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- HOOFSTUK 1,

INLEIDING,

Striga lutea (Lour.)(Rooiblom) is 'n parasitiese
blomplant wat op lede van die Gramineae voorkom., In die
natuurlike veld val dit'n hele awntal inineemse grassoorte
aan, In Suid-Afrika is die Rooiblom van groot ekonomiese
belang waar dit somergraangewasse, sons kafferkoring en
mielies, asnval en Jaarliks groot verliese ten opsigbe

van hierdie oceste veroorsaak, Die graangewasse is ge-
skikter gasheergewasse vir die parasiet as die nabtuurlike
veldgrasse, want op hierdie plantsoorte groei dit nie
alleen veel geiler as in die natuurlike veld nie, maar
dit plant o»k vinniger vonrt (Botha, 1958),.

Die Rooiblom is 'n wortelparasiet, wat sy wabter en
anorganiese voedingstowwe betref is dit van die gasheer—
plant afhanklik en derhalwe stuur dit houstoriums in
lzasgenoemde se wortelstelsel in (Stevens, 1912)., Omdat
dit water en anorganiese voedingstowwe uit die gasheer-
plant verkry, maar gedurende die bogrendse stadium self,
deur die proses van fotosintese,organiese voedingstowwe
kan opbou, ressorteer dit onder die hemiparasiete, Daar
moet egber op gewys word dat die parasiet gedurende gy
ondergrondse stadium ook sy organiege voedingstowwe uit
die gasheerplant verkry, en dat dit gevolglik gedurende
hierdie stadium as 'n holoparasiet beskou moet word., As
gevolg van hierdie parasitisme van die Roniblom het dit
dan ook 'n baie nadelige invloed op die opbrengs van die
gewas waarop dit groei (Botha, 1958).

In die Instituut vir Plantkundige naveorsing van die
Potchefstroomse Universitelt is reeds heelwnt navorsing
in verband met die Rooiblomplasg gedoen. In die loop van
die navorsing was dit nodig dat die saad van die parasiet
vir sekere eksperimente asepties ontkiem moes word, Her-
haalde pogings is in hierdie verband aangewend, maar
tot dusver is geen sukses hiermee behaal nie. Kontumi-
nasie deur saadklewende nikrolrganismes het gereeld
voorgekom., Alle pogings om die saad uitwendig te steri-
liseer was tot dusver ook vrugteloos.

Hierdie mislukkings kan moontlik san twee hoofoor-
sake gewyt word, Ten eerste is die saadhuid van die
Rooiblom baie ru, met diep oorlangse gleuwe.

in/
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In hierdie gleuwe iz die spore van fungi en bakteriee
waarskynlik b-ie goed beskermd en derhalwe mocilik be-
reikbaar vir die ontsmettingsmiddels wat aangewend
word., Slegs uiters drastiese behandeling van die saad
het steriliteit tot gevolg gehad. Verder is die Rooi-
blomsaadjies uiters gevoelig teencor ontsmebtlingsmid-
dels, Die drastiese behandelings, wab steriliteit
tot gevolg gehad het, het die saad self sodanig be-
skadig dat geen ontkieming daarna plaasgevind het nie.
Die doel van hierdie ondersoek was hoofsaaklik
0us 'n geskikte metode te probeer vind waarvolgens die
Rooiblomsaad onder aseptiese toestande op 'n kulftuur-
medium ontkiem kan word met die oog op die uiteindelike
aseptiese kultivering van die kiemplante,
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'n Sintetiese medium waarop die parasitiese Rooi-
blomplant suksesvol gekweek kan word sal sekerklik 'n
heel komplekse een wees. Afgesien van sy normale ver-
eistes sal hierdie plant, vanweé sy holoparasitiese aard
in 'n vroed stadium, ook 'n koolstofbron in die groei-
medium tot sy beskikking moet h&, Die moontlikheid datb
vitamiene en ander groeisbtowwe ook in dic medium nodig
sal wees is nile uitgesluit nie. Vir die doel van hierdie
ondersoek is daar voorlopig ven die Hoagland en Snyder
(H & 8) kulbuur oplossing vir ho¥rplante as basiese medium
gebruik gemaak, By hierdie voedingsoplossing is 3.0%
sukrose (0 gram per liter), as koolstofbron, bygevoeg,
Waar dit nodig was is daar ook 1.5% agar by die medium
gevoeg., Die H & S medium word soos volg saamgestel.
(Hewitt, 1952.)

KNO3 0.51 gn.
Ca(NOB-)2 0.82 gm,
MgS0, . 7H50 0.49 gm.
KH PO, 0.136 gnm.
Ystertartraat (5,0% oplossing) 1.0 ml,
A-Z-spoorelementoplossing - 1.0 ml.
Gedistilleerde water 1000 mi.

Die A-Z-spoorelementoplossing is opgemask deur die
genoemde h-eveelhede van die volgende soute in 18 liter
gedistilleerde water op te los.

Al(SO4)5(l.C gm.);‘KI(O.S gm.); XBr(0.5 gm.);Ti0(1l.0gm. );
SnClg.EHaO(O.B gm. ); Lici( 0.5 gm, ); MnCl, . 4H,0( 7. Ogm. );
HEBO5(11.0gm.); Zn804.7H20(1.0gm.);OuSO4.5H20(l.O gm.) 3
NiSO4.6H20(l.O gm. )3 Co(N05)2.26H20(1.O gnm., ).

Die finale pE van hierdie medium is ongeveer 4,6
(gemeet met 'n “Metrohm'" pH-meter,)

Rnoiblomsaad 1s op die agarplate, wab van hierdie
medivm gemaak is, gestrooi, en die mikroBrganismes, watb
konstant op die plate voorgekom het, is gefsoleer en so
noukeurig moontlik ge¥dentifiseer,

Die groei van die drie belangrikste saadklewende
fungi, naamlik Phoma sp., Aspergillus niger en Mucor hie-
malis, op die H & S-—medium en soos beinvlioed deur die kool-

stofvoorraad, vitamiengehalte en inkubasietemperatuur is
nugegaan/
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nagegaan teneinde die optimale groeitoestende vir elkeen
van die soorte so noukcurig moontlik vas te stel, Die
bepaling van die optimale groeitoestande vir hierdie fungi
was nodig teneinde dit moontlik te maak om die minimum-
letalekonsentrasie van die verskillende swamdoders te
bepaal,

Die invloed van verskillende swamdoders op die drie
genoemde fungi 1s by hierdie optimale toestunde nagegaan.
Daar 1s veral gepoog om die minimum-konsentrasie van die
swamdoders wat daertoe instaat is om die groei van die
fungli onder optimele toestande op H & S agar te voorkom,
te bepawl., Die swamdoders wat uit hierdie resultate as
doeltreffend peskou kan word, is gebruik om die Rooiblom-

saad mee bte behandel,
Behalwe dic fungi is daar ook 'n saadklewende bak-

terie ge¥soleer. Hierdie bakterie, 'n Bacillus sp.,

het op feitlik alle plate met saad voorgekom. Die opti-
male grocitoestande van hierdie bakterie is om diegelfde
redes as dit vir die fungl nagegaan. By hierdie optimale
toestande is die invloed van verskillende bakteriedoders
daarop ondersosk en die bakteriedoders wat as doeltreffend
beskou is, is gebruik vir die verdere behandeling van die
Rooiblomsaad.

In hierdic ondersoek is die moontlikhede van twee
metodes vir die ase.tiese ontkieming van die saad van
Striga lutea ocorweeg.

(1) Geweekte sowel as dro8 Rooiblomsaad is met
verskeie swamdodsers en bakteriedoders behandel, Na die
behandeling van die saad is die mate van steriliteit wat
verkry is asocok die vermo# daarvan om daarna nog te ont-
kiem, bepaal.

(2) Onbehandelde Rooiblomswad is op agarplate, waarby
sekere hoeveelhede van gekere ontsmettingsmiddels gevoeg
is, geplaas en pogings is aangewend om die szad op hier-
die “vergiftigde' agar te laat ontkiem. Die moontlikheid
daarvan dat sekere ontsmettingemiddels die groel van die
mikroBrganismes kan verhinder, sonder om die saad per-
manent te beskadig, is ook ondersoek.

Pogings is verder aangewend om die saad, wat op
hierdie vergiftigde agarplate ontkicm het, verder te laat
ontwikkel., Hierdie aspek van die saak is eintlik 'n
volgende sbtap in dle Rooiblomnavorsingsprogram en daar is
gevolglik nie veel in hierdi-. verband gedoen nie,
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DIE ISOLERING EN IDENTTIFISERING VAN DIk

SAADKLENENDE MIKROURGANISMES,

Die ondersoek is mebt 'n hoeveelheid Rooiblomsaad,
wat van die Plantkunde-departement van die Potchefstroomse
Universitiet verkry is, ultgevoer.

Volgens wat aan my meegedeel is, 1s hierdie saad ge-
durende 1951 in mielielande in die omgewing van Vereeni-
ging, versamel, Die saadmonster, wat uit omtrent 4 - 5
gram saad bestaan het, is in 'n skoon, sberiele proefbuis
met 'n watteprop gepleas., By die verwydering van 'n
hoeveelheid saad uit die houver is deurgaans die strengste
voorsorg gebref teen enige moontlike verontreiniging van
buite.

Iscolering van die organismes,

Teneinde vas te stel watter mikrobrganismes gereeld
op die agarplate wasrop Rooiblomsead ultges<al is, ver-
skyn, is die volgende proef gedoen., 'n Hoeveelheld van
die Rooiblomsaadjies is op H & S agarplate gesaai.
Dertig plate is gebruik en op elkeen is ven 50 ~ 100
saadjies uitgestrooli. Die plute is daarna vir drie dae
by 30°C geinkubeer, Na drie dae het daar op al hierdie
plate mikro¥rganismes voorgekom. Die verskillende ko-
lonies is afsouderlik op steoriels apgarplate oorgebring
en volgens die gewone metodes in reinkultuur gebring
{(Pelcwar, 1958). Gerieflikheidsesthalwe 1s die ge-
isoleerde fungussoorbe van simbole voorsien, Vyf fungi,
wat onderskeidelik A, B, C, D en E gemerk is en een
bakterie het 2lmal saam op dic meeste van die 30 plate
voorgekom (sien tabel 1), Behalwe hierdie 6 mikro-
organismes is daar op sommige plate ook ander aangetref,
Dicselfde orguenisme het egter nooit op ueer as een
plaat voorgekom nie, en hulle is dus nie as egle saad-
klewende mikroorganismes beskou nile, maasr as btoevallige
verontreinigcers.

Tabel 1l: Die verskyning van die mikro8rganismes op die 350

plate waarop die Strigasa«d uitges«ul is.

Organismes A B |C D |E |Bakt.] Ander Org.
pantal plate waarop dit :
voorgekom het A0 24 120 1 14 91 30 )

Persentasie voorkoms 100 |80 |664 46%|30(100 20




Uit die gegewens in ftable 1 is dit duidelik dat fungus
A en die bakverie op al die plate voorsekom het, berwyl
fungus B ook 'n hoé persentasie van die plate besmet het,
naamiik, 80%. Alhoewel fungus C 'n laer persentasie voor-
koms het (66 %%) is die fungus 'n bale sterk groeier wat
die hele plaat spoedig oorgroei. Die soorte D en E het
op aansienlik minder plate voorgekom. Op die H & S medium
het hierdie twee skimmels ook baie swakker gegroei as die
eersgenoemde drie,

Volgens hierdie gegewens kan daar aasngeneem word dat,
wat hierGie monster saad betref, die skimmels A,B en C
en die bakterie, en ook tol 'n mindere mate die skimmels
D en E, azs die saadklewende mikroBrganismes beskou kan word.

Beskrywing en identifisering van die organismes.

Fungus A

Op H & S agar vorm die fungus 'n vullwit miselium
met 'n wollerige voorkoms. Die miselium vertoon geen
sones nhie., Na ongeveer ses dae se inkubasie ontwikkel die
miselium 'n helderrooi pigment, Hierdie pigmentasie vind
egler vinniger plaus by blootstelling wan lig., Die pik-
nidiums, met 'n deursnee van 25 - 150 ., verskyn na
ongeveer drie dae op die H & S agar. Die piknidiums is
sferies met 'n donkerbruin tot swart kleur en mag op die
agaroppervliakte voorkom, of mag daarin versink wees,

Die meeste piknidiums word in die middelste gedeelbe van
die kultuur gevorm, Op hawermout-agar is die konidium-
vorming bale meer intens as op die H & 8 agar.

Die konidiums is kleurlons, ovaalvormig met ronde
uiteindes en is ongesepteerd. Die spore is 2.5 - 4,5 =
lank en 1.5 - 2.% a1 breed, By elke pool van die koni-
dium kom 'n duidelike oliedruppel voor.

Hierdie fungus mag 'n Phoma sg.of 'n Phyllosticta

sp. wees, Die enigste onderskeid wat tussen hierdie twee
genera bestaan is dat eersgenocemde op die stingels van
die gashere voorkom berwyl Phyllosticta op die blare daar-

van voorkom, Maar selfs hierdie onderskeid is baie on-
betroubawr, Baic scorte van hierdie genera groei ewe
goed op blwre of stingels van die gasheerplant (Smith,
1954), Asngesien ek nie hierdie fungus van die blare of
stingels van die gasheer gelsoleer het nie en laasgenoemde
dus onbekend is, ken die identifikasie nie verder gevoer
word nie., 'n Kultuur vean die fungus 1s 00k na die Centrazl-
bureau voor Schimmelcultures, te Baarn (van Beverwijk,
75) gestuur vir identifikasie. Hulle bevinding is onge-

- . " S L .
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lukkig nog nie bekend nie. Uit beskikbrare bronne skyn
dit egter asof hierdie fungus 'n Phoma sp. is. In die
literatuur kon egber geen beskrywing van parasitiese
Phomasnorte op Striga gevind word nie. Oudemans (1923%)
Peskers wel 'n aantal Phomasoorte wat op halfparasitiese
Scrophulariaceae voorkom.

Fungus B:

Die miselium groei vinnig op H & S agar en vertoon
effens gelerig. Die konidiofore ontstwan in digte massas
direk uit die substraat. Die konidiofoor is kleurloos,
met 'n dik wand en 'n sferiese kop met 'n deursnee van +
30 .u. Sterigmas van die kop kom in twee reekse voor. ‘
Die primfre sterigmas word + 17 .u lenk en die sekondére
sterigmas (fialiede) is flesvormig. Die konidiums is
sferies met 'n stekelrige wand, konlswart en 'n deursnee
van 2.5 - 4,0 .u. Geen sklerotiums of geslagtelike
proses is wadrgencem nie. Die fungus is Asﬁergillus niger

van Tieghemnm,
Fungus Cs

Op H & S agar vul die miselium van hierdie fungus
die pleat heeltemal binne vier dae. Die hifes is ryklik
vertak en die opeenvolgende verbtakkings word gaandeweg
dunner, met dis asn die uiteindes baie dunner as die ouer
hifes. 'n Gedeelte van die miselium is in die egar versink.
Sporangiofore is onvertak, ontstzan enkeld en groel regop
tot 'n lengte van ongeveer 1 sm. Hulle dra 'n enkele,
term;nalet%gorangium. Die Spprangium het 'n duidelike
afaricse/ovaalvormige kelumella. Die kultuur vertoon
grys-geel, Die spore is baie ongelyk, ellipties tol ver-
leng, gewoonlik 6.0 . lank en 5.0 .4 breed, Die wand
is dun, glad en kleurloos. Die fungus is Mucor hiemalis
Eichmers.
Fungus D:

Die miselium van hierdie fungus vertoon baie ¥1 op
die H & 8 agar. Die kruipende hifes vul egbter die plaat
binneé drie dae.; TRisolede ontstaan op die punte waar
sporangiofore uit die hifes ontspring. Die sporangiofore
ontstaan in groepies van 3 - 5 en word tot 5 m.m. lank,
Die sporsngiums, wab terminaal gedra word, is hemisferies _
met 'n deursnce van 4+ 150 - 300 ., Die kelumella 1is groot,
hnemisferies, 70 - 80 .u breed en 90 - 100 .u hoog. Die '
spore is onre¥lmatig en wissel van rond tot ovaalvormig,
8.10 .u by 5 - 8 _m met *n donker grysblou kleur, Die

fungus/
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fungus is Rhizopus nigricans Fhrenberg.

Fungus_T:

Die miselium vertoon 'n swart-grocnerige kleur en die
kolonies het 'n ronde vorm op H & S agar. Die hifes is
gnedontwikkeld, hialien, geartikuleerd, + 4 .u in deursnee
en gesepteerd, Die konidiofore ontstaan enkel en is kort,
regop, gesepteerd en onvertak, Die konidiums is kolf-
vormig met 'n verlengde Gop en 3 - 7 maal gesepteerd,
Aanvanklik is die konidiums kleurlons maar vertoon donker
swartgroen by volwassenheid. Die konidiums is ombrent
20 = 40 _a lank. Die fungus is 'n Alternaria spesies.

Die bakterium:

Die standaasrdmetode vir die identifikasie van bakterieg,
soos in die Bergey's Manual (Breed et al, 1957) cangegee,
is gebruik, Aangesien die vernaamste fisiologiese kenmerke
by die identifikasie bepaal moet word is die standaard-
metode effene uitgebrei teneinde die optimale groeitoestande
van hierdie bakterie op voedingsagar vas te stel. 'n Ver-
gelyking is toe gemaak ég% die groei op 1lg. medium met die
op H & 5 agaur met verskillende suikers.

In die volgende tabel word die vernaamste morfologiese,
kultuur en fisiologiese kenmerke van die bakterie aangegee:
I MORFOLOGIESE KHENMEREE:

(1) Vemetabiewe selle:

Vorm: Stafies. Groobte: 0.7 = 1.0 . X2.0 = 2.5 ..
Rungskikking: Lang kettings. Beweeglikheid: Onbeweeglik,

(i1) Spore:

o

Grootbte: 0.5 - 0.9 ¥ 1.0 - 1.5 _u. Posisie: Sentraal

Vorm: Silindries ( Sien figuur 5.0
(iii) Kleuringsreaksies.

Gram: Gramnegatief. Suurvastheid : Negatief.

Grana: Aonwesig. Kapsuul:Asnwesig, 0.5 .1 sone.

e s P

il e

FIGUUR 5 Vegetatiewe selle met spore.



IT KULTUUR= KEIMERK 1

(1) Agarkolonies.,

a) Mekroskopiese voorkoms. Vorm: Rond. Grootte.4-10 mym.
Rand: Gegolf,
b) Oppervlak: Topografie: Glad. Filevasie: Effens opge-

hewe, Konsistensie: Botteragtig.
c¢) Optiese kenmerke: Deurskynend. Kleur: Dofwit,
d) Mikroskopiese kenmerke., Rand: Lobbig. Inwendige

§truktuur: Korrelrig.

(ii) Skuinskultuur (Agar),

a) Groei. Vorm: P8relsnoer-vornig. Hoeveelheid: Qorvlocedig.

b) Opperviak. Topografie: Glad. Elevasie: Effens opgehewe,
Rand: Gegolf, Digtheid: Botteragtig,
c) Opbtiese kenmerke: Deurskynend, Kleur: Dofwit.

d) Medium (diff3§ie van pigmente): Geen., Reuk: Geen,
Al Chr bt
(iii) Veedingsoplessing.

Oppervliakgroei: Vlgggagtig. Hoeveelheid: Gering.
Sediment: Xarig. Troebeling: Troebel, Kleur: Geen,
(iv) Steekkultuur in gelatien.

Vorm: Kratervormig., Hoeveelheid: Beste aan top.

Vervliceling: W-.argeneem vanaf die vyfde dag.

ITT FISTOLOGIESE KENMERKH:

(i) Temperatuurverhoudinge:
Optimum: 30 — 37°C. Minimum: + 4°C, Maksimum: + 50°C,

—

(ii) pH - verhoudinge,

Optimum: 7.6. Minimum: 3.9 Maksimum: 10.0
(1ii) Suurstofverhoudinge,

Aeroob: Aeroob, Fakultatlef: Geen groei. Anaeroob: Geen
Groel.
(iv) Fermentasie (Suurvorming en gasvorming).

Glukose: Suur, geen gas.
Laktose: Negatief.
Mzltose: Suur, geen gas.
Sukrese:; Suur, geen gas.
Stysel: Suur, geen gas.
Meannitol: Suur, geen gas.

(v) Indol-produksie.
Medium: Triptonoplossing. Toets:Kovac, Indol: Negatief,

(vi) Hidrogeensulfied-produksie (Ho8).
Medium: Loodasetaat Agar. Tnets: Neerslag van lood-
sulfied(PbS). H 8 : Negabief,

(vii) Takmoesmelk/



( 10)

(vii) Iekmoesmelk,

Reaksie: Suur, dikmelk. Peplonisasie: Geen. Reduksie van
lakmoes: Negatief. Gasvorming: Negabiof.

(viii) Persmelk.

Reaksie: Suur, dikmelk, Pepltonisasie: Geen.
(ix) Inwerking op Nitrate.

Medium: Nitraatoplossing. Temp.: 329, Gas(N2)= Negatief.
Nitriete: Positief (Greiss-Ilosva toets). Ammoniak:Negatief,

v ADDISIONELE TOETSE.
(i) Voges - Proskauer.

Acsetiel mebielkarbinol: Negubief.(Barritts se metode).
(ii) Metielrooi-toets.

Negatief. -

(iii) Hidroliese van stysel.
Positief.

(iv) EKatalase-vorming.
Positief,

(v) Groei in 5% natriumchloriedoplossing.

e ——

Positief,
(vi) Groei op ertappelstukke.

Positief.

(vii) Hidroliese van kaseien.
Negatief,

baq,il/c.)n -agar

(viii) Groei op glukose-voedingaaper,

Baie beter as op voedingsagar. Eéget&%iewe selle nie
gevakuoleer nie, |
(ix) Groei op H & 8 - Agar i+ 3.0f glukose.
Groei net so goed soos op glukose-voedingsagar.
(x) Groei op H & S-Agar + 3.0% sukrose.
Nie so goed soos op glukose-voedingsagar nie.

(xi) Groei op H & S-Agar + malbose.

Nie so goed soos op glukose-voedingsagar nie,
(xii) Groei op H & S~-Agar + lakbose.

Baie swak,

Op H & & Agar met 3, (% glukose en 'n inkubasie-
.0 ..
temperstuur van 35 C is hierdie bakterie dus naby aan
sy optimale groeitnrestande, volge%% %i?rdie gegewens.
sstfe

Uit hierdie gegewens kon ek aftei dat die bakterie
'n Bacillus spesies 1s wat baie nou verwant is aan

Bacillus subtilis.
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HOOFSTUK IV

VASSTELLING VAN 'n GESKIKTE SUTKER VIR

DIE GROEI VAN PHOMA ASPERGILLUS EN MUCCR.

TNLETIDING

Koolstof is van groot belang by die voeding van
fungi. Die protoplasma, ensieme, selwand en reserwe-
voedsel in die selle is verbindinge van koolstof,
Feitlik die helfte van die droédgewig van die fungus-
‘miselium bestaan uit koolstof (Lilly en Barnett, 1951).
Koolhidrate vorm gewoonlik die geskikste koolstofbron
vir fungi (Tamiya, 1932). Die meerderheid van kulti-
veerbare fungi kan volgens Brannon (1923) glukose en
fruktose ewe goed gebruik. Sbteinberg (1939) het ge-
vind dat laktose en glycerol nie geskik is vir die groel
en ontwikkeling van Aspergillus niger nie. Die fungus

groei egbter goed op dekstrose, fruktose, sukrose en
1-sorbose, Maltose is vi. bale fungi net so 'n goeile
koolstofbron as glukose (Hawker, 1950).

Sukrose vorm 'n goele koolstofbron vir 'n groot
aantal fungi., Die suiker word dikwels in sintetiese
mediums gebruik, Sommige fungi groei egter nie goed op
'n medium wat sukrose as die enigste bron van koolstof
bevat nie. 'n Aantal fungi kan glad nie op 'n sukrose-
medium groei nie, Die vermo¥ van 'n bepaelde fungus
on sukrﬁse te gebruik hang af van dlie vermof daarvan om
invertase tc vorm., Hawker en Chaudhuri (1946) het so 'n
korrelasie tussen groeisrelheid op sukrose en die hoe-
veelheid invertase wat gevorm is by PodosSpora sp.,

Chaetomium cochliodes en Pyronema confluens aangeboon.
Margolin (1942) hcet gevind dat die drobgewig
van Mucor ramannianus dic hoogste is wear maltose as

koolstofbron gebruik is. Hy het ook ho€ waurdes gekry
met laktose, fruktose en galaktose. Mannose, glukose en
sukrose het egber 'n lce (rofgewlg van die misclium ge-
lewer. Mebt Rhizopus nigricans kry hy die hoogste waardes

met glukose as koolstofbron terwyl sukrose, fruktose en
laktose lae waardes gelewer het.
METODE:

By die bepaling van die mate van groel van 'n
fungus word hoofsasklik van twee metodes gebruik gemaak,

By die een metode word die drofgewig van die miselium
bepaal/
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Bepaal en by dle andor wond die liniére groei van die
fungus op 'n vaste bodem gemeet.

Die eersgencemde metode sluit feitlik altyd die
gebruik van 'n vloeibare medium in. 'n Vloceibare medium
is nie baie geskik vir die normale groei van die meeste
fungi nie. Groei vind egter baie meer normaal plaas as
die vloeistof nie baie diep is nie (Hawker, 1950). 'n
Groot nadeel van hierdie metode is dat daar nie sgber.opeen-
volgende metings van dieselfde kultuur gemask kan word nie,
dzar die fungus tydens die bepaling gedood word. !'n Enkele
bepaling ir hierdie verband is selde van veel waarde. Die
metode kar wel voordelig aangewend word waar die totale
hoeveelheid groei wat in 'n sekere tydsduur plaasgevind
het, bepaal moet word.

By die tweede metode word die deursnee van die
kolonies op agar gemeet, Die toename in die deursnee van
die kolonie dui die groeisnelheid aan. Hierdie metode
het die voordele dat dit redelik eenvoudig uitgevoer kan
word en dat die fungus nie gedurende die bepaling gedood
word nie. Meer as een lesing kan gevolglik op verskilliende
tye van dieselfde kultuur geneem word. Die grootste nadeel
van hierdie metode 1s dat die deursnee van die kolonie nie
'n ware beeld gee van die hoeveelheid miselium watbt gevorm
is nie. Kolonies met dieselfde deursnee kan, wat die
absolube hoeveelheid miselium betref, aansienlik van mekaar
-verskil (Hawker, 1950), Brown (1923) het tot die gevolg-
trekking gekom dat "the mebhod of linear measurement is the
best To apply in exploratory work, '

By die bepaling varflie groei van 'n fungus word ook
van ander metodes gebrulk gemask, Daar is pogings aange-
wend om die groeisnelheid te koﬁéléper met die respirasie-
snelheid, die absorpsie van glukose of ander voedingstowwe
uit die medium of die verandering van die pH van die medium.
Hierdie mebodes is egter gewoonlik baie gekompliseerd en
die interpretasie van die resultate is moeilik.

Om te bepaal watter suiker vir die groei van Phoma,
Aspergillus en Mucor die geskikste koolstofbron uitmask

is van beide die metodes, nl. die drofgewigsbepaling en
die meting van liniére groei, gebruik gemaak.
I DROEGEWIGBEPATING:

Die H & S kultuvurmedium is as basiese medium vir
hierdie proef gebruik. Die suiker, waarvan die invloced op
die groei nagegaan is, is in 'n 3.0% konsentrasie by hier-
die medium gevosg. Die invioed van glukose, gukrose, laktose

en/
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en maltose is nagegaan.,

Brlenmeyer-flesse van 250 ml, kapasiteit is in
die proef gebruik. In elke fles is 50 ml, van die H & S
medium + 3.(% van diebepaslde suiker geplaas. Die flesse
is daarna vir 20 minute by een atmosfeer gesteriliseer.
Vervolgens is in elke fles 1 ml. van 'n homogene spore-~
suspensie van die bepaalde fungus, deur middel van 'n
steriele pipet, byzevoeg. Die sporesuspensies is berei
deur 5 ml, steriele, gedistilleerde water in ‘n kultuur—
buis wat 'n drie-dae-oue kultuur Vah die fungus op
Sabouraud agar bevat het te pipetteer. Die Aspergillus-
en @Egggkulture is daarna goed geskud., By Phoma is die
kultuur eers met 'n steriele naald meganies beskadig ten-

einde die spore uit die piknidiums vry te stel.

Die flesse is by 'n temperatuur van 2500 geinkubeer,
Na 'n inkubasieperiode van agt dae is die flesge uit die
inkubator verwyder en die drolgewig van die gevormde mige-
liums Lepaal., Vir hierdie bepaling is die irnhoud van elke
fles gefiltreer. Die wvelle Tiltreerpapier was vooraf ge-
nommer en afsonderlik in gemerkte weegbotteltjies geplaas.
Die weegbotteltjies is daarna by 105°C gedroog, in 'n
eksiﬁétor geplaas en toe geweeg., Na die filtrering is
die miseliums eers met warm water en daarna met koue, ge-
distilleerde water gewas. Daarna is die filtreerpapier
met die miseliums weer in die bybehorende weegbotteltjies
gepleas en vir twaalf uur by 'n temperatuur van 70 - 90°C,
gevolg deur twee uur by 105°C, gedroog (Allen, 1953),
Nadat die weegbotteltjies met hul inhoud in 'n eksikator
afgekoel is, is hulle geweeg en 'n verdere uur by 10500
gedroog, afgekoel en weer geweeg. Die proses is herhaal
totdat 'n konstante gewig verkry is. Alle gewigte is tot
die eerste desimaal benader.

voeg in tabelle 24, 2B en 2C.]

Uit hierdie gegewens is dit duidelik dat Phoma
en Mucor die grootste miseliumgewig lewer wanneer glukose
as koolstofbron gebruik word. Aspergillus lewer eglber die

grootste gewig wanneer maltose gebruik word,

Glukose en sukrose lewer by lg. fungus egter ook
'n baie goele miseliumgroei. Waltose, glukose en sukrose
is dus aldrie goeie koolstofbronne vir Aspergillus., Dit

stem ooreen met die resultate wat Steinberg (1929) met die
fungus verkry het, Maltose/
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Maltose en sukrocoe het ook gocie miseliumgroel

by Phoma en Mucor veroorsaak. Uit die resultate is dit

duidelik dat laktose vir aldrie hierdie fungi 'n swak
koolstofbron uitmaak, Waar laktose voorsien is word 'n
baie skerp afname .n die drofgewig waargeneem.

Glukose kan beskou word as die geskikste kool-
stofbron vir hierdie drie fungussocorte, Vir alle toe~

komstige proewe is glukose in die mediums gebruik.
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TABEL 2
DIE INVLOED VAN VERSKILIENDE SUIKERS OP DIE DROE-
GENIG VAN DIE MISELIUM VAN DIF ONDER-

SCEETE FUNGUS-SOCRIE,

24 PHOQWA,

| Suikar Miselium< gewqﬁ iGemlddelde geJ
1m,ﬁ:gm; fwig in e,
;_______m bvlﬂ _;__ ——g :ﬁ- ]!
| 146.0 | i
Glukose 148.4 ‘ 147.7 {
148.6 ;
L | 70.0 |
= Sukrose 70.5 7 70.7
i 71.4 i
. i .
| | 98.0
| Maltose : 96.6 : 96.9
! ? 90,2 ‘
| !
g | 50.4 ‘
: Lek%ose 40,8 ' 40.9
| ; 41,4 l .
2B; ASPERGILLUS.
f Suiker Mlsellum-gewcg Gemiddelde ge-
i 1N g, mg ! Pwig in meEm,
| g
L 4014 |
Glukose 405.2 401.8
! 400.8
| Buc.a
Sukr-se 549.8 46,1
; 346, 0 |
. 459.8 5
Maltose § 444, 0 § 449.,9
L 446.0 |
j
19.6 ,
Laktose 18.0 i 18.1

16.8 {
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TABEL <. Vervolg-

2C: MUGOR.

Suiker !Mlsellum gewzg iGemiddelde geL
c1n g "ﬁﬂ P Wig in scem.,
E ! Wﬁ v
Z 35.8
Glukose | 37.0 %6.3
; 56,2
: 31.6
Sukrose 30.5 31.0
30.8
55.4
Maltose %2.6 : 52.4
34,2
|
22.8 :
Lakt~ge - 23, ¢
: 25.6
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IT LINIERE GROET:

Die invloed van vier verskillende suikers op die
miseliumgroei van die ondersoekte swamme is ook volgens
die bepaling van die liniére groei daarvan bestudeer.

Vir hierdie bepalings is daar van petribakkies, met 'n
deursnee van 9 sm., gebruik gemaak, In elke bakkie is

25 ml, van die H & 8 medium, wat reeds die gewenste
hoeveelheid van die bepaalde suiker bevat het, ingegiet.
Met hierdie reeks bepalings is die invloed van glukose,
sukrose, maltose en laktose nagegasn, Hierdie suikers
is in 'n konsentrasie van 3.0% (per gewig) tot die medium
bygevoeg. TFlke bak:ie met sy inhoud is vervolgens met

'n platienogie van die sporesuspensie van die gewenste
fungus geent. Flke kulbuur is + in die middel geent
sodat die kolonies na buite koa ontwikkel, Die kulture
is by 25°¢ gelinkubeer, Na een dag se groei ig die eerste
bepaling vir die Mucor-kultuur gedoen, aangesien die
gskinmel baie vinnig groei, Na twee dae se groei is daag-
likse mebings van die deursnee vagﬂie kolonies van aldrie
die fungi gedoen. ‘'n Noukeurige linisal en 'n vergroot-
glas wat op die regte brarndpuntsafstand gestut is, is

vir die meting gebruik. Die kulture is van onder af
belig deur 'n skuinsinvallende lig. Met hierdie hulp-
middels kon die metings baie noukeurig uitgevoer word.

EVoeg in tabelle 3, 4 en 5 en figure 6,7 en 8.

e s

wur
Maed hierdie gegewens is dit duldelik dat, be-

halwe met glukose, daar o~k goele groel plaasgevind het
met sukrose en maltose in die medium, Met glukose in
die medium Let Phoma en Mucor die hoogste waardes gelewer.

Aspergillus het maksimale ontwikkeling op maltose getoon,
maar goele groei 1s ook met sukrose en glukose verkry.
Laktose wus in alle gevalle die ondoeltreffendste kool-
stofbron., As hierdie resultate met die droégewigte van
die fungi op dieselfde suikers vergelyk word, is dit
opvallend dat daar in hierdie geval 'n baie noue kor-
relasie bestaan,

'n Aontal duidelike groeikenmerke van hierdie fungil
kan waargeneem word in die grafiese voorstellingiin figuré
6, 7 en 8, Phoma (fig.6) vertoon 'n tipiese groeikromme
nl, (i) 'n aanvanklike groeitempo waar die deursnee van
die miselium geleidelik plaasvind en (il) die normale

groeitempo,/
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groeitempo, wat hier van ongeveer die derde dag af in-
tree en 'n reelmatige daaglikse toename toon. Volgens
Hawker (1950) is hierdie verskynsel waar die groei-
tempo aanvanklik stadig toeneem om daarna 'n redl-
matige toename te h€, 'n kenmerk van die nieverouderende
fungi. Met laktose as koolstofbron neem die toename in
koloniedeursnee vanaf die sesde dag reeds weer af,

By Aspergillus (fig. 7) vind ons dat, net soos in die

geval van dig droégewig, glukose, maltose en sukrose
Bate gedkik 15 Vif Gie pmroes vad did fhhbus’ Die waardes
vir maltose is effens hoér as die vir glukose en sukrose,
maar die verskil is egter gering. Die waardes wat met
laktose as koolstofbron verkry is, is egbter baie laer.

Wat dadelik opval uit fig. 8 van Mucor is dat
die groeikromme hier baie steiler is as in die vorige
twee gevalle, Verder kan daar na die derde dag 'n afname
in die groei waargeneem word. Hierdie afname kan moontlik
aan twee oorsake toegekkryf word, nl. (i) die voedsel-
voorrade in die voedingsmedium mag uitgeput raak, en (ii)
die fungus kan van die verouderende tipe wees, Laasge-~
noemde moontlikheid is vir my egter die mins aanneemlike.
Volgens Brown (1923) gaan veroudering gewoonlik gepaard
met verandering in die vorm van die kultuur. Die rand
van die kultuur word baie onreglmatig en behou nie meer
sy ronde vorm nie. In die geval van Mucor het die ronde
vorm egter deurentyd behoue gebly en die rand van die
kultuur was redlmatig,

Opsommend kan dus gesé word dat glukose en maltose
die geskikste koolstofbronne vir hierdie drie fungi is,
Aspergillus kan ewe goed van sukrose gebruik masak Ser-
wyl Mucor en Phoma minder suksesvol groei wanneer 4it

as koolstofbron eaangebied word,
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TABEL 3,

i r———

AGARPLATE MET VERSKILLENDE

SUIKERS AS KOOLSTOFBRON,

ll
l

Ouderdom in dae.
Suiker | Repli- E s 1S 6 | 7 | 8
Yate, ; . !
Deursnee in m,m.
1 7.5 | 13.4 1 21.5 | 32,0 | 42,5 | 55,0 166.5
Glukose 2 5.5 1 12.5 | 21.5 ; 31,0 i 42,0 | 54.0 168.5
3 6.5 1 14,0 1 22,00 T - i - - -
Ger., 6.5 13,32 . 21,7 51,5 42,5 54.5 167.5
e e - - - = - = - -
Sukrose 2 3,0 | 10.0 | 18,5 | 28.5 | 39.5 | 50.5 |62.0
3 2.0 9.0 | 17.5 | 26.5 | 39.0 | 51.0 {62.5
Gem. 2.5 9.5 | 18.0 | 7.5 | 39,3 i 50.8 {62.3
1 _ 2.5 i 7.0 i 10.5 | 16.0 | 17.0 |19.0
T.0ktose 2 - — - - - - —
3 - 2.5 8.0 | 17.5 | 26.0 | 30.0 [|36.0
Gem. - 3.0 7.5 | 4.0 | 21.0 | 23.5 [27.5
—— —"_i""'
1 6.0 { 12,5 | 22,0 { «8.5 | 41,5 | 51.5 645
Maltose 2 7.0 | 13,0 { 21.0 : 32.0 | 42.5 | 53,5 [66.0
5 4.5 1 12.0 2175 | 30.0 | 40.0 | 52.0 |e8.
_—— ! ;
| Gem, 5.8 | 12,5 | 21.5 | 30.2 [ 4l1.3 |52.3 {66.2
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TABEL 4,

DEURSNEE VAN DIF MISELIUM VAN ASPERGILLUS IN HH. i,
o 0P AGARPLATE MEL VERSKILLENDE
SUIKERS AS XKOOISTOFRRON.

-
| i Ak A 42 AR PP Tt . Sy, e AL . T MR R b | 4% e A b Bl LS

f Ouderdom in dae,
s - _ r——pperdon dp. ge..
Suiker Replikate s cDeursnee in dmym. ©
1 18.5 | 30.5 | 39,0 61.0 {70.0
Glukose 2 19.0 | 29.0 | 42,0 | 60.0 |71.5
3 20.0 | 23.0 1 41.5 | 57.5 [71.5
Gem. 19.2 | 29.5 | 40.8 | 59.5 |71.0
; 1 17.5 | 26.5 | 44,0 | 62.0 | 71.0
~Sukrose ! 2 17.0 26,0 1 42,0 6C.5 1 71.5
| 3 17.8 | 27.0 1 44,0 | 60.5 |71.0
[ Gem. 17.4 | 26,5 1 43.% | 61.0 | 71.5
1 10.0 | 16.0 | 18.0 | 7.0 |32.0
Taktose 2 10.5 15.5 1 21.5 27.5 135.0
~ 3 10.0 | 14,5 | 20.0 | 4.0 {<9.0
Gem. 0.2 ¢ 15.3 | 19.8 | 26.2 |31.3
N
o1 19.5 | 36.0 | 50.5 | 70.0 [77.5
! Maltose 2 21.0 55.0 50.5 | 70.5 176.0
| | % 22.0 | 32,0 | 51.0 | 68.0 |75.%
! | {
: | Gem. ;20.8 | 4.3 | 50.7 | 69.5 |76.5
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TABEL 5,

DEURSNEE VAN DIE WISELIUM VAN MUCOR IN 3IM,uawa,
OF AGARPLATE MET VERSKZLLENDE
SUIKERS AS KOCOLSTOFBRON,

j Ouderdom in dae.

1 o2 b 3 ] s
Suiker Replikate Deursnee in m,m.
1 14.5 § 42,0 | 75.0 | 80.C
Glukose 2 15.0 | 41,0 | 69.0 | 80.5
% 15.5 | 40.5 | 70.0 | 79.5
Gemn. 15,0 | 41.2 | 71.1 | 80.0
1 14.5 | 38,0 | 60.5 | 71.0
Sukrose 2 13,5 | 37.0 | 61.0 | 71.5
3 4.0 %8.5 61,5 72,0
[ Gem. 14,0 + 37.8 | 61l.0 | 71,5
i 11.5 32,0 46.0
Iuktose | 2 10.5 29.0 46.0
i % 1 10.5 | 25.5 | 4.60 ;
! Gem. ; 10.8 | 28.8 | 46.0
1 b 13.5 | 35.5 | 66.0 | 72.0
Maltose | 2 { 12,5 | 37,0 | 67.0 | 72.5
: | 3 i 12,5 | %6.8 | 60.0 | 71.5
i : - !
: : < 3 : |
‘ o Gem. 1.8 | 26 .4 ;424'5 92,0 i
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HOOTSTUE 7,

VASSTELLING VAN 'n GESKIKTE
GLUKOSEKONSENTRASIE VIR DIE GROEI VAN PHOMA,
ASPERGILLUS EN MUCOR.

INLETDING:

Die konsentrasie van koolhidrate 1n die medium
het 'n verreikende invloed op die groei van fungi. As
die koclhidraatkonsentrasie bokant 'n sekere waarde ver-
hoog word, word groei vertraag (Hawker, 1950). Die in-
vloed van die konsentrasie van die bestanddele van die
medium as Zeheel oefen ook dieselfde invloed uit op die
groei van fungi. By baie lae koolhidrasatkonsentrasies
tree tekens van verhongering in. Die hifes ontwikkel
baie swak en vertakking is gering. By 'n btoename in die
konsentrasie neem dic groei toe, meer hifes word gevorm
en hul vertak ook meer geredelik., Bokant 'n sekere op-
timvmwaarde neem groei dan weer vinnig af. (Hawker, 1950),
Hierdie optimumwaarde varieér geweldig van fumgus tob
fungus. Die optimale glukosekonsentrasie vir Ustilago
violaceae is bv. slegs 0.2% {(Horsfall en Zenbtmyer, 1944),

Pencillium javanicum het weer volgens Lindgren en Harvey

(1952) 'n optimum van 21.3%. Die osmotiese waarde van die
medium is volgens Cochrane (1958) die beperkende faktor
by sulke hoé& koolhidraatkonsentrasies.

By koolhidraatkonsentrasies bokant die optimumwaarde
tree veroudering van 'n kultuur dikwels ook gouer in.
Brown (1923) skryf dit toe aan die vinnige ophoping van
toksiese stowwe in die medium as gevolg van die meer in-
tense metabolie. Cochrane (1958) skryf die vinnige afname
in groeisnelheid van fungi op mediums met 'n hog koolhi-
draatkonsentrasie ook Toe aan die ophoping van Toksiese
metaboliese produkte.

.Die verhoging van die koolhidraatgehalte van die
medium bring nie altyd 'n ocoreenstemmende toename in die
droégewig van fungi mee nie, Dit kan daaraan toegeskryf
word dat die ander bestanddele van die medium, veral die
stikstof, 'n beperkende uitwerking op die groei kan uib-
~oefen. Binne sekere perke neem die groel egter eweredig
toe met die btoename in koolhidrate, mits daar voldoende
stikstof in die medium aanwesig is.(Burkholder en Veigh,
1940).

Die uitwerking van die koolhidrsatkonsentrasie is
nie net merkba:r by die groei van die fungi nie, maar ook

by/
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by die spoorvorming. Die konsentrasic wat die gunstigste
is vir vegetatiewe groei is feitlik altyd te hoog vir
spoorvorming. Spoorvorming word gewoonlik gestask voordat
die optimum vir vegetatiewe groei bereik is(Hawker, 1950).
'n Toename in die glukosekonsentrasie verminder, bv,, die
aantal peritesiums wat deur Chaebomium gevorm word nog

voordat die opbimum vir vegetatiewe groei bereik is (Tschudy,

1937).
KETODE:

Uit die vorige eksperiment het dit geblyk dat aldrie
die fungi gunstig groe: met glukose as koolstofbron in die
mediwma, Hlerdie eksperiment is uitgevoer ten einde te be-
paal by watter konsentrasie daarvan die fungi die beste groei.
Hier ig ook van beide netodes, nl., die drokgewigbepaling en '
die meting van liniére groel gebrulk gemaak.

(i) DROEGHEWIGBEPALING:

Vir hierdie dee’ van die ondersoek is vyf reekse

met die volgende glukosekonsentrasies in die H & S-kultuur-
medium opgestel nl., 1.5%, 2.0%, 2.5%, 3.0% en 3.5%. Elke
recks het uit drie replikate bestasn., Dzar is op hierdie
konsentrasies besluit nadat vooraf eers 'n aantal steek-
proewe uitgevoer is en wat aangetoon het dat die optimum
in hierdie omgewing van glukosekonsentrasie geleb is,

Die mebode het verder presies ooreengestem met die wat in
die vorige eksperiment beskryf is., FElke fles is van 50 ml.
kultuurmedium voorsien en die kulture is vir agt dae by

'n temperatuur van 25°¢ geinkubeer. Na die inkubasie-
periode is die miseliummassas deur filtrasie afgesonder,
gedroog en geweeg,

iﬁ&eg in tabelle 9A, 9B en‘9C-é£'figure 10, 11 en 12.

In figuur 10 kan daar 'n baie duidelike toename
in die drod#gewig van die miselium van Phoma bespeur word
namate die konsentrasie styg., Hierdie gewigsvermeerdering
neem toe tot by 'n konsentrasie van 3.0%. By 3.5% is
die drofgewig egber aansienlik laer as by 3.0% en selfs
laer as by 2.5%. 'n Glukosekonsentrasie van 3,5% is
dus reeds bokant die optimurwaarde vir hierdie fungus.
Uit die gegewens kan dan ook met 'n redelike mate van
sekerheid afgelei word dat die optimale waarde in die
omgewing van 3.0% gelef is. In alle gevalle 18 die
optimum tussen 2.5 en 3.5%.

Met Aspergillus (tabd 9B en figuur 11) kan 'n
soortgelyke afleiding gemaak word. Die kromme vertoon

ook 'n duidelike optimum by 3.0% glukose en 'n skerp daling/
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daling na 35.5%. Die optimale glukosekonsentrasie van
hierdie fungus 1é dus ook in die omgewing van 3, 0%,

Uit tabel 9C en figuur 12 kan die volgende af-
leiding gemsak word, Die drodgewig van die miselium
van Mucor is relatief bsie laer as die van die ander
twee fungi. Die verskille in droegewig by die ver-
skillende glukosekonsentrasies is verder baie gering.
Nogtans vertoon die kromme 'n opbimum by 3.0%.

In hierdie gedeelte van die proef is daar nie
aandag aan die spoorvorming geskenk nie, hoofsasklik
omdat Phoma geen pikridiums g§'!n vloeibare medium vorm
nic, In die tweede gedeelte van hierdie proef is spoor-
vorming op die verskillende konsentrasies ook nagegaan.

Uit die resultaﬁe blyk dit dus dat aldrie die
fungi maksimale groei vertoon by 'n glukosekonsentrasie

van + 3.0%.
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TABEL 9.

MISELTUMGEWIG VAN PHOMA, ASPERGILLUS EN

MUCOR BY VERSKILLENDE GLUKOSEKCNSENTRASTIES,

licy .
(DROSGENIG AANGEGEER IN.mfﬁm).

9A: PHOMA. )
4
Gluk.Konsentr. | Miselium-ewig Gemiddeld,
85.9
1.5% 25,0 86.0
2%7.1
101.0
2.0% 98.7 100.8
1C1.Y
126.0 -
2. 5% 125.9 126,22
126.7
150.2
3, 0% 146.2 148.%
148.2
100.2
3.5% 104.,8 102.4
102.2
9B: ACPFRGITLUS.
TGIUK., Konsentr, | Miselitm=Qewig | Gemiddeld, ]
£75.2
1.5% 278.6 276.1
276.,5
353.5
2.0% 350.2 3543
353.3
283.2
2.5% 379.2 382,0
48%.6
L 390.2
; 3.0% l 386.6 389.6
? 292,0
. 351.2
2.5% % 352.4 A51.8
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Tabel 9 vervolg:

OC: Mucor. ‘
gGluk.konsentr. iMiseliungewig Gemiddeld.
15.2
1.5% 12.8 1%5.8
1.4
14,8
2.,0% 15.4 14,6
1%.6
6.8
2.5% 24,0 26,4
28.4
39,2
3.0% 36.0 37.5
57'5
18.2
3.5% 24.8 22.8
25 .4
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FIGUUR 11:

; 1
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GRAFTESE VOORSTELLING VAN DIE DROEGENIG VAN
DIE MISELIUM VAN ASPERGILLUS BY VERSKILLENDE
GLUKOSEXONSENTRASTIES.
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(ii) LINIERE GROEI EN SPOORVORMING:

Teneinde in hierdie verband groter sekerheid te
verkry, is die optimale glukosekonsentrasie ook hierna
bepaal deur van die metode van linisre groeimeting en
spoorvorming gebrulk te mesak, By die H & S medium is
1.5% agar bygevoeg en 'n reeks is opgemaak wat 2.0%,
2.5%, 3.0% en 3.5% glukose bevat het, Die metode vir
die meting van die liniére groel op agar is uitgevoer
soo08 beskryf onder die eksperiment in hoofstuk 4, Die
kulture is by 25°C geilnkubeer.

Die deursnee van die kulture op agar soos daagliks
bepacl is, word in tabelle 13,14 en 15 aangegee. Vir
gegewens betreffende Phoma en Aspergillus soos op die

sesde dag bepaal en die vir Mucor soos op die vierde
dag bepaal word in figuur 16 voorgestel.

Voeg in tabelle 13, 14 en 15 en figuur 16.

Uit die resultate kan die volgende afleidings
vir die verskillende soorte gemaak word,
Phomas: Volgens die deursnee van die kolonies op die
sesde dag van inkubering (fig. 16), vind ons dat dzar,
net soos in die geval van die droBgewig, ook 'n opbimum
by + 3.0% bestaan hoewel nie so duidelik nie. Wat die
piknidiumvorming betref was daar 'n duidelike voorsprong
by konsentragsies van 2.5 en 5.0%.. By die hoére konsentrasie
nl. 3.5%, was piknidiumvorming baie swak, nieteenstaande
-die felt dat vegetatiewe groei nog akbtief voortgegaan het.
Agpergillus: Figuur 16 toon dat daar nie 'n groobt ver-

skil tussen die liniére groei soos bepzal by glukose-
konsentrasies van 3.0 en 3.5% nie, mazr die neiging vir
die optimunm om rader aan 3.0% as aan 3.5% te wees word
tog waargeneem, TFigure 11 en 16 toon bale duidelik die
opvallende korrelasie wat by die fungus met die twee
metodes van groeibepaling verkry is,

Die opvallendste konidiumvorming het by 2.5 en
3.0% voorgekom. Geen sigbare verskil in spoorvorming by
hierdie twee konsentrasies kon wsargeneem word nie. By
'n 2.0% glukosekonsentrasie het ook 'n goeie spoorvorming
plaasgevind, maar dit was duldelik swakker as by die twee
hodre konsentragies. By 3.5% was daar 'n bale besliste
vermindering in die konidiumvorming sodat aangeneem kan
word dat hierdie konsentrasie bokant die optimum vir

spoorvorning gelek is,
Mucor/
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Mucor: By die verskillende glukosekonsentrasies
vertoon die liniére groei van Mucor baie geringe ver-
skille., 1In elk geval vertoon diec resultate (tabel 15
en figuur 16) 'n optimum by 3.0%.

Daar is in hierdie proef slegs geringe ver-
skille, wat die spoorvoraing by 2.0, 2.5 en 3.0% betref,
waargeneem. By 3.5% was die spoorvorming egter opvallend
minder.

GHEVOLGTRERKKTING ;

By aldrie die fungussoorte is 'n toevoeging
van 3,.0% glukose by die H & 8 kultuurmedium + optimaal.
Van al die konsebtrasiegs wat aangewend is het laasge-
noende groei die beste onderhou.

Teneinde optimale groeitoestunde te verseker
is by alle verderc proewe van hierdie awrd 3.0% glukose

by die basiese medium bygevoei,.
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L ]

DEURSNEE VAN DIW MISELIUM VAN PHOMA

ALY [
IN M:ﬁ. OP AGARPLATE MET VERSKILLENDE

GLUKOSERONS ENTRASTES.
. Ouderdom— in dae
21 3 4y st e | 7 18
Suikel: Repli- Deursnee in myn
kons. kate.@
1 | 3.50 8.5 |14.5121.7 32,0} 41,0] 50.4
2.0% 2 3,41 8,%113.5]| 21.0] %30.8{ 41.5] 50.7
3 3.6] 8.2 |14.0| £1.8| 31,7 40.5| 50.4
Gem. 3,50 8.0 | 14.0 | 21.5| 31.5] 41.0| 50.5
1 @ 5.0] 9.5 [17.6| 24.5! 35.6| 46.2| 58,0
2.5% 2 1 4.0f 9.4 ,17.0125.5| 35.3| 45,3| 57.6
3 4,50 9.0117.4]25,0{ 35,0/ 45,0| 51.5
Gem. | 4.5 9.3 117.0{25.0, 35.3| 45,5} 55,7
1 6.5 14.1 [ 21.5 | 31.5| 42.6| 54.8] 68.0
3, % 2 5.51 13.4 ;21l.4 | 31.0! 42.5] 54.7| 67.5
3 | 6.0{ 13.0[21.0[320.5} 42.4 54.6| 67.0
Gem. | 6.0| 13.5 [21.3 | 3L.0} 42.5| 54.7| 67.5
1 | 4.07 8.3 14,4 |22.4]31.5; 42,6! 52.8
3.5% 2 4 3.8 8.0 - - - - -
3 h,2{ 9,2 114,6!22.61 32,5| 42,8 53,2
| ,
Gem 4,0( 8.5 (14,5 | 2.0 52.oi 42,71 53,0
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TAREL 14,

DEURSNEL VAN DIE MISELTUM VAN ASPERGILLUS

IN

et -

-

Mo, 0P AGARPTATE MET VERSKILLENDE
GLUKCSEX ONS ENTRASIES,
OQuderdom in dae.
2] 5] v 5]
Glukose~ | Repli- Deursnee in n,n,
kons, kate
1 13,5 | 22,5 | 35,0 | 50.0 | 62.0 | 70.0
2. 0% 2 12,0 | €2.0 | 34,0 | 49.5 | 62,5 | 71.0
3 12,0 | 22,0 | 33.5 { 51.0 | 63%.0 | 70.0
Gem 12.5 | 22.2 | 34.%3 { 50.2 | 62.5 | 70.%
1 1%.5 | 24,0 | 36.0 | 52.5 | 67,0 | 71.5
2.5% 2 13.0 |} 24.0 | 35,0 | 51.5 | 64.5 | 71.0
3 14,0 { 23,5 | 36.0 | 53,0 | 66.0 | 72,0
Gem 13.5 23.8 525.7 52.3 65.8 71.5
1 '15.0 | 26.5 | 38.5 | 56.5 | 72.0 | 75.5
3.0% o 15,5 25.5 37.5 54,0 70,0 76,0
3 15,5 | 26.0 | 39,0 { 56.5 | 71.0 | 77.5
Gem. | 15.3 | 26.0 | %8.3 | 55.7 | 71.0 | 76.%
1 14,0 | 26,0 | 38.0 | 54.5 | 70.0 | 73.0
3,5% 2 14,0 { 25.5 | 372.0 | 53,5 | 69.0 | 73,5
3 13.5 | 26,0 | 37.5 | 55,0 | 68,0 | 74.0
| Gem, [ 1%.8 | 26.2 | 37.8 | 54.5 | 69.0 | 73.5
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TABEL 15,

DEURSNEE VAN DIE MISELTUM VAN MUCOR

TN . OP AGARPLATE WMED VERSKILLENDE
GLUKOS EKONSENTRASTHES .
Quderdom in dae.
1 o2 | 3]
Glukose- | Repli- Deursnee in mym.
kong. ate
1 15.8 | 35.0 | 63.0 | 76.5
2.0% 2 16, o 55. 5 R1.5 75.9
3 16. 3.0 . 62.0 75.4
Gem. 6.0 | 35.5 é 62.2 | 75.9
== =% g
1 18.1 36,0 | 62.0 77,5
2.5% : 2 17. 9 39,0 | 64.0 76,0
; 3 17.4 38.0 63.0 7.5
L Gem 17.8 37,7 63.0 77.0
1 20.3 | 40.0 | 65.0 | 79.0
3. 0% 2 19,6 38,0 64,0 80.0
3 20.4 40,5 65.5 79.5
Gem, 20.1 39.5 | 64.8 79.5
1 19.6 | 38.0 | 64.0 | 75.9
3. 5% 2 19.4 37.5 6.0 | 77,0
3 18.6 37,5 61.5 % 76,0
Gem, !19.2 | 37.7 | 62.5 | 76.3
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FIGUUR 16: GRAFIESE VOORSTELLING VAN DIE DEURSNEEGROOTTE

VAN DIE KOLONIES VAN PHOMA EN ASPERGILIUS OP
DIE SESDE DAG VAN INKUBASIE EN DIE VAN MUCOR
OP DIE VIERDE DAG VAN INKUBASIE BY VERSKILIENDE
GLUKOSEKONSENTRASTES .
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HOOEFSTUK VI

DIE INVLOED VAN 'n AANTAT BELANGRIKE VITAMIENE

OpP DIX GROFI VAN PHOMA, ASPERGILLUS BN MUCQR,

INLEIDING:

Die verskynsel dat sekere fungi nie op gintetiese
mediums kan groei nie is reeds lank bekend en word aan
'n hele aantal ocorsake toegeskryf. Van die belangrikste
is die afwesigheid van besondere koolstof- of stikstbof-
bronne en van sekere spoorelemente, ongunstige water-
stofioonkonsentrasie of die aanwesigheid van giftige
stowwe in die medium, Reeds in 1860 het Pasteur waarge-
neem dat die groei van gis op sintetiese mediums sterk
bevorder word deur die toevoeging van klein hoeveelhede
organiese stowwe wat in natuurlike produkte voorkomn,
maay wat destyds nog ongefdentifiseer en dus onbekend was.
Hy het ook aangetoon dat die toevoeging van uiesap tot
die medium die groei van melksuurbakterie¥ bevorder
(Schopfer, 1943), Tans weet ons dat hierdie ekstr%éte
'n verskeldenheld vitamiene en ander groeifaktore bevat,
wat groei kan stimuleer. Sedert die chemikalieB wat in
voedingsbodems gebruik word, chemies suiwerder berei word,
is gevind dat 'n groter aantal fungi gebrekkig groel wan-~
neer sulke stowwe gebruik word. Dit is omdat hierdie meer
gesuiwerde stowwe nie voldoende van die groeifaktore wat
in die onsuiwer chemikalied aanwesig is, bevat nie,

Nadat Pasteur sy waarnemings gemaak het, het ook
ander navorsers hul aandag hieraan begin skenk, So het
Wildiers in 1901 die term '"bios" ingevoer vir die on-
bekende stof wat Pasteur se giste beter laat groei het,
In 1912 het Casimir Funk uit sy eie waarnemings, sowel as
di& van ander navorsers, tot die gevolgbtrekking gekom dat
spore van definitiewe en spesifieke organiese stowwe saam
met minerale, suikers, vebte en protefene noodsaaklike
bestanddele in die voeding van diere is. Hy het hierdie
stowne "vicamiene™ genocem, 'n term wat baie gou deur
ant.r navorsers aangeneem is (Schopfer, 1943),

Jre ecrste ondersoekerwat definitief die belang-

Civnet o orin vivamiene vir die groel en ontwikkeling van
. ) . Swielgsr .
“eniionosectoon het, was die Sweégse wetenskaplike,

wonriler, en wel in 1943, Hy het gevind dat Phycomyces
2lusizEiosinug op onsuiwer maltose gegroel het, terwyl

dit op chiemiesg¢ suiwere maltose nie wou groei nie. Hy/
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Hy kon toe aantoon dat die onsuiwer maltose tiamien bevat
het, Hieruit het hy afgelei dat tiamien 'n vereiste is
vir die groei van hierdie fungus. Na hierdie waarnemings
van Schopfer is 'n nuwe tydvak op die gebied van die vita-
miene ingelel en literatuuur in verband met die vitamien-—
vereistes van fungi het begin toeneem, OQorsigte oor die
groeifaktorvereistes van fungi is onder andere gegee
deur Steinberg (1939 en 1950), Robbins en Kavanagh (1942),
Schopfer ( 1943), Fries (1948) Hawker (1950) en Cochrane
(1958).

Uit hierdie oorsigte is dit duidelik dat 'n groot

- aantal fungl een of meer groeifakbore ¥ hul normale groel
benodig. Onder fungl kom daar dus dikwels 'n groeifaktor-
gebrek voor, Dit is veral tiamien, biotien en piridoksien,
en tot 'n mindere mate ook inositol, nikotiensuur en pan-
toteensuur, wat as eksterne bronne deur fungi benodig word.
Tiamien (Aneurien of vitamien Bl): Meer as 200 fungi is
tans bekend wab hierdie vitemien nodig het vir optimale
groei.

Biotien (Vitamien H): Die vitamien is corspronklik ge-
isoleer as groeifakbtor vir sekere giste. Tenminste dertig
fungi wat heterotroof is t,o0.v. biotien, is bekend.
Piridoksien (Vitamien B6); Sekere Ophiostoma soorte, 'n
aantal suurdeegstamme en die meeste Dermatofiete is
heterotroof t.o.v. piridoksien,
Inositol: Hierdie vitamien is in aansienlik groter hoeveel-
hede werksaam as die ander vitamiene, Vir tenminste twee
fungi is dit onontbeerlik nl., Nematospora gossypii en
Trichophyton discoides (Fries, 1948),
METODE ;

Teneinde te bepaal of tiamien, biotien, i~inositol

en piridoksien enige invloed uitoefen op die groei van
Phoma, Aspergillus en Mucor is die volgende proef gedoen.
By die H & S-kultuurmedium waarby 3.0% glukose gevoeg is,
is hierdie vitamiene afsonderlik en ook gesamentlik in
bepa«lde konsentrasies bygevoeg en die groei van die fungil
is nagegaan. Die drodgewig van die miseliums sowel as die

lengtegroei is bepaal. Die volgende konsentrasies en kom-

binasies van die vitamiene is gebruik:

a) H & S sonder die boevoeging van vitamiens.

b) H & 8 met tiamien (100 _ugnm./L.)

) E & % et biotien (5 _ugm./L).

¢y ¥ oo doweb tiamien (100.mgnm. /L) ,biotien (5 ugnm./L.),

Leliog o tal (5 megm. /L) en piridoksien (100ugnm/L.). |
i.Droédgewigsbepaling/
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i. DROUGENIGBEPALING:

Dieselfde metode wat by die vorige proswe vir die
bepaling van die dro¥gewig gebruik is, ie hier toegepas.
Die verskillende vitamienbevabttende oplossings is met die
betrokke fungus ge€nt en die kulture is vir ast dae by
25°C gefnkubeer, Na die inkubosie is die drodgewig van die
niseliums afsonderlik bepaal.

Die dro8gewigts van dic ﬁiseliums é; die verskillende
vitauwienoplossings word in tabelle 174, 17B sn 17C azan-

gegee,

Voeg in Tabelle 17A, 17B en 17C.

b wrrrman|
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TABEL 17:

DIE INVLOED VAN VITAMIENE OP DIE GROEI VAN

PHOVA, ASPERGILLUS EN MUCOR,

174 PHOMA

S e et

Vitamien MiseliumcGewig | Gemiddelde gewig
125,1
Vitamienvry 125.4 126.9
1%0.2
127.0
Tiamien 121.8 1L24.,8
125.6
1242
BiotTien 125.8 1z4,1
123.3
{Tnositol, Piri- | 124.8
doksien, Bio- lea,? 125.4
tien, Tiamien | 1do, 7

17B:  4EPERGILLUS

Vitamien Miselium*Gewig | Gemiddelde gewig
390.4
Vitaminvry 595.0 291.5
591.1
58%,%
Tiamien %86.8 287.4
592,1
Biotien 389.6
Biotien 395.4 39%.1
295.4
Taosital, piri- %87.3
doksien,Bio- 391, 4 390, 2
uien, Tiamien 491.9




Tabel 17 vervolg:

17C: PHOMA

(-43-)

Tien, Tiamien ;

3,1

Vitamien Miseliumgewig Gemiddelde gewig
55.9
Vitamienvry 25.3 35.8
56,2
%9.5
Tiamien 35,2 6.2
24,1
57.5
Biotien 56,8 38.2
59,5
Inositol, Piri- 40.%
doksien, Bio- 32,2 35.6




(~4-)

Alhoewel daar klein verskille tussen die ge-
middeldes van die reekse bestaan (tabel 17), is die
verskille tussen die drie waardes van een stel be-
palings so groot, dat hierdie verskilile wat Gtussen
die gemiddeldes van die reekse bestaan, nie as bebekenis-
vol beskou kan word nie, In al die gevalle is die drob-
gewigbe wat op die vitamienbevattende mediums verkry is
dieselfde as die op die vitmmienvrye mediums. Uit die
resultate walt behaal. is,blyk dit dus duidelik dat die
omderh%wige vitamiene nie enige betekenisvolle invloed

op die groel van dic drie fungussoorte uitoefen nie,.
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(ii) LINIERE GROEI EN SPOORVORMING:

Teneinde vas te stel of die toevoeging van 'n
aantal vitamiene enige invloed op die liniére groei en
spoorvorming van die drie betrokke fungi het, is die
volgende proef uitgevoer., Die konsentrasies en kom-
binasies van die vitamiene wat gebruik is, was die-
selfde wat in die eerste gedeelte van hierdie eksperi-
ment gebruik is.

Nadat die agarkulbture geEnt is is hul bty 2500
gelnkubeer en daar is daagliks metings van die deursnee
van die kolonies gedoen. Die resultate word in tabelle
18, 19 en 20 aangegee.

Voeg in tabelle 18, 19 en 20.

Wat die groeitempo van die drie fungi betref, is
dit duidelik dat daar geen verskil tussen die gemiddel-
des van die reekse bestaan nie. Die reekse wat meb
vitamiene voorsien is helt dieselfde mate van groel ver-
toon as die vitamienvrye kontroles.

Ook wat die spoorvorming betref, kon geen verskille
by die verskillende vitamientoedienings wawrgeneem word nie.

GEVOILGTREKKING :

Phoma, Aspergillus en Mucor is selfonderhoudend
wat tiamien, biotien, i-inositol en piridoksien betref.

Geen ultwendige bron van hierdie vitamiene word vir die
normale groei of voorplanting van hierdie fungil bencdig
nie.
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T4BEL 18,

DEURSKEE VAN DIE MISELIUM VAN PHOMA IN

it. OP AGARPTATE MET VER-

SKILLENDE VITAMIENE,

Ouderdom in dse.
2 3 4 [ 5 l 6 7 8
Vitamiene | Repli- Deursnee in mym
kate .
1 7.2 |13.5 | 21.4 | 31.4]| 42.7 ! 55.9 1 68.5
Tiamien 2 6.0 {14.5 | 21.4 | 30.5| 42.7 | 56,3 | 69,5
3 6.3 114.0 {21.7 | 31.2{ 42.5 | 55,8 | 69.6
Gem. 6.5 |14.0 | 21.5 | 30.7 | 42.% | 56.0 | 69.2
1 6.8 |14.1 |21.4 ] 31.5) 42.8 | 57.2 | 69.5
Biotien 2 6.6 |14.0 |21.5| 31.6 | 42.8 | 56.0 | 70.5
5 602 14-05 21-2 50: 45::4 57.2 70-5
Gem. 6.6 .2 121.7 | 31,31 43,0 |56.8 | 70.1
Piridoksien, _
: 1 6.4 |14.4 | 21,8 32,51 43,5 [ 56,1 | 68.8
shositol, | 3 6.5 |14,6 22,0 | 1.0 | 43.0 | 55.4 | 70.4
i " >
Tiomion % 6.0 |14.5 (22,2 | 31.5| 43.4 156,22 169.3
Gem. 6‘5 1415 2200 51.0 4‘5-5 55"9 69=5
1 6.5 [14.8 |21.0 | 31.6 | 42.7 |56.5 | 69.8
Vitamien— 2 2.0 |14,5 121,5|31.2 | 4=.1 56,0 | 71.0
vy 3 6.6 |14.8 {22,001} 31.7 | 42,7 |57.6 1690.2
Gem. 6.7 114.7 121.5 | 31.5 ] 4,5 {56.7 | 70.0
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TABET, 19,
DEURSNEE VAN DIE MISELIUM VAN ASPERGILLUS N
¥4, OP AGARPLATE MET VERSKILLENDE
VITAMIENE.
Ouderdom 1in dae
2 | 3 [ 4 | 5 6 7
Vitamiene Repli~| Deursnee in mum
kate.
1 21.01 30,0 {48,0 163.5! 92.5 176.0
Tiamien 2 19.5 | 30.5 47.0 |63.5) 72,51 77.5
7 16.0 1 31.0 {47.0 164.0! 73.0 | 78.0
Gem, | 19.8 | 30,5 [47.3 163.7] 72.7 | 77.2
- 1 | 21.5121.5 |48.0 [63.5| 72.0 | 77.5
| Biotien 2 19.5 1 29.0 l46.0 |61.0| 71.0 | 76.5
3 21.01322,0 {46.0 {6u.0l 72.0 | 78.0
Gem. | 20.7 | 30.8 |46.7 l62.8] 71.7 | 77.3
Piridoksien
Inositol, 1 19.0 1 31.0 |46,5 {63.5} 73.5 | 76,0
Biotien & 2 19.0 | 31.5 |47.0 - - -
Tieamien 3 21.0 | 30.5 |46.0 |65.0] 72.0 {80.0
Gem. 119.7 1 21.0 (46,5 4,2 72,8 |78.0
_ 1 |21.5 | 50.5 |48.0 |65.0] 73.0 | /8.0
Vitamien— 2 20,0 {31.5 [47.0 {65.0! 71.5 | 79.0
N 3 19.5 | 30.0 |47.0 [65.0] 72,0 {77.0
Gem. 120.3 | 30.7 |47.3 |e4.3{ v2.2 |98.0
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TABEL =20,

DEURSNEE VAN DIE MISELIUM VAN MUCOR . IN S eawa .

0P AGARPLATE MET VERSKILLENDE VITAMIENE,

Quderdom in dae,
2 3 | 4
Vitamiene Repli- Deursnee in mym,
kate,
1 %8.5 65.5 75.0
Tiamien 2 37.0 68.0 9.5
) 39.0 67.0 82,0
Gem, 8.2 £6.8 78.8
1 A8.0 65.0 9..0
Biotien 2 36,0 64,5 85,0
5 37.5 67.0 8L.0
Gem, A37.2 65.8 86,7
Piridoksien,
Inositol, 1 40,0 66,0 87.0
Biotien & 2 58,0 63.5 85.0
Tiamien 3 37.0 65.0 | 85.0
Gem. 38.% | 64.8 | 85.7
1 40.5 65,0 84,0
Vitamien— 2 39.5 68.0 | 85.0
VIy 3 29.0 68.5 85,0
Gem, A9.Y% 67.2 | 84,7
1 i
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HOOFSTUX VIiI

BEPALING VAN DIE OPTIMALE TEMPERATUUR VIR DIZ GROEI

EN VOORTPLANTING VAN PHOMA, ASPERGILLUS
EN MUCOR.

INLEIDING s

Temperatuur het 'n groot invloed op die groei-
tempo van lewende organismes, insluitende die fungi.

Die respirasietempo, en die daarmee gepaard gaande vry-
stelling van lewensbelangrike energie, word baie deur
temperatuur befnvloed (Hawker, 1950). Talle fisiologiese
prosesse soog die opneem van water en opgeloste stowwe
ult die medium en die talryke prosesse betrokke by die
afbreek van voedingstowwe en die sintese van organiese
verbindinge staan almal onder die invloed van temperabtuur
(Hawker, 1950).

Die lemperatuurgrense waartussen fung: groei ver-
skil van soort tot socort, Die ocorgrote meerderheid greoel
egter gladnie of baie swak by 0°¢ (Lilly en Barnett, 1951).
Aan die anderkant is daar 'n baie geringe aantal fungi
wat by temperature ho&r as 30 - 3500 nog enige groei ver—
toon (Hawker, 1950). Volgens lazasgenoemde outeur is die
optimale temperatuur vir die groel van fungi gewoonlik
in die gebied tussen 20 en 309C. Die kardinale temperature
1n dle vegatatiewe groei van die meeste fungi 18 volgens
hem in die omgewing van O - 5°C, 20 - 30°C en 30 - %5°C.
Daar bestaan egter heelwat uitsonderings. Brooks en Hans-
ford (1923) toon bv. aan dat Cladosporium herbarum nog by

-10°% groei, Verder vind hulle dat Penicill-um expansum

en Torula botryoides goed ontwikkel by 0°C en bv. vleis

in koelkamers aantas., In teenstelling hiermee is daar
fungi wat weer baie hof temperature kan verdra, Hawker
(1950) noem bv, die geval van sekere Sordaria - soorte wab
temperaturs van 40 - 42°¢ kan verdra. La Touche (1948)
viné dat sskere Chaetomiumsoorte, watv op hool voorkom,

groel in 'n temperatuursgebied wat strek van 2500 tot
62°C met 'n optimum tussen 40 en 50°C.

Muller (1956) vind dat die optimumbtemperatuur vir
die vegetatiewe groel van Aspergillus niger BOOC is,

terwyl dieé vir Peniciliium italicum en Rhizopus nigricans
25°¢C is,

Temperatuur/
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Temperatuur het ook 'n groot invloed op die
spoorvorming van fungi. Daar is voldoende bewyse dat
temperature wat gunstig is vir die ontkieming of vege-
tatiewe groei van fungi effens laer is as dié gunstig
vir voorplanting (Wolf en Wolf, 1947). Ames (1915) het
gevind dat die spore van Thielaviopsis paradoxa by 5 - 6°C
ontkiem het en dat, alhoewel daar geringe groei by 10°¢

plaasgevind het, hierdie organisme by temperature hokr
as 10°¢ gehou moet word om spoorvorming te induseer.

Klebs (190C) het daarop gewys dat die temperatuurgrense
waartussen voortplanting plaasvind baie nouer is as die
waartussen vegetatiewe groel plaasvind, Phoma apiicola

groei, byvoorbeeld, goed tussen 5 - 2800, maar pikni-
diums word slegs by temperature van 1% - 26°C gevorn
(Beran et al, 1954). Die opbimumtemperatuur vir vege-
tatiewe groei van Aspergillus niger is, soos reeds gencen

30°C., Kordiumvorming vind egbter die gunstigste plaas
by 30 - 35°C (Muller, 1956),

Die bodem waarop die fungus voorkom mag ook die
temperatuuroptimum van beide groei en voortplanting be-
invloed, Hawker (1947) vind byvoorbeeld, dat Mela-
nospora destruens 'n lzer optimum vir groei en 'n holr

optinmum vir peritesiumvorming op 'n sukrose-medium het
as op 'n glukose-medium,

et e e

0m vas te stel wat die optimale temperature vir

die groel en voortplanting van Phoma, Aspergillus en
. . X . . __+ 3% glukese
Mucor is, is die drie fungi op H & S agarmedium,.in

petribakkies by verskillende temperature gekweek, Die
kulture is by 0°C, 18°¢, 25°C en 3%5°C geinkubeer.
Die deursnee van die kolonies is daagliks gemeet en die
mate van spoorvorming by die verskillende temperature is
noukeurig genoteer.

Voorlopige steekproewe het aangetoon dat nie
een van hierdie fungi by 40°C gegroei het nie. Dit
stem nie ooreen met die resultate wat voorheen deur
Bonner (1948) met Aspergillus niger verkry is nie, maar
wel met dié van Muller (1956).

Die daaglikse deursnee van die kolonles van die

drie fungi op agarplate by verskiliende temperatue word
in tabelle 21, 22 en 23 aangegee en grafies voorgestel
in figuur 24,

Voeg in Tabelle 21, 22 & 23 en Piguur 24,
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PHOMA:

Tabel 21 dui die volgende aan. By 0°C het geen
groei plaasgevind nie. By 'n temperatuur van 18°C het
die' miselium redelik goed ontwikkel, maar by 259C het
maksimale ontwikkeling plaasgevind., By 30 en 3500 het
die ontwikkeling egter weer baie vinnig afgeneem. Uit
die resultate, soos in figuur 24 voorgestel, is dit
duidelik dat die opltimumtemperatuur vir die miseliumgroeil
van hisrdie fungus in die omgewing van 25°¢ gelel is. By
hierdie temperatuur was die deursnee van die misellummassa
ook gedurende die hele inkubasieperiode aansienlik holr
as die deursnee by 18°C of by 30°C (tabel 21).

Piknidiums is die geredelikste by temperature van
25°C tot 30°C gevorm. By 189C het die ontwikkeling van
piknidiums wel voorgekom maar hulle was baie kleiner en
minder as di& by 25 en 30°C. By 35°C is geen piknidium-
vorming waargeneem nie,

ASPERGILLUS :
Die fungus het 'n relatief hok temperatuurcptimum

van ongeveer 30°C (tabel 22), By hierdie temperatuur
was die deursnee van die kolonies aansienlik meer as by
25 en 35°C. By 0°C was daar geen meetbare groei nie,
terwyl by 189C ook slegs 'n baie geringe mabte van groei
waargeneen ig,

Konidiumvorming het vinniger en geredeliker by
die ho¥r temperature, naamlik, 309 en 5500 plaasgevind as
by die laer temperature. Teen die derde dag van inkubasie
by 309 en 5500 was konidiums reeds oor die hele kultuur
sigbaar. Daar kon geen sigbare verskil in spoorvorming
by 30° en 35°C waargeneem Gwrd nie. Die optimumbempe-
ratuur vir die ongeslagtelike voortplanting van hierdie
fungus 18 dus tussen 30° en 35°C.
MUCOR:

Hierdie fungus groel vinniger as die vorige twee.
By 'n temperatuur van 25°C was die hele agarplaat reeds
teen die vierde dag ocorgroei. By hierdie temperatuur is
die deursnee van die kolonie ook haie groter as by 189 en
30°C¢ (tabel 23). 'n Skerp afname in groei bokant 25°C
is baie opvallend (figuur 24); by 35°C was die groei van
die fungus uiters swak, hifes was yl verspreid en die rand
van die kolonie nie skerp afgebaken nie; by 0°C is geen
groel waargeneem nie,
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Spoorvorming het die geredelikste by 2500 plaas~
gevind, hoewel daar ook 'n goeie produksie by 18°¢
waargeneem 1s, By 30%en 5506 was spoorvorming egter
baie swak en by laasgenocemde btemperature is slegs enkele
en verspreide sporangiums op die miselium waargeneen.

GEVOLGTREKKTING ¢

Uit die resultate is dit duidelik dat die opti-
numtemperatuur vir die vegetatiewe groei van Phoma en
Mucor by + 25°C gelel 1is, Aspergillus het 'n aansienlik
ho¥r bimum, naemiik, 30°C.

By twee van die fungi, naamlik Aspergillus en

Phoma, is die optimumtemperatuur vir spoorvorming nie
dieselfde as die vir vegebtatiewe groei nie. In beide
gevalle 12 die optimum waarskynlik effens ho¥r as did
vir miseliumgroel. By Mucor is die op7imum vir groei en
voortplanting 2590.

By alle latere proewe met hierdie drie fungi is
Phoma en Wucor by 25°C en Aspergillus by 30°C gelfnkubeer.
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TABEL 21.

DEURSNEE VAN DIE MISELIUM VAN PHOMA IN M Mariue.

0P AGAR BY VERSKILLENDE TEMPERATURE,

Quderdom in dae,
1 2 2 n 5 6 7
Tempe~ |Repli- Deursnee 1in m,m.
ratuur ikate
1 - - - _ - - -
0°¢ 2 - _ - - - _ _
3 - - - - - - -
I
1 4.5111.81 14,51 21.7} 3%.2| 43.5! 55.0
18°%¢ 2 5.2 110.71{14.3120.8] 32,7 42.5| 54.3
3 k,7110.8115.0|22.9{ 33.7| 43.6| 54.5
Gem. 4.8 111,11 14.6121.8] 33.0) 43,2} 54,9
1 6.5]1%2.3121.5 | 31.01 43.0] 54.8| 68.1
25°¢ 2 6.0 {13.7 | 21.0 | 31.1| 42.2| 55.7] €7.3
3 6.4 | 14.4 | 21.7 | 31.8] 42.7{ 54.5] 67.7
Gom. | 6.3 1|13.8 | 21.4 | 31.3| 42.7| 55.0[ 67.7
1 3,5 9,5111.8 | 15.9} 23.5{ 29.0} 36.5
30°¢ 2 4,0| 9.,2|11.5|16.5| 24.2] 28.8] 37.8
3 3.0 9.2|10.9]16.5] 23.7] 29.8] 38.5
Gem. 3.51 9.3|11.4 |16.3]| 23.8| 29.2| 37.6
1 - - 1.0 2.0 4-5 5-9 9'5
359G 2 - - 1.01 2.0} #4.2| 6,11 9.5
3 - - 1.0l 2.0 4.4{ 6.0( 9.5
Gem. -~ - 1.0 2.0 4.5} 6.0 9.5
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TABEL 22,

DEURSNEE VAN DIE MISELIUM VAN ASPERGILLUS IN 3. iqumg.

0P AGAR BY VERSKILLENDE TEMPERATURE,

Quderdom in dae
£ 5 6 7
Tempera Repli—| DEURSNEE in TEMe nana.
Gtuur kate
1 - - — —
0°¢ 2 - - - -
% - - - - -
1 1.01 2.5] 7.5] 1&.3 |21.0] 25.5] 32.0 |
18°9¢ 2 1.0 3.0| 7.0l 14.7 |19.0{ 25.5| 29.5
3 1.0/ 4.0] 8.5 14.5 - - -
Gem. 1.0l 3.2| 7.7|14.5 |20.0] 24.5| 30.7
) ) 1 5.01 14.01 27.0 | 42.8 |57.0] 64.0] 74.0 |
259¢ 2 5.51 13,51 26.0} 4%.5 {55.5| 70.0| 73.0
3 6.5 14.5] 26,0 | 42.7 |57.5] 71.01 73.5
Gem. 6,01 14,0 26.3 | 43.0 [56.7} 70.0| 73.5
B o 1 11.2] 21.5§ 39.5| 56.5 {71.5] 79.0
30% 2 10.3] 22.01 33,0 57.3 |71.0! 81.0
3 11.0] 23.5| 38.5 | 56.2 {71.5] 81.5
Gem. 10.51 22,31 29.0§ 57.0 |71.3] 79.9
S A B = ek ;m
o 1 7.6 19,0} 35.11{53.5 [65.5
35%¢ P .21 18.8| 34.5 | 52.4 {65.0| 4.6 77.5
3 6.5} 17.71 33,9 | 51.0 |64.5} 73.4 | 76.53
Gem. 7.1i18.51 34.5|52.% |65.0] 74.01 76.9
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BEL 23,

DEURSNEE VAN DIFE MISELIUM VAN MUCOR IN M M. wwr.

OF AGAR BY VERSKILLEINDE TEMPERATURE.

Quderdom in dae,.
1 2 3 4 5 6
Tempera~| Repli- Deursnee in mgm.
toan i e Le
1 - - - - - -
e 2 - - - - - -
3 - - - - - -
| 1 | 8.020.5] 4.0 |58.07%.076.0
18%¢ 2 8.8122.0]43.0 | 59.2|7%.5 {76.5
3 8.7121,0143,3 [ 58.3% 73,0 ]77.0
Genm 8.5121.21{42.2 | 58.5 | 73.5 | 76.5
L L
: 1 14.7135.5161,0 | 80.5
259¢ 2 14.813%6.5(63.0 | 80.0
3 15.5136.0(62.0 | 80.4
Gem. |15.0/%6.0(62.0 | 80.3
1 11.8129.044.0 |58.5 | 74.1 |80.0
30°¢ D 12.3]26.5142.0 | 58.8 | 73.8 78.0
% 11.9128.0{43.0 | 59.7 {74.1 | 77.5
Gem, [12.0|27.84%.0 |59.0 |74.0 |78.5
o 1 5.611%3.5123,3 34.0 [ 43.5 149.5
35°¢ 2 5.511%,2122,5 | 31.9 |42,5 {48.1
3¢ S5.4112,3(21.7 | 33,1 |41.5 47,0
Gem. | 5.5113.0122,5 | 33,0 {4£.5 {48.2
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HOOESTUK VIIT

DIE INVLOED VAN VERSKILLENDE SWAMDODERS DP

PHOMA, ASPERGILLUS EN MUCOR,

INLETDING .

Nadat die optimale groeitoestande vir die drie
fungi in die voorafgaande aantal eksperimente bepaal is,
is die inviced van verskillende swamdoders op die groei
van die fungi by hierdie optimale toestande nagegaan,
Die doel van hierdie eksperiment was om die minimum-
letale konsentrasies vanfdie swamdoders by die optimale
groeitoestande van die fungi vas te stel., Dit is gedomn
met die oog daarop om later die Roolblomsaad hiermee te
behandel teneinde die fungl wat daarop voorkom te ver-
nietig. bestcting
By die beheer van Tfungi deur swamdoders is daar
twee basiese beginsels betrokke, beskerming en genesing.
Twee wydulteenlopende metodes word toegepas by die be-
skerming van 'n gasheer fteen fungi deur die aanwending
van swamdoders.
(1) Die swamdoder kan aangewend word om die fungus
in sy russtadium te dood, hetsy voor of nadat dit die
gasheer bereik het,
(ii) Die swam@oder kan in die vorm van 'n blywende
lagie aan die buitekant van die gasheer aangewend word,
om sodoende aantasting deur die fungus teen te werk
(Horsfall, 1956).

Daar is tans 'n baie groot aantal swamdoders in

esTryciiin

gebruik vir die behees van fungi. Van die belangrikste
swamdoders is sekere swaarmetale en hul soute, swawel-
verbindinge, organiese swawelverbindinge en sekere
heterosikliese verbindinge, Swaar metale en swaar-
metaalsoute ressorteer onder die belangrikste en oudste
swamdoders., 'n Tweede groep belangrike swamdoders is
swawel en swawelverbindinge., Die toksiese eienskappe
van swawel is baie eeue reeds bekend. Homer. het in
1000 v. C, gepraat van: '"the pest-averting sulpher.”
Tans is dit veral die organiese swawelverbindinge wat
as swamdoders gebru%guﬁgig en belangrik onder hulle is
die ditiokarbamate, bthiouxes , die thiosianate en sekere
antibiotika soos tiasiensuur en gliotoksien.
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METODE s

Vir die bepaling van die swamdodende elenskappe
van chemikalied word veral van drie metodes gebruik ge-
maak (Horsfall, 1956):

(i) Fungusspore word in water ontkiem in die aanwesigheid
van die fungisied,

(ii) Die fungus word op 'n vergiftigde bodem gekweek,
D.w.s. die stof word met die agar, weefsel, hout, of wat
ookal as voedingsbodem gebruik word, gemeng.

(iii) Die respiratoriese aktiwiteit van die behandelde
fungus word bepaal,

By 'n vergelyking tussen die spoorontkiemings-
metode en die vergiftigde bodemtegniek het Gottlieb(1945)
met Stemphylium sarcinaeforme die volgende resultate ge-
kry, Hy het die fungus met btagtig verskillende verbind-

inge behandel en gevind dat 50% van die verbindinge die-
selfde resultate by albei metodes opgelewer het, dat 35%
meer nadelig was vir groei as spoorontkieming en dat 15%
meer nadelig vir spoorontkieming as vir groei was.

Die metode om die miseliumgroei van fungi op ver-
giftigde agar kwantitatief te bepazl kan teruggevoer word
na Falck (1907). Hy het aangetoon dab dear 'n korrelasie
bestaan tussen die deursnee van 'n kolonie op agar en die
periode van inkubasie., Hy het ook verder aangetoon dat
die aznwesigheid van gifstowwe in die medium geen afbreuk
doenaﬁg‘hierdie korrelasie nie, Volgens hierdie mebtode
is dit dan moontlik om die uitwerking van 'n toksiese stof
op die groei van 'n fungus te bepaal deur (a) die aantal
dae wat 'n kolonie groei om 'n bepaalde deurmnee te bereik
in vergelyking met q&g E;gaﬂ?t 'n kontrolekultuur neem om
die deursnee te bereik of (b) die deursnee wat 'n kolonie
na 'n sekere inkubasieperiode in vergelyking met 'n kon-
trole bereikfe bepaad.

Alhoewel die vergiftigde bodemtegniek hoofsaaklik
toegepas word by die bepaling van die doeltreffendheid
van stowwe vir die preservering van houbt (Horsfall, 1945),
het ek die metode om die volgende rede hier toegepas.

In latere proewe is pogings zangewend om onbehandelde
Rooiblomsaad op vergiftigde agar te laat ontkiem. Daar
is geredeneer dat die vergiftigde agar moontlik die groei
van fungi sou teenwerk sonder om die Rooiblomsaad nadelig
te belnvloed, Vir die proef was dit nodig om te weet by
watter minimumkonsentrasies ¢ie betrokke swamdoders in-
staat is om diec groei van funrgi geheel en al te verhinder,
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Tergelfdertyd is die metode ook weardevol gevind om 'n
aanduiding te kry van die doeltreffendheid van die be-
trokke swamdoder.

In hierdie eksperiment is die invloed van die
volgende swamdoders ondersoek. As swawelbevattende swam-
doders is die volgende drie stowwe gebruik.

1. ggfiﬁMSmikroswawelpreparaat, B0% swawel ).

2. ‘Beieures (thiocarbamied) HQNC(S)Nﬁg_

5. Thiulin (tetrametiel-thioram-disulfied). Die swam-
doder staan ook bekend as Thiosan, Thioram en T.M.T.D,
Dit het die volgende chemiese Tormule.

HyC 8 8 CHy

NC - 88 -~ GN/’
o N cH
3
Dit word ftans wéreldwyd as swamdoder gebruik.
Muskett en Colhoun (1940) het die eerste verslag oor die
ultwerking van Thiulin gepubliscer en wel in verband met
die behandeling van vlassaad in Terland.
Van die swaarmetaalbevattende swamdoders is die
volgende stowwe gebruik,
(1) Kopersulfaat, CuSO4:5H2O.
(2) Rool kwikoksied, HgO.
(3) EKwikchloried (sublimaat), HECly

(4) Trigosan Slurry (10% erganies gebonde kwik, 6% kwik),
(5) Trigosan (2.5% organies gebonde kwik, 1.5% Hg.)

(6) Ceresan (2.0% etielzkwikchloried) CgHBHgGl.

(7) Agallol (4,5% metoksie-etielzkwikchloried, 3% Hg).
(8) "A,C.P. Rose & Floral Dust"™ wat soos volg sasmgestel

is.

Ferridimetielsditiokarbosaat ("Fermate™) 7. 6%

Swawel 20 %

Dichloro:difeniel =trichlorocetaan (73% para
para) 5.0%

p-chlorofeniel-p-chlorobenseensulfonaat 2.5%

Onaktiewe bestanddele (“carrier®) 6l , 4%

Die sktiewe swamdoder in hierdie poeier is Fermate
[(CHz), NOS, | Fe.
(9) Cupravit (85% Koperoksiechloried, 50% Cu).

Chemiese formules is verleen aan die Merck Index (1952).

Die eksperimentele werk is soos volg uitgevoer,

H & S agar is in hoeveelhede van 250 ml. in Erlenmeyer-
flesse gesteriliseer. Na sterilisasie is elke fles onder
lopende krasnwater tot handwarmte afgekoel en die bepaalde
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swamdoder is daarna asepties deur middel van 'n vooraf-
gesberiliseerde pipet in die verlangde konsentrasie
(sien tabelle 25 -~ 36) bj die agar gevoeg, Die agar

is vervolgens goed geskud en van elke fles is tien
agarplate van + 25 ml. agar gegiet. DNadat die agar
gestol het, is die plabe afsonderlik met die drie fungi
gefnt, Al die proewe is in triplikaat uitgevoer en
swamdodq&rye kontroles is ook opgestel,

Phoma en Mucor is by 25°C en Aspergillus is by

30°¢ gelinkubeer., Daaglikse metings van die deursnee

van die kolonies is geneem. Die konsentrasie van elke
swamdoder is geleidelik verhoog, totdat dasar geen groel’
meer op die plate voorgekom het nie, Hierdie konsen-

Wlnl.:vv‘u&vu

trasies is ag dis.letale beskou,.

s

LVDeg in tabelle 25,26,27,28,29,30,31,%2,%53,34,35 en 36,

Uit die resultate is dit duidelik dat Aspergillus

die minste deur die swamdoders aangetas word. Mucor
het blykbaar die geringste weerstand daarteen, In vyf
gevalle, naamlik, by behandeling met kwikoksied, koper-
sulfaat, Thiulin, Ceresan en Cosan is die groei van
Mucor totaal verhinder by konsentrasies waar die ander
twee skimme%gaﬁgﬁhfedelik goed gegroel het; Kwik-
chloried en Baiewres het die groei van Phoma weer heel-
temal voorkom by konsentrasies waar Aspergillus en Mucor

nog gegroei het,.

By baie lae konsentrasies van die swamdoders is
die nadelige uvitwerking op die skimmels nie baie duildelik
waarneembaar nie., Die daaglikse toename in die deursnee
van die kolonies vergelyk goed met die van die kontrole,
behalwe dat die kolonies effens kleiner is. Sodra die
konsentrasies van die swamdoders egter verhoog word tot
bokant 'n sekere waarde, tree daar gewoonlik 'n lang
rusperiode in voordat die fungus begin groei. Voorbeelde
van hierdie lang rusperiode kan in die tabelle gevind
word, By 'n konsentrasie van 100 dpm. kwikoksied begin
Aspergillus eers teen die vierde dag groel (tabel 26),
Phoma begin eers die derde dag groei by 230 dpm. Cosan
(tabel 34), terwyl Mucor, byvoorbeeld eers teen die
vierde dag meetbare groel toon op agar met 500 dpm,
Cupravit (tabel 33). Vincent (1947) maak ook melding van
hierdie verskynsel, neamlik dat gifstowwe in die medium

!n/




(-60-)

tn baie lang onaktiewe periode in die hand werk., Volgens
lazsgencemde outeur dul die rusperiode die tyd aan wat
die fungus nodig het "to learn to live with the compound”.
As die uitwerking vandie verskillende swamdoders,
wat uitgeboets is, vergelyk word (sien tabelle), is d4it
duidelik dat kwikchloried en Trigosan Slurry die mees
effextiewe is, Hierdie twee stowwe verhinder die groei
van aldrie die fungi geheel en al by 'n lae konsentrasie,
so laag as 10 dpm. Selfs by 'n sanwending van 5 dpm, is
hul nadelige invloed op die fungil baie duidelik waar-
neembaar. Die verskillende stowwe kan soos volg in volg-
orde van doeltreffendheid as fungisiede gerangskik word,
Die letale konsenbtrasies word tussen hakies aangegee,
Ewikchloried (10 dpm.); Trigosan Slurry (10 dpm.);
Thiulin (20 dpm.); Agallol (40 dpm.)s; Ceresan (40 dpm.);
Trigosan (40 dpm.); kwikoksied (200 dpn.); "ACP Rose &

Floral Dust™(230 dpm.); Cosan (500 dpm.); Cupravit(?750 dpm.);

T it v
kopersulfaat (1500 dpm.); Thieurea (10,000 dpm. ).
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TABEL 25:

DIE INVIOED VAN KWIKCHLORIED OP DIE GROEI
VAN DIE DRIE SKTMMELS,

Quderdom van miselium in dae.

Konsen- | Skimmel Deursnee van miselium in mym.
trasie

Phoma

5 d.p.m. | Asper-
gillus 4.,5112,01 23,0 |35.0 (50.0] 58.5 {63.0

Mucor 7.0]16.51 33,0 |47.0 |63.0f 72.5

Phoma -
10 d.p.m. | Asper-
gillus -
Mucor -

Phoma 6.0{11.51| 19.0 |30.5 {42,5] 54.5 66.5
Kontrole | Asper~
gillus 11.01{24.5| 39,5 |56.5 {71.0] 79.5
Mucor 15.01%6,01 62.5 180.0

TABEL 26

DIE INVLOED VAN ROOI KWIKOKSIED OP DIE
GROEI VAN DIE DRIE SKIMMELS.

Ouderdom van miselium in dae.
1{25 m 5 | 6
Konsen— Skimmel Deurgnee van miselium in M.
tragie
Phoma - - 0.5 2,0 3.5 5.5
50 d.p.m.] Asper-— 0.5 1.0t 2.0 3.3 5.0 | 7.5
gillus
Mucor - - - - - -
Phoma -
100d.p.m. | Asper- - - - 1,5 2.5 { 4.0
gillus :
Mucor -
Phoma -
200d.p.m. Asper- -
gillus
Mucor -
Phoma 6.4 1-.51 22,0 31.5 42,7 154,0
Kontrole | Asper- | 10.% | 21.5} 38.C | 56.5 | 71.5 | 79.C
gillus
Mucor 14.8 36,51 62,0 80.4
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TABEL 27,

DIE INVLOED VAN KOPERSULFAAT OP DIE GROEI

VAN DIE DRIE SKIMNELS,

Ouderdom van die miselium in dae -

1| 2 3 1 4 ] 5 6 v
Konsen- |Skimmel} Deursnee van die miselium in m,m,
trasie
Phorma 8,0113.5 {18,0 20,3 {21.5 {22.0
{ 500 dpm, | Asper- 14,01 24,5 [36.0 |42.3 (44,5 (46,0
- (0,05%) gillus
Mucor 26,51 41,7 {50.5 54,0 156.0 {57.5
Phoma 5.0 4.5 6.0 7.0 8.5 110.0
1000 dpm.| Asper- 6.5 9.0 |11.5 |13.5 {15.0 |16.5
(0.,10%) gillus
Mucor -
Phoma -
1500 dpm.| Asper- -
(0.15%) gillus
Mucor -
Phoma 5.0 14.0 [22.5 |32,0 (43,5 |55,5
Kontrole | Asper- 9.5 121.0 {37.9 |55.7 {70.0 [79.6
gillus
Mucor 113.0 ] 36.6 |64.0 [79.5
TABEL 28.
Trouretery
DIE INVIOED VAN ®i+otR¥s (0P DIE GROEI
VAN DIE DRIE SKIMMELS.
OQuderdom van die miselium in dae
I 1T« 7 5 1 4 1 5 1 6
Konsen- | Skimmel Deursnee van die miselium in m,m,
trasie
Phoma 7.0 (10,0 (14,1 |17.% 120.0
1000dpnm | Asper~ 12, 15.% {17.5 (19.7 (21.5
'(O.lo%g gillus
Mucor 19.0 | 30.1 [37.0 143.6 {54.0
Phoma -
5000dpm | Asper- 5.0 7.2 9.0 110.5 }11.5
(0.50%) | gillus
Mucox 8.5 111.0 |13.5 {17.0 119.5
Phoma - '
10,000 Asper-~ -
dpm. gillus
{(1.00%) Muc or -
Phoma L5.2 2.0 1(52.5 #5.0 (54.5
Kontrole | Asper~ 22,0 [39.4 156.8 ;71.5 [80.0
gillus '
Mucor 130.2 {63,5 180.5
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TABEL 29,

DIE INVLOED VAN THIULIN OP DIE GROEI VAN

DIE DRTHE SKIMMELS.

OQuderdom van miselium in dae.

1 2 3 4 5 6 7
Konsen- { Skimmel Deursnee van miselium in m.m.
trasie
Phoma 5.0 ]11.5 {19.0 (26,5 (35,0 {44.0 |51.5
5 dpm. Asper- 1.5 4.5 1 6.5 {10.0 |14.0 |17.5 |23.0
gillus
Mucor 4,0 9.5 [16.5 126.0 [38.0 [50.5
Phomna -
10 dpm. | Asper- - 2.0 1 2,5 | 3.5 3.6 | 3.8 | 4.0
gillus
Mucor -
FPhoma -
20 dpm. | Asper— -
gillus
Mucor - :
Phoma 6.0 [14.0 |21.5 |31.0 {42.5 156,00 {67.0
Kontrole| Asper— 11.0 122.5 }39.0 [57.5 {69.5 |79.0
gillus
Mucor 15.0 {37.0 {e4.0 B0.5
TABEL 30.
DIE INVLOED VAN TRIGCSAN SLURRY OP DIE
GRORET VAV DIE DRIB SKIMMELS.
OQuderdom van miselium in dae.
1] 21 3| & 5 6 | o
Konsen- Skimmel Deursnee van miselium in m.m.
trasie
Phoma 1.5 5.0 6.0 8.5111.01 12,5 14,0
5 dpm. Asper- 1.0}l 3.0y 5.51 9.0]13.5} 18.0
gillus
Mucor 2,0 5.0 7.5 111,51 15.0} 19,0
Phnoma —
10 dpm., Asper- -
gillus
Mucor -
Phoma 5.5V 14,07 21.C {50.5 { 4L.0] 55.51 66.0
Kontrole| Asper- 10.51 22,01 40,0 | 58,0 { 70.5 | 80.0
gillus
Mucor 14,54 38,0 65,5 81,5
v s oo e e rmvanen o
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DIE INVLOED VAN AGALLOL OP DIE GROEIL

VAN DIE DRIE SKIMMELS,

Quderdom van miselium in dae

1 | 2 3 4 51 s 7
Konsen- | Skimmel Deursnee van miselium in mym,
tragie
Phoma 2.0 4.5 8.0 11.5¢ 17.5; 24,0 | 39.5
10 dpm. Asper— 4.0 8.6 |16.5 29,01 47,01 63,5 | 72.0
- 1 gillus _
Mucor 5,0 7,0 14,5 21,01 29.5| 39,0 [ 51.5
Thonma 1.0 2.5 5.0 8,01 11.51] 18,0 | 24,0
20 dpn. Asper- 2.0 5.0 8.5 14,01 19,51 24,5 28,0
gillus
Mucor | 2.0 | 4.5 | 7.0] 11.0| 15.5| 20.0 | 25.5
fno a -
40 dpm. L SpPET- -
gillus
Mucor -
THoma 6.0 |12.5 [(20.5 | 32.0[ *2.0| 53.5 I'55.0
| KEontrole | Aspexr— {10.5 22,0 {41.0 56.5| 70.0} 78.5
gillus
Mucox 14,5 13,0 (61,0 81,5
TABEL, 32,
DIE NVLOED VAN CERESAN OF DIE GROEI
VAN DIW DRIE SKIMMELS.
Ouderdom van miselium in dae
1 2 3 4 5 6 7
Konsen~ Skimmel Deursnee van miselium in mym.
trasie
Phoma 2.5 4,0 e.5 [10.C (14,5 17.5
10 dpm, Asper- 1.0 3.8 110,0 {19.6 |31l.5 {45.0 60.5
gillus _
Mucor 4,0 9,5 {15.5 122,0 |29.3% [37.0 4n.0
Phoma - 1.0 1.5 5.0 4.5 ©.5 8.0
20 dpm. Asper- C.5 2.5 6.0 9.5 |14.0 |18.5 2%.0
gillus
Mucor -
Phoma -
40 dpm. Asper— -
gillus
M;zc or -
Fhona 6.0 112.0 19,5 1 31,0 [42.5 154.0 Bb5.5
Kontrole | Asper— {11.0 22,5 [42.0 {57.0 |71.0 {78.5
gillus _
Mucor 15.0 135.5 |62.0 | 80.0




DIE

(-65-)

TABEL 33,

INVLOED VAN CUPRAVIT OP DIE GROEI VAN

DIE DRIE SKIMMELS.

Cuderdom van miselium in dae,
1 | 2 [ 3 4 5 6
Konsen~ skimmel Deursnee van miselium in m,m,
. Tragie o
| Phoma 1.5 3.0 6.01 11.01} 16.5 (24,0
80 dpm. Asper— 5.0 [11.5 (21.0] 30,0} 43.5 |53.5
ziilus
HMucor 2.5 6.0 9,0 15.01] 18.5 25.0
Phoma 1.0 3.0 5.5} 10.0| 15.0 {20.5
180dpan., Lsper— 4.5 110.0 {16.5| 25,0 34,0 {43.0
sillus _
F‘.'TU_COI‘ 1.5 4-5 8.0 12|5 1‘7.0 25.0
“thoma _ | 2.5 ] 5.0l 8.0f12.5 [18.0
| 250dpm. Azper-— 5.0 8,0 [14.0] 21.01 29,5 [40.0
giilus
Mucor 1.0 2.0 4.5 8,0 11,0 15,0
Phona - 1.0 3.0 5.5 8.0 (10.0
500dpm. Asper- - 2.5 | €.0f 11.0} 16,0 [20.5
gilius
Mucor - - - 2.5 4,0 6.0
Phoma -
750dpm. Aspar— -
gilius
Mucor -
Phoma 6.0 |14.0 {21.5] 30.5| 23.0 [55.5
Kontrole | Aspsr- 10.0 [23.0 {38.5| 57.0} 70.5 [80.0
gillus
Mucor 14.5 36.0 {62.51 79.5
- ] T e ey
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TABEL 324,

DIE INVLOED VAN COSAN OP DIE GROEI

VAN DI1E DRIE SKIMMELS,

Quderdom van miselium in dae.
1 2 3 4 5 6 7
Konsen- Skimmel Devursnee van miselium in mem,
trasie, ._ .
Phoma 3.0 7.5 113.5 22,5 131.5 [ 41.0{49.5
40 dpm. Asper- 5.0 12.0 | 22.0 56,0 {49.5 | 60.0({68.0
giilus
Mucer 4,01 10.0 {18.0 25.5 {33.5 1 41,0
Phoms 2.0| 4.5 8.0 |12.5 {16.5 |21.0]2n.5
80 dpm. Aspenr- 4,01 10,0 117.0 28.0 {40.0 |51.0]58.5
gillus
Mucor 3.0 8.0 |14.0 | 21.0 [£7.5 | 33.0
Phome I.5 5.0 5.5 0,0 {12.5 117.0]121.5
180dpn. Asper~ 2.0 6.0 |12.0 21.5 133.0 |44,0149.0
gillus
Mucor 1.5 3.5 7.0 11.0 115.0 118.5
Fhome - - 2.5 4.5 ©.0 8.0j10.5
2350dpm. Asper - 5.0 4,5 8.0 |11.5 [15.0(20.0
Muror -
Phoma -
500 . Agper- -
d@@ gillus
- Mucor -
Phoma 5.5 135.5 | 21.0 31.0 |44.0 |56,0({67.5
Kontrole Asper- | 10,51 24,0 |39.5 | 57.0 {71.5 | 79.5
gillius
Mucor 15,0t 36,5 {62,0 79.0
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TABEL

35,

DIE INVLOED VAN TRIGOSAN 0P DIE GROET

VAN DIE DRIE SKIMMELS!

Cuderdom van die miselium in dae,
1] 2 3 4 5 6 | v
Konsen- | Skimmel] Deursnee van miselium in m,m,
trasie. .
' Phons - 2.5 4,51 6.5 ! 8.5 111.0 [15.0
10 dpm. baper— | - 4,51 11,51 18.5 130.0 44,5 [58.0
gl*lus
Mucor — 6.0112,5] 18.5 {23,0 {30.0 }35,0
‘ Phoma -
20 dpm. Atper- - - 4,01 9.5 |17.5 |29.0 {31.0
i giiins
Micor -
Phom=a -
40 Gpm, ' -
| | 0.07 14,51 22,01 31,0 [42,5 [ 55,0 (66,0
| Kontrole ; 9.5 22.01 38.01 56.5 |68.5 |78.5
5 15.01 37.0 | 63.51 81.0 | |
TABEL 36.
DIE I®VIQFRD VAN "A,C.P. ROSE EN FLORAIL DUST®
OFP DIE GROEI VAN DIE DRIE SKIMMELS,
Ouderdom van miselium in dae,
________ _ 1 2 3 4 5 6 7
Eonsen— Skimual Deursnee van miselium in mym,
trasie. e
Plhoma 4,5 110.5 | 17,0 |23.5 | 30.0 { 26.0 |41.5
40 dpm. Asper- 4.0 110.0 |17.0 |25,5 {36,5 47,0
p gilius
 Mucor 3.5 | 7.0 {13.0 |18.5 | 23.0
Fhoma 5.0 6.5 9.0 {15, 0117.01T21.5
180&pm. | Asper- 3.5 1 9.0 {15.0 [22.5 | 30.0 | 37.0
gillus |
| Mocor 1.5 | 4.5 9.0 {13.5 | 20.0
‘-P-I'h“: fd
250dpu. Asper- -
£i1lus
Micor -
Dhsia 6.0 1405 ddg5 31-5 4300 5@05 65-5
Konbrole | Asper- 9.5 122.5 [ 38,5 |{57.0 | 71.0 | 80.5
illus
Mucor 15.0 I37.5 | 64.5 {80.0
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HOOFSTUK IX

DIE INVLOED VAN VERSKILLENDE BAKTERIEDODERS
OP DIE BACILLUS SPESIE,

INLEIDING:

Uit hoofstuk IIT is dit duidelik dat die ge-
isnleerde, ssadklewende bakterie goed groei op 'n
vlieigs~pres glukose-agarmedium. Verder het ek gevind
dat die bakterie, wat as 'n Bacillus ge¥dentifiseer is,
ewe goed op 'n H & 8 + 3% glukose-agarmedium groei. In
hierdie elsperiment is aandag geskenk asan die invloed van

4

'n aantal bakteriedoders op die groel van die Bacillus.
Daar is gevoog om verbteemwoordigende bakteriedoders uit
al die hocigroepe te gebruik.

Pchienar (1958) onderskeil nege hoofgroepe van

chemikalie?® wol bakteriedodende eienskappe vertoon

1) Fenol cn fenolverbindinge.

Fericl was vir baile Jare as 'n kiemdoder gebruik.
Tans word dit deur 'n hele aantal ander bakteriedoders,
wat meer dceltreffend is, vervang, Sekere fenolderivate,
byvoorbeeld die kresole, is sbterker ontsmettingsmiddels
as fenol, ‘n Belangrike kommersiBle ontsmettingsmiddel
is "Iiysol"™, wear kresol in 'n geimulsififerde toestand
voorkom, met 'n seep as die emulsieagens/Salle, 1954).
Volgens Reichel {1909) is die werking van fenol meer Tisies
as chemies van sard, Fenol kan oplos in gekoaguleerde
protefene. vette, lipofedeen bakteriesibtoplasma, Reichel
mesn dat fencl die selle in 'n kollofdale toestand indring,

Verdunde alkoholoplossings is gewoonlik meer toksies
teencor bekteried as absolute alkohol. Die maksimale bak-
teriedodends 2ienskappe tree by 'n konsentrasie van 77.0%
alkohol te woorskyn (Salle, 1954). Smith (1947) vind dat
alkobol beie offektief is teenoor Mycobacterium tubercu-
losig, Die hoBr alkohole, byvoorbeeld propiel-, butiel.,
smielalkor»l =2n andere, is meer toksies as etielalkohol.

Alkconole koaguleer protefene en is ook sterk de-
hidrerend, A4Asn hierdie twee eienskappe skryf Pelczar

(1958) die hoksiese werking van die alkolhole toe.
3) Jodium.

Jodium is nie selektief teenocor verskillende bak-
teried nie Hnewel die meganisme waarvolgens jodium anti-
bakteriese akviwiteite teweegbring nog nie bekend is nie,
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word dit veronderstel dat dit met sekere sellul®re pro-
tefene(moontlik ensieme) verbind en hulle vernietig,
4) Chloor en Chloorverbindinge.
Hoewel chloorgas 'n uitstekende ontsmettings-

middel is, beperk die moeilikhede wat met die hantering
van die gas ondervind word, die gebruik daarvan, Dit
word egter dikwels by grootskaalse inrigtings, soos die
behandeling van water, gebruik.

Sekere chloorverbindinge, veral die hipochloriede
en chlooramines, is net sulke goele bakteriedoders. Die
werking van hierdie verbindinge is hoofsaaklik oksiderend
ven aard., By die ontbinding van hipochloorsuur in sout-
suur word nasenbe suurstof vrygestel (Pelczar, 1958).

5) Swaarmetale en hul verbindinge.

Die swaarmetale en hul soute is baie Toksies teen-
oor mikro8rganismes. Kenmerkend van die werking van swaar-
metale is dat hul besonder sktief is, selfs in die ge-

ringste kongsentrasies, Kwikchloried, mercurochrome, sil-
wernitraat, silwerlaktaat en kopersulfaat 1s van die meer
bekende swaarmetaalverbindinge wat as bakteriedoders ge-
bruik word.
6) Kleurstowwe,

Sekere koolteerkleurstowwe, veral van die tri-

fenielgroep, is toksies teenoor bakteriel., Aanvanklik is
gemeen dat hierdie kleurstowwe bakteriedodend is maar
mettertyd het dit duidelik geword dat hulle dikwels net
die groei inhibeer, Churchman (1912) het hierdie inhi-
berende werking es 'n bakteriostatiese werking beskryf,

Die gramreaksie van 'n bakterie bepaal dikwels
of dit deur 'n bepaalde kleurstof nadelig beinvloced sal
word, Kleurstowwe 1s dus dikwels spesifiek in hul werk-
ing (Salle, 1954), Kristalviolet is, byvoorbeeld, selek-
tief teenoor grampositiewe bakterieB, terwyl malamchieb-
groen gramnegatlewe bakterieg doeltreffend beheer.

Pelczar (1958) meen dat kleurstowwe met die sel-
lul@re proteiene in verbindings tree en dat die probtelene
daardeur 'n verandering ondergaan wat nadelig is vir die
bakterie,

7) Sepe en sintetiese suiweringsmiddels.

Die vermoB van seep om oppervlakspanning te ver-
laag en sodoende as benattingsagens op te tree, maak dit
baie bruikbaar, veral saam met ander ontsmettingsmiddels
soos fenole en swaarmetale. MNcCulloch (194C) het die
ektiwiteit van 'n aantal kommersiBle sepe fteenoor Strep-
tococcus agalactiae getoets., Hy kom tobt die slotsom
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dat hulle meer doeltreffend is as fenol en selfs van die
sterkste hipochloriet-middels. McCulloch het verder ge-
vind dat die byvoeging van cresol by hierdie sepe geen
toename van hul kiemdodende eienskappe teweeggebrlng het
nie. Byvoeging van swaarmetale het egber dleiﬁﬂézgﬁgi
verhoog.
8) Kwartfre Ammoniumverbindinge.

Die kwartére Ammoniumverbindinge is oppervlakaktiewe
stowwe en word dikwels as onbsmettingsmiddels vandie huid

gehruik. Hulle is veral baie aktief teenoor grampositiewe
bakteried. 'n Voorbeeld van so 'n verbinding is "Ceepryn"
(cetyl-pyridiniumzchloried),
9) Ander stowwe,

Hieronder bespreek Pelczar waterstofperoksied,sure,

alkalie8, gasvormige kiemdoders, formaldehied en etileen-
oksied, Behalwe hierdie groep bakteriedoders is daar nog
'n groep naamlik die antibiotika,

Antibiotika word van ander kiemdoders daarin onder-
skel dat hulle, op 'n paar uitsonderirgs na, biosinteties
van oorsprong en gevolglik natuurlike stowwe is., (Pelezar,
1958). Die vergkillende antibiotika verskil baie in die
manier waarop hulle antibakteriese werking teweegbring,
Sommige antibiotika strem die groei en voortplanting, ander
beinvloed die respirasie van die bakterium terwyl nog ander
die afbreek van vitale metaboliese stowwe be¥nvloed. Anti-
biotika mag bakteriedodend wees in ho¥ konsentrasies en
bakteriostaties in laer konsentrasies (Salle, 1954),
METODH ¢

Vir die bepaling van die doeltreffendheid van 'n
bakteriedoder kan daar van 'n hele aantal metodes gebruik
gemaak word. Van die tegnieke wat die algemeenste gebruik
word, is die belangrikste die kultuurverdunningsmetode,
die agarplaattellingsmetode, die spoorontkiemingsmetode,
die silinderplaatmetode, die papierskyfiesmetode en die
turbifietriese-metode. Die papierskyfie-plaatmetode is
deur Loo et alt{1945) ontwikkel en word toegepas by die
bepaling van die invloed van streptomisien op verskillende
rikroBrganismes. Hierdie me_tode is deur Thornberry (1950)
so gewysig dat dit kan dien as 'n doelbreffend_heidstoets
vir verskillende bakteriedoders. Die metode is volgens
Thornberry baie beftroubaar en dit lewer vinnige resultate.
In hierdie eksperiment is dle metode, met slegs geringe
wysiginge, net so oorgeneem, H & S agar is in plek van

"Streptomycin Assay Agar" gebruik,
Die/
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Die agarplate is soos volg voorberei, H & S agar
is deur middel van 'n pipet in pebribakkies met 'n deursnee
van 90 mym. gepipetteer. 'n Pipet met 'n groot opening
is gebruik, Die groot opening laat die agar vinnig vloei
terwyl dit nog warm is en sodoende word 'n egalige lagie
verseker, Flke petribakkie is van 20 ml. agar voorsien.
Geen spesiale aseptiese voorsorgmaatredls is nodig met
die giet van die agar nie (Thornberry, 1850), Intussen
is agar, wat vooraf in 5 ml. hoeveelhede in proefbuise
gesteriliseer is, gesmelt, Nadat die agar in die proef-
buise weer tot handwarmte afgekoel is is elk met 'n ogie-
vol bakteriesuspensie geBnt en geskud. Die bakteriesus-—
pensie is berel deur 5 ml. steriele, gedistilleerde water
op te skud met 'n drie-dae-ou kultuur van die Bacillus.
Nadat die H & 8 agar in die petribakkies gestol het is in
elk 5 ml. van die bogenoemde, ge¥nte agar gegiet., Die bak-
kies is liggies heen en weer gekantel om 'n egelige top-~
lagie te verseker, Hierdie kulbture is in ‘n yskas by
2 - 129 gehou en was onmiddellik gereed vir gelmik,

Van filtreerpapier (No.595) is met 'n kurkboor
pepierskyfies met 'n deursnee van 12.7 m;m, (1/2 duim),
gesny. Die papierskyfies is in 'n skoon petribakkie ge-
plaas en vir twee uur by 150°¢ gesteriliseer, Vir elke
agarplaat is drie van hierdie papierskyfies, wat op ge-
lyke afstande van mekaar op die agar geplaas is, gebruik
(Sien figuur 4), Onmiddellik nadat die papierskyfies op
die agar geplaas is is die toetbsstof soos volg btoegedien:
'n Aantal voorlopige proewe het asngetoon dat 0.05 ml,
vloeistof net genoeg was om die papierskyfies te ver—
sadig, Met behulp van 'n 0,1 ml. mikropipet is elke
papierskyfie van 0.05 ml, van die betrokke toetssbof in
die betrokke konsentrasies voorsien.

Die volgende bakteriedoders se aktiwiteit teenocor
die Bacillus is nagegaan. Fenol, para-cresol, Lysol,
$4_ naphthol, Iugol se jodiumoplossing, kwikchloried,
silwernitraat, Cupravit, kristalviolet, malazchietgroen,
Pinex en Thiulin., Drie antibiotika is ook uitgetoetse nl.
streptomisien, chloramfenikol en tetrasiklien, Aldrie
hierdie antibiotika is aktief teenocor grampositiewe sowel
as gramnegatiewe bakterie¥ (Waksman, 1947),

Die agarkulture is vir 24 uur by 35°C (optimum van
die Bacillus, sien hoofstuk III) gefnkubeer., Die deursnee
van die inhibisiesones is daarna tot die naaste 0,5 mem.
gemeet., 'n Metrieke liniaal en 'n vergrootglas, op die
regte brandpuntsafstand gestut, is gebruik. Die kulture

is/
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1s van onder belig deur middel van 'n elektriese lamp.

Voeg in tabel 37,

Thornberry (1950) het met sy proewe gevind dat
'n inhibisiesone met 'n deursnee van meer as 17 My,
(papierskyfie met deursnee van 12,7 mym, ), 'n goeie
aanduiding is dabt die toetsstof toksies is teenoor die
toetsorganisme by daardie betrokke konsentraie. Aange-
sien my metode met die van Thormberry ooreengestem hetb,
het ek ook 'n inhibisiesone met 'n deursnee van 17 MM,
as die minimumwaarde geneem, Alle konsentrasies wat 'n
deursnee van meer as 17 mym., gelewer het het ek as doel-
treffend beskou. Op grond hiervan kan die volgende af-
leidings uit tabel 37 gemaak word.

By 'n vergelyking van malamchietgroen en kristal.
violet is dit duidelik dat die eersgenoemde kleurstof
baie meer aktief teenoor die bakterium is as kristal-
violet., Malagchietgroen is veral aktief teenoor gram-
negatiewe bakterie¥ terwyl kristalviolet akbtief is teen—
oor gramposibiewe bakterieé. Aangesien die Bacillus
gramnegatief is stem die resultate ocoreen met watb Verwag
is,

Die byvoeging van sekere oppervlakaktiewe stowwe,
S008 seepoplossings, verhoog dikwels die doeltreffend-
heid van 'n kiemdoder asnmerklik (Valko en Dubois, 1944),
'n Para-cresol oplossing van 7.0% lewer, byvoorbeeld,

'n inhibisiesone van 20 m,m. Die byvoeging van 1.0%
Teepol tot die oplossing vergroot die inhibisiesone tob
20.0 m.m. Byvoeging van 1.0% Lysol, wat seep bevalt en
SelfL;Fgﬁiemdoder is, verhoog die inhibisiesone van 7.0%
cresol.na 32,0 m.m. A@-Naphthol se giftigheid is ook
verhoog deur die toevoeging van verskillende seepoplos—
sings (sien tabel 37).

Die swaarmetaalsoute, wat hier gebruik is, was
baie aktief, Selfs by relatief lae konsentrasies is
ho8 waardes verkry. Met 'n kwikchloriedoplossing met
'n sterkte van 12.5 dpm., is dile deursnee van die in-
hibisiesone 23.5 mym. en met 'n 0,1% silwernitraatop-
lossing is dit 21,0 mym.

Tobie en Ayres (1944) wys daarop dat daar nie
noodwendig 'n korrelassie bestaan tussen die paplierskyf-
plaatmetode en die reeksverdunningsmetode, soos toegepas
by die bepaling van die fenolkoeffisiént, nie. Volgens
hulle speel die diffusie deur die agar in die eerge-
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noemde metode 'n groot rol. Die lae waardes wat selfs
met die hoB konsentrasies (7.0%) fenol verkry is,
kan moontlik toegeskryf word san swak diffusie deur die
agar,

Wat die drie antibiotika wat getoets is betref,
ig gevind dat chloramfenikol en tetrasiklien meer toksies
is teenoor die Bacillus as streptomisien., Tetrasiklien
was 1in alle gevalle die doeltreffendste antibiotikum en
het die hoogste waardes vir die deursnee van die inhi-
bisiesone gelewer,

GIEVOLGTEKKING :

Op grond vanflie resultate wat met hierdie ek-
speriment verkry is is die volgende bakteriedoders in
die konsentrasies, wat tussen hakies aangegee word, as
doeltreffend beskou:

Malarchiebgroen (10 dpm.); kwikchloried (12.5 dpm.,);
fenol (7.0%); Lysol (4.0%); para—Cresol (7.0%); p-Cresol
en Teepol (5.0% en 1.0% resp.); para-Cresol en Iysol(5.0%
en 1,0% resp.); Thiulin (40 dpm.); Pinex (2.0%); silwer-
nitraat (0.1%); Cupravit (200 dpm.):A§-Naphthol en Tee-
pol (3.0% en 2.0% resp.);d§-Naphthol en ILysol (3.0% en
2.0% resp.);d§-Naphthol en Pinex (2.0% en 1.0% resp.);
streptomisien (1000 dpm,); chloramfenikol (100 dpm.);
tetrasiklien (100 dpm.)

Hierdie stowwe 1s in die volgende eksperiment ge-
bruik om die Rooiblomsaad mee te behandel,
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TABEL 37,

DIE DEURSNEE VAN DIE INHIBISIBESONES VERKRY MET

VERSKILLENDE KONSENTRASIES VAN BAKTERIEDODERS,

Bakverie- Konsen- Deursnes van inhibi-
doder trasie sie sons (m,m. )
Kristal- 5 dpm. -
2O.Od-pm- -
50, Odpm, 16
Malaychiet- 5.0dpm. 15
groen 7. 5dpm, 16
lO. Odp-m. 1'7-5
20, 0dpm. 21.0
40, Odpm. 26.5 (Fig.4).
Tugol se 20.08pn, -
Jodiumopl. 40, Cdpm. -
1.0% -
5-()0/Z -
Kwikchloried 2,5dpm, -
5. 0dpm, 15
12.5dpm. 23.5
1.0% 45
Fenol 0.5% -
1.0% -
500% -
500% -
7. 0% 17
Lysol 1,C% 15
2. 0% 16.5
%.0% 17.0
4, 0% 17.5 (Fig.4).
5.0% 25.5
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TABEL 37: Vervolg:
Bakteriedoder Konsentrasie Deursnee van inhibi-
siesone (m,m.)

p-Cresol 2.0% -

P“CI‘GSOl 5-0%7 1505

p-Cresol 7. 0% 20.0

p-Cresol + Teepol | 5.0 & 1.0% resp. 26.5

p-Cresol + Lysol 5.0 & 1.0% resp. 28.0

p~Cresol + Teepol | 7.0 & 1.0% resp. 30.0

p-Cresol + Lysol 7.0 ., 1.0% resp. 32.0

Thiulin 40 dpm. 21.0

012% 5550

Pinex 2.% 17.5

3.0% 19.0

5.0% 20.5

| 8ilwernitraat 0.1% 21.0
0.2% 22,5 (Fig.4)

Cupravit 100 dpm. -

- 200 dpm, 20,0

«§-Naphthol + Teepol] 3.0 & 2.0% resp.|  30.0

Af-Naphthol & Iysol 3.0 & 2.0% resp. 31.0

d§-Naphthol & Pinex 2.0 & 1.0% resp. 25.0

ANTIBIOTTIKA,

Streptomisien 10 dpm. -,

100 dpm. 14,5

1000 dpm. 26.0

16,000 dpm, 40,0

Chloram-— 10 dpm. 15.0

fenikol 100 dpm. 20,0

1000 dpm, 23,0

10,000 dpm, 46,0

Tetrasiklien 10 dpm. 17.0

100 dpam. 40,0

1000 dpm, 48,0

10,000 dpm. 53.0
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FIGUUR 4

DIE INHTRIATESONES VAN BARTERTEDODERS.

Regs bo: Malapchietgroen 40 dpm.
Links onder: Silwernitraat C.2%

- - - A7

Regs onder: Lysol 4.0%
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HOQFSTUK X,

DIE STERILISERING VAN DIE SAAD VAN STRIGA TUTEA,

INTLETDING :

Nadat die doeltreffendheid van verskillende swam-
doders en bakteriedoders vir die vernietiging van die ver-
naamste saadklewende mikrolrganismes van die Rooiblom onder
optimale groeitoestande nagegaan is, is verder aandag ge-
skenk aan die moontlikheid om, dewr die aanwending van
hierdie stowwe, die saad van hierdie mikrobBrganismes te
suiwer,

Die assosiasie tussen plantsiekteveroorsakende
organismes en saad is al meer as 200 jaar gelede waargeneem
deur boere naby Bristol in Engeland. Hulle het gevind dat
koringsaad, wat met seewater in aaqﬁaking was, nie met
brandfungi besmet was nie., Hierdie waarneming is deur Jetro
Tull in 1733 beskryf en daaruit het die gebruik om koring—
saad met soutwaber te behandel ontstaan (Orton, 1931). In
1755 het Tillet bewys dat "brand' van koring veroorsaak
wWord deur spore van Tilletia wat deur die szad ocorgedra word
(Crocker en Barton, 1953). Die bewys dat ook bakterie-
siektes deur saad oorgedra kan word is later deur Beach
in 1892 gelewer. Hy kon bewys dat Bacterium phaseoli op
szad voorkom (Crocker en Barton, 1953).

Sedert die publiggéigg van hierdie vroe& waar-

nemings het 'n massa literatuur verskyn wat saadklewende
parasitiese organismes beskryf. Orton (1931) gee 'n oor-
sig van "seed borne™ parasiete., Neergaard (1940) gee 'n
lys van siekbtes wat deur saad ocorgedra word, Dit sluit
137 organismes in wat op die saad van veertig verskillende
genera voorkom.

Die waarde van saadbehandeling by die beheer van
plantsiektes word in 'n oorsig deur Leukel (1926) saam-
gevat, Die oorsig word hoofsaaklik gewy aan die beskrywing
van siektes, hul bestryding en die swamdoders wat hiervoor
aangewend word, In 'n latere oorsig bespreek Leukel (1948)
die meer resente ontwikkeling op die gebied van saadbe-
handeling, Walker (1948) gee 'n oorsig van die behandeling
van groentesaad., Hierin skenk hy veral aandag aan kwik-
vrye, organiese swamdoders,

Vir eksperimente waar plante in reinkultuur gekweek
word is dit nodig dat die saad van hierdie plante vooraf

eers/
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cers gesteriliseer moet word (Hewitt, 1952). Vroelre
werk op die gebied van saadsterilisering is deur Wilson
(1915) beskryf. Tot op daardie tydstip was alkohol, for-
malien, fenol, waterstofperoksied, broomwater, kwikchlo-
ried, silwernitraat en kopersulfaat algemeen in gebuik.
Wilson beveel 'n behandeling met kalsiumhipochloried en
2.0% chloor aan. Volgens hom is dit nie fitobtoksies vir
'n hele aantal saadtipes. Die tyd van behandeling wissel
van vier minubte vir koolsaad tobt 15 minute vir koringsaad.

In die verlede is kwikchloried dikwels gebruik vir
die sterilisering van saad en wel in 'n 0,1% konsentrasie.
Hopkins et al (1931) het peulsade vir vyf minute met kwik-
chloried behandel terwyl Barker en Broyer (1942) skorsie-
sade gesteriliseer het deur dit vir een minuut met kwik-
chloried te behandel. Baie navorsers hebt by die sterili-
sering van saad met kwikchloried eers 'n voorbehandeling
- met 95% alkohol toegepas. Die dlkohol het volkome en
vinnige benatting van die saad verseker. Audus (sien
Hewitt, 1952) het die volgende metode ontwikkel vir die
steriisering van klein saadtipes. Dile saad is eers vir
drie minute in 75% alkohol gedoop, daarna vir drie minute
met 4,0% kwikchloried behandel gevolg deur twintig af-
spoelinge in steriele, gedigtilleerde water.

Silwernitraatoplossings is ook dikwels vir saad-
sterilisering gebruik. Steinberg (1947) het tabaksaad
gesteriliseer deur dit met 0,1% silwernitraat te behandel.
Richards en Templeman (1936) het formaldehied gebruik vir
die sterilisering van grassaad, Vir die sterilisering van
ertjie-, slaai- en spanspeksaad het Stephenson (1942) die
saad vir twee uur in 'n versadigde oplossing van Lemesan
(hidroksie kwikchlorofenol) geweek en dit daarna in %.0%
broomwater nagespoel. Daarna het hy die saad goed met
steriele gedistilleerde water afgespoel en dit op klam,
steriele filtreerpapier of watte laat ontkiem.

Ben van die jongste ontwikkelinge op die gebied
van saadsterilisering is die gebruik van organiese swam-
doders. Die swawelverbindinge en die kénone is bekende
voorbeelde hiervan. Onder eersgenocemde groep ressorteer
Tetrametiecl-tdioramdisulfied (T.M.T.D,), Ferridimetiel
dithiokarbamaat ("Fermate™) en Sinkdimetiel dithiokarba-
maat ("Zerlate") Onder die kvnone is Tetrachloro-para-
benzokénon ("Spergon") en 2 ~ 3 dichloro 1 - 4, naphtho-
kvnon (Phygon') die belangrikste (Horsfall, 1945).

Teukel (1948) deel die swamdoders wat vir die steri-
lisering ven saad gebruik word sons volg in:
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1) ZXKwikverbindinge, organies sowel as anorganies.,
2) Anorganiese koper en sinkverbindinge,
3) EKwikvrye organiese verbindinge, metaalbevattend of

metaalvry.
Dan kan daar volgens Leukel nog 'n vierde groep byge-
voeg word wat behandeling met swawel, warm water, damp,
droE hitte, gasse, ultravioletlig en kortgolf en fre,.
kwensie ossilasies insluit.

Hofer (1937 en 1938) het 'n noukeurige studie van
saadsterilisering, veral ten opsigte van peulsade, gemaak.
Hy kom tot die gevolgtrekking dat dit feitlik onmoontlik
is om die saad te steriliseer sonder om die saad in sekere
opsigte nadelig te beinvloed., Verder vind hy dat selfs
al word die saad vir vyftien minute by vyftien pond druk
in 'n outoklaaf gesteriliseer (die saad word sodoende
gedood) dit dikwels nog nie volkome vry van bakterieB is
nie. Hierdie groot weerstand van die saadklewende bak-
teried kan daaraan toegeskryf word dat die organismes
beskermd 1& in die micropyle of selfs dieper in die saad
(Hofer, 1938).

Dekker (1957) beskryf 'n metode waarvolgens in-
wendige sterilisasie van ertjiesaad Teweeggebring kan word.
Hy gebruik die twee antibiotika Rimocidin en Pimaricin en
week die sade vir 24 uur in 'n oplossing bevattende 75 dpm.
van die akbtiewe stof. Met hierdie behandeling het die
persentasie besmette sade afgeneem van 15 —~ 40% tot 0.5 -
1.5%. Die behandeling het die saad egbter nie van alle
fungi gesuiwer nie, Dekker het verder gevind dat, by 'n
toename in die konsentrasie van die antibiotika, die ont-
kieming van die saad gestrem word. 'n Hele aantal outeurs
het gevalle beskryf waar antibiotika 'n stremmende uit-
werking op saadontkieming uitgeoefen het. So het Brian
(1957) gevind dat die vier antibiotika "Actidione",
"Azaserine', ‘"Alternaric acid"™ en "Polymixin', saadont-
kieming gestrem het., Hy het egter gevind dat ander anti-
biotika, wat normaalweg baie doeltreffend is, byvoorbeeld
streptomisien en chloramfenikol, in redelike ho® konsen-
trasies deur plante opgeneem kan word sonder enige merk-
bare nadelige invloed op hul groei en metabolie.

METODE:

Hierdie eksperiment is in twee dele uitgevoer. 1In
die eerste gedeelte is geweekbte Rooiblomszad met verskil-
lende ontsmettingsmiddels behandel terwyl ongeweekte saad
in die tweede gedeelte gebruik is, Vir die behandeling van
die saad is die apparaat,wat in figuur 1 afgebeeld is,
gebruik,
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Voeg in figuur 1.

Die afsuigkolf (9) bevat gedistilleerde water,
Voordat die apparaat gesteriliseer word, word die gomlas-
tiekbal (12) eers verwyder aangesien die steriliserings-
proses dit mag beskadig, Die res van die apparsat, be-
halwe die glasbeker (7), word vir 30 minute in 'n outo-
klaaf by 15 1b., druk gesteriliseer. Gedurende die steri-
lisering daarvan moet die twee klemme A en B (5 en 8) toe
wees, Nadat die apparzat afgekoel het word die gomlastiek-
bal weer aangeheg aan die buis {10) wat met 'n wattefilter
gevul is. Die apparaat is nou gereed en word soos volg
gebruik,

Die Rooiblomszad wat behandel moet word, word asep-
ties in die Allihnsfiltreerbuis (2) ocorgebring., Die rand
van die filtreerbuis word geflambeer elke kesr wanneer die
watteprop (1) verwyder word. Klem B word oopgemdak en die
gomlastiekbal word gedruk, Die water styg in cle verti-
kale been van die T-buis (6) op. Sodra die waterhoogte
die filter van die filtreerbuis bersik word klem B toege-
mazak, Die ontsmettingsmiddel word vervolgens asepties in
die filtreerbuis gegiet. Die filtresrbuis word gedurende
die behandelingsperiode met kort tussenposes geskud om te
verseker dat al die saad met die ontsmettingsmiddel in
aanraking kom.

Na afloop var die behandelingsperiode word klem A
oopgemaak., Die ontsmettingsmiddel vloei uit ir die glas-
beker terwyl die saad deur die filter teruggehou word,
Nadat al die ontsmettingsmiddel uitgeloop het word klem A
weer boegemask., Klem B word oopgemask, die gomlastiek-
bal gedruk en water styg in die filtreerbuis ir. Klem B
word dan weer toegemzak, Klem A word oopgemzzak en die
water vloei uit, Deur herhaling word die saad goed met
water nagespoel, In hierdie eksperiment is alle behan-
delde saad 20 maal met gedistilleerde water afgespoel
teneinde alle spore vaqdie ontsmettingsmiddel te verwyder.

A, Geweekte saad:

Vir hierdie gedeelte van die eksperiment is die
Rooiblomsaad eers voorafbehandel deur dit vir tien dae te
week, Volgens Braun (1920} kan baie van die nadelige in-

vloede wat chemiese stowwe op saad uitoefen voorkom word
as/



FIGUUR 1

VERKTARING :

1. WATTEPROP

2. ALLTHNS-FITLTREERBUIS
5. GOMLASTIEKVERBINDING
4, ROOIBLOMSAAD

5. KLEM A

&, T-BUIS

7. GLASBEKER

3. KLEM B

S, AFSUIGKOLF

10.BUIS MET WATTE
11.GEDISTILLEERDE WATER
12 . GOMLASTIEKBAL
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as die saad vooraf eers goed geweek word. Volgens hom word
die chemikalie¥ wat in die geweekte saad indiffundeer ver-
dun en word sodoende minder nadelig. Die Rooiblomsaad
is soos volg geweek. Skoon riviersand is in 'n petri-
bakkie geplaas en twee velle filtreerpapier is op die sand
neergel®. Die petribakkie met sy inhoud is vir twee uur
by 150°C in 'n elektriese oond gesteriliseer. Voldoende
steriele gedistilleerde waftrom die sané goed klam te maak
is vervolgens in die bakkie gegiet., Die Rooiblomsaad is
hierna tussen die filtreerpapier gestrooi en vir tien dae
by 'n temperatuur van 30°C in 'n inkubstor gehou. Die
water in die petribakkie is voortdurend aangevul "sodat die
saad gedurende die hele periode klam gebly het (Botha,1958).

Monsters van hierdie geweekte szad is met verskil-
lende ontsmettingsmiddels behandel deur gebruik.te maak
van die beskryfde apparaat. Na die behandeling is 'n ge-
deelte vanhie saadmonster asepties uit die filtreerbuis
(sien figuur 1) op H & S-agarplate oorgebring teneinde
die mate van steriliteit van die saad vas te stel, Die
agarplate, met die saad, is vir 3 - 5 dae by 30°C (op=-
timum vir die saad) gelnkubeer. Na die inkubagieperiode
is die plate ondersoek. Die oorblywende gedeelte van die
behandelde saadmonster is gebruik om die ontkiemingsper-
sentasie vas te stel.

Die ontkiemingstegniek vir die saad van Striga
lutea is deur Botha (1958) beskryf. Die Rooiblom is van
8y gasheer afhanklik vir die ontkieming van sy saad, Die

verskynsel dat Rooiblomsaad nie onafhanklik kan ontkiem

nie, maar geaktiveer moet word deur een of ander stof wat
deur die wortels van sekere gasheerplante afgeskei word,

is reeds geruime tyd bekend. Fuller (1900) het dit reeds
waargeneem en beskryf (sien Botha, 1958),.

Oplossings van worteluitskeidings is soos volg ver-
kry. 'n Aantal kafferboonsade (Vigna sinensis, seleksie
37-~c-6) is in skoon riviersand ontkiem, Na omtrent tien

dae is twee van die saailinge versigtig uit die sand ver-
wyder en hul wortels is deeglik met gedistilleerde water
afgespoel. Hierdie plante is in 'n 30 ml. proefbuis oor-
gebring en die proefbuis is met gedistilleerde water ge-
vul. Die plante is in posisie gehou deur 'n watteprop in
die bek van die proefbuis., Die wande van die proefbuis
is verdonker, maar die lugdele van die plante is 'aan
daglig blootgestel. Na 'n paar dae by kamertemperatuur
is die water in die proefbuis vervang deur vars, gedis-
tilleerde water en na 48 uur is hierdies water, wat die
afskeidings/
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afskeidings van die wortels bevat, afgegiet. Die so-
verkrygde oplossings is gebruik om die saad van die Rooi-
blom te aktiveer.

'n Druppel van hierdie “worteloplossing' is op 'n
voorwerpglasie gebring en 50-100 van die behandelde para-
sietsaadjies is uit die filtreerbuis daarin oorgebring.
Die voorwerpglasie is op 'n holgeslypte voorwerpglas lug-
dig met "vaspar"” vasgeheg, en wel op so 'n wyse dat die
druppel met di& saadjies in die holte van die kultuurglas
gehang het. Na 'n inkubasieperiode van drie dae by 30°C
is die ontkiemingspersentasie onder die mikroskoop vas-
gestel, Vir elke ontkiemingsproef is vier replikate
gebruik en hieruit is 'n gemiddelde ontkiemingspersentasie
bereken,

Die swamdoders en bakteriedoders wat volgens die
resultate van dis twee vorige proewe (sien hoofstukke 8
en 9) as doeltreffend beskou kan word, is gebruik. Be-
halwe hierdie stowwe 1s 'n aantal ander chemikalie¥ ook
gebruik om die saad mee te behandel, nesamlik, natrium-
hipochloried, waterstofperocksied, Bordeaux mengsel (Amer.
Phyt.Soc,, 1943) en formalien.

RESULTATE:
In tabel 38 is die mikroBrganismes wat kontami-

nasie van die agarplate veroorsaak het van dieselfde
simbole soog in hoofstuk % voorsien.

[Voeg in tabel 38.

Wat die steriliteit van saad, na die behandeling
betref, kan die volgende afleidings uit die resultaté van
tabel 38 gemaak word. Slegs enkele van dle stowwe het 'n
algehele steriliteit bewerkstellig. In al hierdie gevalle
waar steriliteit verkry is, 1s geen ontkieming van die
saad waargeneem nie, By 'n vermeerdering van die kon-
sentrasie van die ontsmettingsmiddels is 'n definitiewe
afname in die aantal corlewende, saadkiewende organismes
waargeneem, Die bakberie en Phoma het die grootste weer-
stand teen die ontsmettingsmiddels gebled, Dat die Bacillus
so weerstandbiedsend is kan moontlik aan die volgende ocor-
saak toegeskryf word., Die bakterie is spoorvormend en
van hierdie spore 1€ waarskynlik goed in Cie gleuwe van
die saadhuid van die Rooiblom beskerm en is gevolglik nie
maklik bereikbaar nie. Piknidiums van Phoma kan weer
duidelik saam met die saad onder die nikroskoop waargeneem

word/
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word., Hierdie piknidiums beskerm die ingeslote spore van
die fungus waarskynlik tot 'n groot mate teen die ont-
smettingsmiddels.

Die duur van die behandeling het nie 'n baie groot
invioed op die uilteindelike mate van steriliteit van die
saad nie, Dieselfde organisme kom bv, voor op saad wat
met 40 dpm, Agallol vir 30, 60 en 90 minute behandel is.
Die duur van die behandeling het eglter 'n verreikende
invloed op die ontkiemingspersentasies van die saad.
Agallol (40 dpm.) gee na 'n behandeling van 30 minute
20% ontkieming, na 60 minute 2% en na 90 minute is geen
ontkieming van die sszad waargeneem nie. Meer drastiese
behandelings, waar die saad met hol konsentrasies vir
kort periocdes behandel is het ook gesn sukses opgelewer
nie., Hierdie behandelings het wel steriliteit van die
saad veroorsaak maar geen ontkieming ven die saad is
waargeneem nie,

Uit die resultate in tabel 38 blyk dit baie duide-
1lik dat die ontkieming van Rooiblomsaad baie gestrem word
deur behandeling met ontsmettingsmiddels., Dis merendeel
van die ontsmebttingsmiddels wat gebruik is, het die ont-
kieming van die saad waarskynlik nadelig beXnvloed.

Selfs by die lasgste konsentrasies was die ontkiemings-

persentasie aanmerklik laer as die van die kontrole wat

'n gemiddelde van 65,0% gehad het. Die hoogste ontkiem-
ingspersentasie isg verkry by 'n behandeling met 20 dpm.

Malagchietgroen, naamlik 51.2%.

Geen behandeling van die geweekte saad het dus
enige steriele saad wat kan ontkiem, opgelewer nie,
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TABEL 38,

DIE UITWERKING VAN VERSKILLENDE ONTSMETTINGS-

MIDDELS OP GEWEEKTE ROOCIBLOMSAAD,

Ontsmettings-~ {Kons. |Behandeld % Ont- | Mate v, sterili-
middel ingstyd | kiem- teit-bepaal vol-
in min. ing gens organismes
wat nie gedood
18 nie.
Thiourea 1.0% 30 o A, D & Bakt.
Kwikchloried 0.1% 2 = Steriel
Kwikchloried 10dpm, A0 - A, E & Bakt,
%Kiﬁgg%friegin) 1Cdpm., 30 - Steriel
KopeTS Ul1aat U I5% 30 = X% Bakt.
Thiulin 0.1% 2 = A & Bakt.
Thiulin 10dpm, 30 24, 0 A,B & Bakt,
Thiulin 20dnm. 20 - A & Bakt,
Thinlin 10dgm. 60 - A & Bakt,
Trigosan Slurry 0.1% 2 - Steriel
Trigosan Slurry | 10dpm. 30 27sD A,D & Bakt,
Trigosan Slurry | 20dpm. 50 & el A & Bakt.,
Trigosan Slurry 50dpm, 20 . 1.8 A
Trigosan Slurry | 40dpm. 30 - A
Trigosan Slurry 10dpm. 60 - A
Agallol 0.1% 2 . A & Bakt,
Agallol 0.1% 5 - A
Agallol 403pm. 30 20,0 A & Bakt.
Agallol 804pm. 70 Pad A & Bakt,
Agallol 100dpn. 30 - A
Agallol 40dpm, 60 L A & Bakt.
Agallol 40dpm, 90 - A & Bakt.
Ceresan 0.1% 5 - A
Ceresan 40dpm. 30 100 A, D & Bakt.
Ceresan 80dpm. 50 8.0 A & Bakt,
Ceresan 100dpm., o0 - A & Bakt,
Ceresan 40dgqm. 60 - A & Bakt,
Trigosan 0.1% 2 - Steriel
Trigosan 40dpm. 350 2.0 A,C,D,& Bakt,
Trigosan 50dpm. 30 - Ay D & Bakt,
A.C.P.Rose &
Floral Dust 230dpam. 50 2541 A, B & Bakt,
A.C.P.Rose &
Floral Dust 250dpm, 30 14.0 A & Bakt,
A,C.P.Rose &
Floral Dust 500dpin. 20 11.5 A & Bakt.
A.C.,P.Rose &
Floral Dust %OOOdpm. 50 - Bakt,
A.C.P.Rose & 250dpm. 60 - A, C & Bakt,
Floral Dust
Phenol 7.0% 30 - A, C & Bakt,
Phenol 7. 0% 20 - Bakt.
(Teepol 1 min,)
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TABEL 38: Vervolg.

Cosan 230 dpm. A0 28,0 A,B,C,D & Bakt,
Cosan 500 dpm. 50 255 A,C & Bakt,
Cosan 800 dpm. 20 - A & Bakt,
Cosan 230 dpn, 60 - A,D & Bakt.
Cupravit 230 dam. 30 3.4 A,B & Bakt.
Cupravit 500 dpm. 50 - A & Bakt,
Cupravit 230 &pm. 60 - A

Lysol 3.0% 30 - Bakt,
p-Cresol 7. 0% 30 - A,B & Bakt.
p-Cresol & 5.0 & o -

Teepol 1.0 % »

Pinex 2,.0% 30 2.5 A,D & Bakt,
Pinex 2y 5 50 - A & Bakt,
Silwernitraat 0.5% g - A & Bakt,
Silwernitraat 0.1% 50 - Steriel
Silwernitraat 0.2% 30 - Steriel
Malapchietgroen 20 dpm. 20 51, & A,E & Bakt,
Malagchietgroen | 40 dpm. 30 30.0 A & Bakt,
Malagichietgroen | 70 dpm. 30 2B A & Bakt.
Malapchietgroen | 80 dpm. 30 - A

Malarchietgroen &

A, C,P,& Floral 35 & 30 - Steriel

Dust 250 dipn.

Malagchietgroen & ..

Teepol (1 min) 50 dpm. 20 - Steriel
Mala#fichietgroen | 40 dpm. 60 - A & Bakt,
Malagpchietgroen { 40 dnmn. 90 - A

gdNaphthol & 3.0 & %0 2.3 A & Bakt.

Teepol 2,0%

giNaphthol & S.0 & S0 - A

Teepol 2, 0% -

Natriumhipo-

chloried 7.0% 30 - Bakt.

Waterstof-

peroksied 10.0% 30 - Bakt,

Bordeaux mengsel | vol sterk-| 30 - A

te

Bordeaux mengsel | vol sterk- o

& Teepol (1 min,) te 30 . Steriel
Formalien 0.5% 30 - A,C & Bakt,

Chloramfenikol 100 dpm. 30 10,0 A,C,D & Bakt.

Chloramfenikol {1000 dpm. 30 1.4 A,D & Bakt.

Chloramfenikol 000 dpm., 60 - A & Bakb,

Tetrasiklien 100 dpm. 30 - A & Bakt,

Streptomisien 1000 dpm. 20 - A,D & Bakt.

Kontrole 65%
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B : DROE SAAD,

s e e i s
e — . o e

In hierdie gedeelte van die eksperiment is drod
(d.w.s. nie-geweeckte) Rooiblomsaad met verskillende ont-
smettingsmiddels behandel, waarna die saad onder aseptiese
toestande geweek is., Die saad is volgens die reedsbe-
skryfde mectode behandel deur gebruik te maak van die ap-
paraat in figuur 1., Aangesien die dro# saad dikwels bo-
op die ontsmettingsmiddels gedryf het en sodoende nie goed
daarmee in aanraking gekom het nie, is elke behandeling
van die saad voorafgegasn deur 'n kort indompeling daar-
van in 96% alkohol. 'n Indompeling van 10 - 15 sekondes
in die alkohol het geen merkbare invloed op die ontkiem-
ingspersentasie van die saad gehad nie, maar dit het wel
volkome benatting daarvan bewerkstellig. Na behandeling
met die ontsmettingsmiddels is die saad asepties uit die
filtreerbuis oorgebring in voorafgesteriliscerde petri-
bakkies met sand en filtreerpapier (sien vorige gedeelte
van die eksperiment), Die petribakkies met hul inhoud is
vir tien dae by 30%C gehou. Die sand is gedurig klam ge-
hou deur van tyd tot tyd steriele, gedistilleerde water
asepties toe te dien,

Nae afloop van die wekingsproses is 'n gedeelte van
die dis saad asepties op H & S agarplate oorgebring ten-
einde die mate van steriliteit van die saad vas te stel,
Hierdie plate is van 3 — 5 dac by 30°C gefnkubeer en daar-
na ondersoek (sien figuur 5). Die oorblywende gedeelte
van die geweekte saad is gebruik om die ontkiemingsper-
sentasie te bepaal, Die ontkiemingstegniek, wat in die
eerste gedeelte van hierdie eksperiment beskryf is, is

i

toegepas.

Voeg in tabel 39,

Uit die resultate in tabel 39 kan die volgende ge-
volgtrekkings gemaak word. Slegs twee behandelings, naam-
lik di¢ met Ceresan en silwernitraat, het algehele sterili-
teit van die saad bewerkstellig., In beide hierdie gevalle
is geen ontkieming van die saad waargeneem nie., In al die
gevalle waar ontkieming van die saad plaasgevind het, het
die Bacillus en Phoma die behandeling ook oorleef,

Die resultate wat met hicrdie metode van dro¥ saad-
behandeling verkry is, stem dus tobt 'n groot mate ooreen met
die wat verkry is met die behandeling van die geweekbte saad,
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GEVOLGTREKKTNG :

Geen behandeling het steriele saad wat kon
ontkiem opgelewer nie. Die doel van hierdie ek-
speriment, naamlik om die saad steriel te laat

ontkiem, is nie bereik nie,
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TABEL 39,

DIE UITWERKING VAN VERSKILLENDE ONTSMETTLINGS-

MIDDHELS OP DIE NIE-GEWVEEKTE ROOIRLOMSAAD.

Ontsmettings- Kons. |Behandel-|{% Ont-| Mate v, Sterili-
middel ingstyd kiem—~ teit: bepaal vol-
17 min, 1N, gens organismes

wat nie gedood

is nie.
Kwikchloried 0+1% 5 o Bakt,
Kwikchloried 10 dpm. 30 - A & Bekt.
Thiulin 100Gpmn ., B - A & Bakt.
Thiulin 200dpm. 5 " Bakt,
Thiulin 10dqm. 30 sk A,C & Bakt.
Agallol 2000pm. 5 2: 0 Bakt.
Agallol 200dpm. 5 - Rakt.
Ceresan 200dqm. 5 26, { A & Bakt.
Ceresan 400dpm. 5 17 A
Ceresan 600d4qnm. o - Steriel
Malagchietgroen 100dpm., 5 - C & Bakt.
Malagchietgroen 20dgpm. 50 5.0 A & Bakt,
Malagchietgroen 40dgam, 30 - A & Bakt,
Silwernitraat 0.5% 5 S5 Bakt,
Silwernitraat 0.6% 5 = Steriel
A.C.P.Rose & _
iFloral Dust 1:0 5 - Bakt,
Alkohol 96% 2 48.0 A,B & Bakt,
#lkohol 96% 10 2.0 A & Bakt.
Alkohol 96% 20 - A & Bakt,
Pinex 5.,0% 5 - A & BRakt,
Cosan 500dpn. 5 ¥.0 A,C & Bakt,
Cosan 80 Cdipan . 5 - A,C & Bakt,
Chloramfenikol 10006&pm. 5 12.5 A,B & Bakt,
Chloranmfenikol 10C0dpm., 20 = A & B.
Kontrole 54, 0%

i y
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FIGUUR 5: AGARPLATE MET BEHANDAIDRE ROOIBLOMSAAD.

l.Behandeling:5 minute met 100 dpm. Thiulin
Kontaminante: Phoma en Bacillus,

2.Behandeling:5 minute met 200 Api. Ceresan
Kontaminante: Phoma en Bacillus,

5.Behandeling:5 minute met 200 dpm.hgaliol.
Xonteminante: Bacillus

4.3ehandeling:5 minute met 100 4pm. Malagchietgroen.
Kontaminante:Mucor en Bacillus

5.Behandeling:5 minute met 0.6 % silwernitraat.
Kontaminante: Geen.
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HOOFSTUK XT

ONTKTIEMING VAN DIE ROOIBLOMSALD OP

“VERGIFTIGDE 'AGARPLATE,

Aangesien daar geen sukses met die sterilisering
van die Rooiblomsaad in die vorige eksperiment behaal is
nie, is npoging aangewend om onbehandelde saad op 'n
"vergiftigde” agarmedium te laat ontkiem, Daar is in hier-
die eksperiment, benewens die H & S kultuurmedium, ook ge-
bruik gemaak van die kultuurmedium van White (Loomis et
8Ly 1937 ).

Die agarmedium is in 20 ml, hoeveelhede in groot
proefbuise gesteriliseer. Na die sterilisering is elke
proefbuis tot handwarmte afgekoel en die bepaalde hoeveel-
heid van die betrokke ontsmettingsmiddel is asepties daar
bygevoez. Die proefbuise is goed geskud en 'n agarplaat
is van elk gegiet. Die konsentrasies van die ontsmetbings-
middels is vasgestel volgens die konsentrasies wat deur die
vorige eksperimente as letaal aangewys is. Slegs die ont-
smettingsmiddels waarmee nog ontkieming van die Rooi-
blomsaad in eksperiment 10 waargeneem is, is hier gebruik,

Om die saad met die worteloplossing in aanraking
te brinz is van ronde filtreerpapierskyfies, met 'n deur-
snee van 1 duim, gebruik gemaak. Meyer & Anderson (1941)
beskryf 'n metode waarvolgens saad op klam filtreerpapier
ontkiem kan word. Volgens hierdie outeurs is die metode
by uitstek geskik vir die ontkieming van klein saadjies,
byvoorbeeld slaaisaad. Die filtreerpapierskyfies is
vooraf vir twee uur by 150°C in 'n petribakkie gesteri-
liseer., Op elke vergiftigde agarplaat is een van hierdie
papierskyfies deur middel van 'n steriele pinset geplaas
en op elke papierskyfie is 5 ml. steriele worteloplossing
gepipetteer., Aasngesien die worbteloplossing moontlik nie
sterilisering in die outoklaaf sou weerstaan nie, is dit
met behulp van 'n Seitz asbes-filter gesteriliseer. Op
elkeen van hierdie deurweekte papierskyfies is 100-200
onbehandelde, geweekte saad oorgebring en die kulture is
by 30°C gefnkubeer. Na drie dae is die ontkiemingsper—
sentasie van die Rooiblomsaad vasgestel en na vyf dae is
die plate vir die mate van steriliteit ondersock.

Voeg in tabelle 40 en 41.

Uit die gegewens in tabel 40 kan die volgende af-
leidings gemaak word, Die konsentrasies van die swam/
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swamdoders, wat volgens eksperiment 8 as doeltreffend be-
skou is, het alle fungusgroel hier voorkom. Op die H &

5 agarplate wat swamdoders bevat het, het geen fungi ge-
groel nie, Slegs die Bacillus is waargeneem. Die bak-
teriedoders was egter nie so doeltreffend nie aangesien
daar by 'n hele aantal gevalle nog kolonies van die bak-
Terie op die vergiftigde plate voorgekom het. 'n Inhi-
bisiesore met 'n deursnee van net meer as 17 mym.(sien
eksperiment 9) is hiervolgens dus nie altydjfn betrou-
bare aanduiding dat die betrokke bakteriedoder, by daardie
konsentrasie, geskik is om die groel van die bakterie te
voorkom nie, In 'n paar gevalle byvoorbeeld met Pinex

en §ﬁnapnthol plus Teepol, het die bakteriedoders egter
algehele steriliteit van die agarplate met saad opgelewer.
Fungi het vryelik voorgekom op die plate met die antibi-
otika asook die met malanchietgroen. Slegs chloram-
fenikol, by 'n konsentrasie van 1000 dpm., kan die groei
van die Bacillus inhibeewr.

Die Rooiblomsaad het irn hlerdle eksperiment 'n

baie lae ontkiemingspersentasie getoon met die hoogste,
naamlik 8,.5% op Agallol, aansienlik laer as dit van die
kontrole waar dit 28.5% was, Ontkieming van die saad is
slegs op vier reekse van die "vergiftigde' mediums waar-
geneem naamlik op Agallol, Agallol éen malanchietgroen,
tetrasiklien en chloramfenikol, By die laasgenoemde
drie gevalle was die plate egter ook nie steriel nie.
Slegs in die geval van Agallol,en wel by 'n konsentrasie
van 40 dpm., is ontkieming waargencem op plate waarop
geen mikrodrganismes voorgekom het nie,

Cp die medium van White (tabel 41) is soortge-
lyke waarnemings gedoen. Blegs geringe verskille.in steri-
litelt en ontkiemingspersentasie is waargeneem op die twee
mediums., Daar was byvoorbeeld geen ontkieming op die
chloramfenikol-plate nie, terwyl die ontkiemingspersen-
tasie van die saad op die Agallol plate holr was as op die
H & S-Agallol plate. _

Aangesien hierdie reeks eksperimente die moontlik-
heid varn 'n suksesvolle aseptiese ontkiemingsmetode inge-
hou het, het ek dit in die volgende reeks verder ondersosk
net die verwagting om die metode moontlik so té kan stan-
dardiseer dat dit vir toekomstige werk van hierdie aard
as roetine-metode gebruik kan word, Hiermee sou dan die
Goel van hierdie hele ondersoek ook verwesenlik wees,

L
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TABEL 40.

DIE ONTKIEMING VAN ROOIBLOMSAAD OP H & S

ONTSMETTINGSMIDDELS,
NoJ Ontsmettingsmiddel Kons. |Pers,ontk.[Wate van |
: Steriliteit,
1t Thiulin 20d,pm. - Bakt,
2| Trigosan slurry 10dpn. - Bakt,
31 A.C.P.Rose & Floral Dust230dpn. - Bakt,
4 1 Malamchietgroen 204pm, - A,C & Baktb.
5| Agallol 40dqm, 8.5% Steriel
61 Pinex 2.0% - Steriel
7| $naphthol & teepol 5.q7& - Steriel
2.0% :
81 Mal.groen & ACP Rose 20 & - Bakt,
& Florel Dust 2350d.pm.
9| Ceresan 40dpm, - Bakt.
10} Trigosan 40dpm, - Bakt,
11| Cupravit 750dipm . - Steriel
12| Agallol & mal.groen 20&10dpmJ 13,6% Bakt,
13| Tetrasiklien 100dpm. 7.0% A & Bskt,
144 Tetrasiklein 11000 - A
15| Streptomisien 1000dpm., - A & Baktb.
16 | Chloramfenikol 100dpm. 3.5% A,C,D & Bakt
17| Chloramfenikol 1000dpn . - A& D,
Kontrole 30.0% Oorgroei,
TABEL 41

AGARMEDTUM MET VERSKILLENDE KONSENTRASIES VAN

DIE ONTKIEMING VAN ROOIBLOMSAAD OP WHITHE

It

ONTSMETTINGSMIDDELS,
No |Ontsmettingsmiddel Kons. |Pers.ontk.|Mate van
Steriliteit,
1 |Thiulin 204nm. Bakt.
2 |Prigosan Slurry 10dipm. Bakt,
%1ACP Rose & TFloral Dust 2500m. Bakt.
4 iMalafichietgroen 204pn, A,B & Bakt,
5lAgallol 4.0dpm, 13.0% Steriel
6 |Pinex 2.0% Steriel
7 {#naphthol & teepol 3.0 & Steriel
2.0%
8 Mal.groen & ACP Rose & 20 & Bakt.
Floral Dust 250dpm. :
9 [Ceresan 40dpm., Bakt,
10 |Trigosan 40dpm. Bakt,
11 {Cupravit 750dpm . Steriel
12 [Agallol & Mal.groen 20 & 10dpm. 10.0% A & Bakt,.
13 {Tetrasiklien 100dipm., 5.0% 4 & BRakt.
14 |Tetrasiklien 1000dpm. - L
158 treptomisien 1000dpm. A,D & Bakt.
16 |Chloramfenikol 10C0dpm, " {4,C & Bakt,
Kontrole 28.5% Qorgroei
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HOQFSTUK XIT

DI ONTKTEMING EN VERDERE ONTWIKKELING VAN DIE
ROOIBLOMSAAD OP AGALLOL-AGARPLATE,

I. ONTKIIMING VAN DIE ROCIBLOMSAAD,

In hierdie eksperiment is verdere sandag aan die
Agallol-sgarplaatmetode geskenk. Die invloed van ver-
skillende konsentrasies Agallol op die ontkieming sowel
as die mate van steriliteit van die Rooiblomsasd wat ver-

kry word, is nagegaan. Hier is weer van die H & 5, sowel
as die White medium gebruik gemaak, Flke proef het uit

drie replikate bestaan waaruit 'n gemiddelde ontkiemings-
persentasie vir elke konsentrasie van die swamdoder bereken
is. Die metode wat hier gebruik is, is dieselfde as dié

wat in die vorige eksperiment beskryf is.

Voeg in tabel 42,

Uit die resultate is dit duidelik dat 'n toename
in die Agallolkonsentrasie 'n skerp afname van/die ontkiem-
ingspersentasie bewerkstellig. Die ontkiemingspersentasie

is oor die algemeen hoBr op die White medium as op die H &
5 medium, 'n Geringe aantal van die szadjies het ook nog

op White-agarmedium met 50 dpm. Agallol ontkiem, As daar
op die mate van steriliteit van die saad gelet word, is

dit duidelik dat 'n konsentrasie van 40 dpm. Agallol daar-
toe instaat is om die groel van al die mikrobrganismes te
voorkom. By die laer konsentrasies van die swamioder was

was die saadontkieming wel hodr, maar mikroBrganismes het
nog te voorskyn gekom. Die ho¥re konsentrasies het saad-

ontkieming %Tot 'n groot mate voorkom. Dit het dus ge-
blyk dat 40 dpm. die gunstigste konsentrasie vir hierdie
doel is.

Vervolgens is nagegaan of die ontkiemingspelrsen-
tasie konstant bly wanneer 40 dpm. Agallol gebruik word.

Van die saad watbt op hierdie plate ontkiem het is.ocok mi-
kroskopies ondersoek teneinde vag te stel of dis swam-

doders enige sighare invloed op hul morfologiese kenmerke

het.

Voeg in tabel 43,

Uit hierdie tabel ig dit duildelik dat die ontkiem-

ingspersentasie van die saad op die Agallol-agarplate baie
variBer.
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Op die H & S-medium is daar tot 13.7% ontkieming by een
replikaat waargeneem terwyl die saad van een replikaat
glad nie ontkiem het nie, By die White-medium het die
ontkiemingspersentasie tussen 3.2% en 16.4% gevariécer,
Die gemiddelde ontkiemingspersentasie op die White agar-
medium was egter, net soos in die geval van die vorige
proewe, hoér as die vandie H & S agarmedium naamlik 9,95%
teenoor 8.35%.

Uit hierdie resultate kan die gevolgtrekkihg gemask
word dat die Agallol-agarplate wel geskik is vir-die ont-
kieming vanfiie Rooiblomsaad onder steriele toestande,

'n Mikroskopiese ondersoek van die Saaagié; wat
op die Agallol-agarplate ontkiem het, het aaqﬁié;iig ge-
bring dat die swamdoder die cen of ander invloggégp die
morfologie van die gevormdé kiemwortel uitoefen (sien
Plamnr 2.

FIGUUR 2.

ONTKIEMING OP AGALLOL  |[NORMALE ONTKIEMING

Loveabual
IOO}.L
EPIDERMISSELLE EPIDERMISSELLE
SKAAL
i Lo v 1y 1 L
| 100 Ak

f

Die ondersoek het baile duidelik die verskil aan-
getoon wat daar bestaan tussen die Agallol-ontkiemde saad
en die saad wat volgens die reedsbeskryfde hangende-drup-

pelmebtode (sien eksperiment 10) ontkiem is.
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Die kiemwortel van die saadjie wat op Agallol ontkiem
hetis kort en baie geswolle in vergelyking met die nor-

, male een. In figuur 2 is ook 'n aantal epidermisselle
van beide die saadjies se kilemwortels voorgestel, Hier
is die abnormsle %cestand net so duidelik sigbaar. Die
afsonderiike selle vanldie epidermis van die kiemwortel
wat op Agallol gevorm is,is baie groter as dié van die
normalie kiemwortel., Die Agallol oefen dus dig een of
ander invleoed op die selle uit wat hulle laa%mﬁi%swel.
Ek kon in die literatuur geen verklaring vir hierdie
verskynsel vind nie.

ITI. VERDERE ONTWIKKELING VAN DIE ONTKIEMDE SAAD,

O vas te stel of die ontkiemde Rooiblomsaad
verder kan ontwikkel is daar in twee rigtings onder-
soek ingestel, ZEerstens is die ontkiemde saad op die
Agallol-plate gelaat en van tyd Tot tyd ondersock om
vas te stel of daar enige verdere groel plaasvind.

Die kiemwortels het uitgegroel tot 'n lengte van 200-
300 A en nie verder ontwikkel nie., Op die Agallol-
agarplate het die Rooiblomsaad dus net ontkiem en nie
verder gegroel nie,

Ik het vervolgens van hierdie ontkiemde saad
asepties op Agallol-vrye H & 8- sowel as White-agar-
plate oorgebring., Daar is baie versigtig tewerk gegaan
om die kiemwortels nie te beskadig nie, Hierdie plate,
met die ontkiemde saad het in meer as 80% van die ge-
valle steriel gebly na die oorplasing van die saad,
Kontaminasie deur die ontkiemde saad was die ultsonder-
ing. Die ontkiemde saad op hierdie plate is vir 'n
paar dae lank noukeurig dopgehou teneinde vas te stel
of daar enige verdere groei van die kiemwortels plaas-
gevind het. Geen groei is egter waargeneem nie en die
kiemwortels het na 'n tyd verdroog.
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TABEL, 4&3

DIE ONTKIEMING VAN ROOIBLOMSAAD OP H & S EN

WHITE AGARPLATE MET VERSETLLENDE AGALLOL

KNS ENTRASTES.

DIE ONTKIEMING VAN ROOIBLOMSAAD OP H & S HN

WHITE AGARPLATE MET 40 D,P,M. AGALLOL,

Replikate Ontkiemingspersentasie
H & 5 agar White agar.

1 8.5 11.3

2 12.5 16.4

3 6.8 12.8

i 0 4.2

5 5.7 10.5

& 12.3% 7.6

7 5.5 15.0
8 8.4 3.2

9 13.7 6.5
10 10.% 12.0
Gem. 8.5 9.95

(AEEI T Rons, [T TerBentasie —ontKlemngi Mate v, steriiitedl,
, e
T & 8 agar | White agar |H & S agar{White agar
10 Gpm. 18.5 21,0 A & Bakt (A,B& Bakt,
20 dpm, 14.5 17.0 A ) A & Bakty.
30 dpm. 9.0 14,0 A & Bakt | Bakt.,
40 dpm 7.9 11.5 Steriel Steriel
50 dpm. - 2.0 Steriel Steriel
60 dpm - - Steriel Steriel.
TABEL 43%:
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HOOFSTUK X111

BESPREKING.

Die doel van die ondersoek was om 'n metode te
probeer vind waarvolgens Rooiblomsaad bevry kan word
van die mikroBrganismes wat daaraan kleef en-dit-by
ontkieming aantas., Uit die ondersoek het bale duidelik
geblyk dat sekere mikro¥rganismes besonder konstant op
die saad voorkom en dat dieselfde soorte gereeld kon-
taminasie verocorsaak as die saad op 'n kultuurmedium
oorgebring word., Hierdie mikrobrganismes het "in Tein-
kultuur rie 'n baie groot weerstand teen die ontsmettings-—
middels, wat aangewend is, gehad nie, Die swamdoders wat
gebruik is, kon die groel van die fungi by redelike lae
konsentrasies inhibeer, soos wat eksperiment 8 duidelik

sangetoon het., 'n Onge¥dentifiseerde Bacillud 8p. is

ook maklik deur die verskillende bakbteriedoders vernietig
(Eksperiment 9). In assosiasie met die saad het hierdie
organismes egter 'n verrassende ho¥ weersbtand teen die
ontsmettingsmiddels geopenbaar, Slegs die mees drastiese
behandelings het steriele saad tot gevolg gehad, Dit
laat die vermoede ontstaan dat hierdie mikroBrganismes

op die een of ander manier baie doeltreffend op of in

die saad beskerm word. Die saadhuid van hierdie saad is,
soos reeds in die inleiding genoem, baie Tu met diep ocor-
langse gleuwe, Spore mag in hierdie gleuwe voorkom en
sodoende bteen die onbsmettingsmiddels beskerm word. In so
'n geval sou die aanwending van sekere oppervlakaktiewe
stowwe, soos seepoplossings en alkohol, vermoedelik die
spore makliker bereikbaar maak vir die ontsmettingsmid-
dels. Dit was egter nie altyd die geval nie, soos duide-
1ik uit eksperiment 10 geblyk het, Hierdeur word die

vermoede versterk dat die spore moontlik dieper in die
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sazd asnwesig mag wees., Indien dit so is bied dit 'n
verklaring vir hul groot weerstand teen die ontsmettings-
middels. Hofer (1938) het, byvoorbeeld, gevind dat ont-
smettingsmiddels baie selde in genoegsame hoeveelhede
deur die saadhuid dring om spore binne in die saad te dood.

As dit die geval is, naamlik dat ontesmettingsmid-
dels nie in groot konsentrasies deur die saadhuid dring
nie, is dit moellik om te verklaar waarom die ontkieming
van die Rooiblomsaad so drasties deur hierdie stowwe be-
invloed word. Dat die Rooiblomsaad egler uiters sensi-
tief teenoor sekere chemikalied is 1y geen twyfel nie.
aclfs die antibiotika, watl normaalwegféeringe toksiese
uitwerking op hor plante het, het 'n bale nadelige in-
viced op die ontkieming van die saad uitgeoefen, Anti-
biotika in konsenbrasies van 1000 dpm. en meer het alle

ontkieming voorkom (sien eksperiment® 10), Dit is dus

moontlik dat die ontsmettingsmiddels wat wel -deur- die
gaadhuid gedring het, en nie gekonsentreerd genoeg was

om die spore te dood nie, genoeg was on die ontkieming

van die saad te voorkom. Dzar is dus tydens hierdie onder-
sock nie daarin geslaag om die sazad deur die aanwending
van ontsmettingsmiddels direk op die saad op so 'n manier
uitwendig te steriliseer dat die saad nog kiemkraghig ge-
bly het nie.

Die pogings wat in hierdie ondersoek aangewend is
om die onbehandelde saad op "yergiftigde mediums te laat
ontkiem, was eglber meer suksesvol, Weliswaar is geeﬁ hok
ontkiemingspersentasies waargeneen nie, maar die resultate
wat met Agallol verkry is, hetb aangedui dat daar tog 'n
moontlikheid bestaan dat die Rooiblomplante wel asepties
gekultiveer sal kan word.

Alhoewel die kiemwortels van die sead wat op
Agallol ontkiem het, morfologiese afwykings vertoon het

enPok nie verder gegroei het nie, selfs al was dit op
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Agallol-vrye mediums oorgeplaas, moet mynsinsiens nie
soseer asn die nadelige invloed van die swamdoder op die
saad toegeskryf word nie, maar eerder aan sekere gebreke
in die medium. Daar moet in gedagte gehou word dat die
Rooiblom 'n paresiet is, en dat dit baie spesifiek is
wat sy parasitisme betref. Dit val naemlik net lede van
die Gramineae aan. Selfs plante wat daartoe instaat is
om deur hul worteluitskeidings die Rooiblomsaad tot ont-
kieming te stimuleer, word nie altyd deur die parasiet aan-
geval nie, Voorbeelde van sulke plante is die kafferboon
en die sonneblom, Die gasheergewas voorsien dus blykbaar
meer as net anorganiese voedingstowwe en wabter aan die para-
siet. Die vermo¥ van die parasiet om op 'n plant te para-
siteer berus blykbaar op die beskikbaarheid van sekere
groelstowwe wat in die gasheerplant aanwesig is. 'n Medium
wat nie vaqhierdie groeistowwe voorsien is nie sal nie daars
toe instaat wees om die groei van die Rooiblom te onderhou
nie. Mynsinsiens is dit den ook die waarskynlike afwesig-
heid van hierdie onbekende stowwe in die White- en die H &
S_mediums wat daartoe eanleiding gegee het dat die saad nie
verder daarop ontwikkel het nile.

Dit is wenslik dat desar in die toeckoms verder op

hierdie aspek van die probleem ingegaan sal word.
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HOOFSTUX XIV

QPSOMMLNG,

1.Van die saad van Striga lutea Lour. (Rooiblom) is

5 fungl en 1 bakterie gelscleer.Hierdie mikrotrganis-
mes het gereeld verontreiniging van die voedingsme-
diums waarop die saad gebring is veroorsaak.

2.Die groei van die belangrikste saadklewende fungi,

naamlik Phoma sp.,Aspergillus niger en Mucor hiemalis,

op die Hoagland en Snyder medium en soos beinvlioed

deur die koolstofbron,vitamiengehalte en inkubasie-~
temperatuur is nagegaan ten einde die optimale groei-
omstandighede te bepaal.Die inviced van verskillende
swamdoders op die genoemde fungi is by hierdie optimale
toestande nagegaan.

3.Die optimale groeitoestande van die bakberie,'n
ongefdentifiseerde Bacillus sp.,is ook bepaal en die
invloed van verskillende bakteriedoders op die bakterie
is nagegasan.

4.Die swamdoders en bakteriedoders wat op groad van

die voorafgaande proewe as doeltreffend beskou is,is
gebruik om die geweekte sowel as ongewsekte Rooiblom-
saad mee te steriliseer.Die steriliseringsproses het
die saad egter sodanig beinvloed dat geen ontkieming
daarna plaasgevind het nie.

5.0nbshandelde Rooiblomsaad is op agarplate waarby
sekere hoeveelhede van verskillende oantsmettings-
niddelsgevoeg is,geplaas en pogings is aangewend om

die saad op hierdie "vergiftigde" agar onder aseptiese
omstandighede te laat ontkiem.Met hierdie reeks proewe
is vasgestel dat die saad op agar met 40dpm.Agallol
(4.5 % metoksie-etiel=kwikchloried) ontkiem het en
terselfdertyd steriel was.Die saad het egler nie ver-
der as die ontkiemingsstadium ontwikkel nie,waarskynlik
a.g.v. die tekort aan sekere groeistowwe in die media wat

gebruik is(sien bespreking op bladsy 97).
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HOOASTUK XV

_SUMMARY
1.Five fungi and one bacterium were isolated from the

seeds of Striga lutea Lour.(Witchweed).These micro-

organisms appeared regulariy on agar media on which
these seeds were placed.
2.The growth of the three maln seedborne fungl,viz

Phoma sp.,Aspergilius niger and Mucor hiemalis,on the

Hoagiand and Snyder medium snd the influence of the source
of carbon;tae vitamin quaiity and the temperature of incu~
bation were investigated in order to determine their
optimal growth conditions.The influence of different
fungicides on these fungi were examined at these optimal
conditions.

3,The optimal growth conditions of the bacterium,an un-
identified Bacillus strain were also determined and the
influence of different bactericides were examined.

4. The effective fungicides and bactericides were used to
sterilize soaked as well as unsoaked Witchweed seeds.
These disinfectants,however,had such an influence on the
seeds that no germination took place after the treatment.
5.Untreated ¥itchweed seeds were placed on agar into
which certain amounts of different disinfectants were
incorporated,and attempts were made to germinate the

seeds on this "poisened" agar under aseptic conditions.
Sterile germination took place on agar which was suppliied
with 40 ppm.Agallol (4.5 % methoxy ethyl mercury chloride).
The seeds did not,however,develop @?ond the germination
stage.As discussed on page 97 this might be due to the
lack of certain growth substances in the media that were

used.
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