrika svarmsporer.
Att kréaftpesten pa liknande satt kan spridas med fangstredskap fran en
sjo till en annan, &r mycket sannolikt.
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