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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

[3ber die Verwendung yon Myzelsuspensionen als 
Impfmaterial in Wachstumsversuchen mit  Pilzen 

Von T. WIKI~"N, H. G. KELLER, C. L. SCHELLING u n d  A. ST6CKLI x 

In den Untersuchungen fiber die physiologischen 
Eigenschaften der mykorrhizabi ldenden und streuzer- 
setzenden Pilze sowie der Pilze, welche in der Rhizo- 
sphgre oder als Endoparas i ten  in den •¥urzeln der Wald- 
b~ume leben, erfolgte die Impfung der Ilfissigen Substrate 
aus Kul turen der betreffenden Pilze auf festen Agar- 
n/ihrb6den in Kul turrghrchen oder Petrischalen. Dabei  
wurden die Impfstficke mi t  einer Impfnadel ,  einem 
gew6hnlichen Skalpell oder einem speziellen Ins t rument  
aus der mi t  Myzei bewachsenen lg/ihragarschicht 
ausgeschnitten und mi t  groger Vorsicht in die Kul tur-  
kolben gebracht,  so dab sie schwimmend auf der Ober- 
fi/iche der N/ihrlSsung verblieben, wodurch sofort 
Luf thyphen sich ent.wickeln konnten.  In  einigen FAllen 
wurden ganz besondere Vors ichtsmagnahmen getroffen, 
um das Schwimmen des Impfmyzels  sicherzustellen, 
zum Beispiel Verwendung eines Glasstabes als Tr/iger 
des Impfmater ia ls ,  bis sich so viel Luf tmyzel  gebildet 
hatte, dal3 sich das Impfst i ick ohne Schwierigkeit  auf 
der Substratoberfl/tche schwimmend halten konnte, oder 
Aufbewahrung der ausgeschnit tenen Impfstt icke auf der 
Oberfl/iehe eines festen Agarn/ihrbodens in einer Petr i -  
schale, bis sieh eine geniigende Menge Luf thyphen  ent-  
wickelt hat te.  Diese Impfmethode  wurde besonders bei 
Pilzen verwendet,  welche unter  Laborator iumsbedin-  
gungen keine Sporen, Konidien oder Oidien bilden, sowie 
bei Pilzen, welche als submerse Myzelien nur  ~iul3erst 
langsam zu wachsen scheinen. In einigen F/illen wurde 
das verhii l tnism~gig schlechte Wachs tum in den sub- 
mersen Kulturen auf schleehten Luf tzu t r i t t  zuriick- 
geffihrt (~V[ELIN 2, MELIN und Mitarbeiter  ~, FRIES% 
L I H N E L L  5, ~IODESS 6, L I N D E B E R G  7, L I N D E B E R G  und Mit- 
arbeiter s, B j 6 R K M A N  9, P E H R S O N  10, W I L K I N S  11 LISXV.) 
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Die erw/ihnte Impfmethode  hat  nun neben gewissen 
Vorteilen auch Nachteile,  und zwar unter  anderem die 
folgenden : 

1. Mit dem Impfstt iok wird nicht nur Pilzmyzel, 
sondern auch immer  eine gewisse Menge des Impf-  
kulturn/ihragars in die zu impfende N~ihrl6sung ein- 
geschleppt. 

2. Durch das Einschleppen yon Impfkul tursubs t ra t  
wird die peinlich genau definierte Zusammensetzung 
der zu impfenden Nghrl6sung aufs Spiel gesetzt. Es ist 
bekannt,  dab Agar unter  anderem betr/ichtliche Mengen 
Wuchsstoffe und Spurenelemente enth/ilt. Wenn der 
N/ihrboden der Impfkul turen,  wie es oft der Fall  ist, aus 
Malzagar besteht,  kommen dazu die organischen und 
anorganischen Wirkstoffe des Malzextraktes.  Ferner  
sind im Impfstf ick auch extrazellul/ire Stoffwechsel- 
produkte  des Pilzes vorhanden.  In Untersuchungen fiber 
die Bedeutung verschiedener Wuchsstoffe und Spuren- 
elemente ffir das Wachs tum der Pilze in genau definier- 
ten, synthet ischen N/ihrl6sungen kann somit  unter  
Umsti inden die Eindeut igkei t  der Ergebnisse wesentlich 
gefiihrdet sein. 

3. Bei langsam wachsenden Pilzen sind die zur Her- 
steltung gleichmiiBiger Impfst i icke notwendigen Impf-  
kul turen auf festen Nghrb6den in Petr ischalen einer 
verh/iltnism/iBig groBen Infektionsgefahr ausgesetzt. 
Diese Gefahr wird noch gr6ger, wenn die ausgeschnittenen 
Impfstt icke vor  dem Impfen eine Zeit lang auf neuen 
Agarpla t ten  aufbewahrt  werden miissen. 

Die erw/ihnten Schwierigkeiten lassen sich nun bei 
vielen Pilzen ausschalten, und zwar durch Verwendung 
einer M y z e l s u s p e n s i o n  als  I m p / m a t e r i a l  an  Stelle der 
I m p / s t ~ c k e .  Diese Suspension wird in folgender Weise 
hergestell t :  

Eine Glasfiasche mi t  eingeschliffenem Stopfen wird 
zur H/ilffe ihres Volumens mi t  Glaskugeln yon e twa 
6 mm Durchmesser  beschickt. Dann wird so viel destil- 
liertes Wasser zugesetzt, daft die Kugeln gerade bedeckt 
sind. Die Flasche wird so mi t  einem Pfropfen aus che- 
misch reiner Baumwolle  verschlossen und im Auto- 
klaven sterilisiert. Der  dazugehSrige Glasstopfen wird 
separat  sterilisiert. Aus einer Kul tu r  aus fliissigem 
(synthetischem) Substra t  wird eln angemessenes Myzel- 
stfick geschnitten und in die Flasche steril tibertragen. 
Die FIasche wird sodann mit  dem sterilen Glasstopfen 
verschlossen und in einer Schii t telmaschine kr/iftig 
geschfittelt.  Die Dauer  des Schiittelns ist yon der Na tur  
und Menge des Myzels sowie veto gewiinschten Ver- 
tei lungsgrad der Myzelsuspension abh/ingig. Die so 
erhaltene Suspension enth~Llt Myzelteilchen verschiedener 
Gr6ge. Nachdem die gr6fleren Teilchen sich abgesetzt  
haben, wird die fiberstehende Suspension, welche Myzel 
in sehr feiner Verteilung enth/ilt,  in einen sterilen Kolben 
pipet t ier t .  Sie kann so nach Belieben mit  steri lem 
desti l l iertem Wasser oder einer sterilen physiologischen 
Salzl6sung verdi innt  werden. 

Die erw/ihnte Methode 1/iBt sich seibstverst~indlich in 
verschiedenen Richtungen modifizieren. So haben wir 
in mehreren F~tllen die zur Impfung bes t immten Pilz- 
myzelien direkt  in der Flasche geziichtet, welche beim 
Schiit teln zum Zerteilen und Aufschwemmen des Myzels 
verwendet  wurde. Dabei wurde die N/ihrl6sung, welche 
als Substrat  fiir das Impfmyzel  gedient hatte,  abge- 
gossen und die Myzeldecke zur Entfernung des Restes 
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Tabelle I 

Zeit - Tage 

M 

I 
12 l 3,8 
19 13,7 
24 i 52,3 
30 i 111,8 
36 I 179.0 

Impfung mit Agarstiickmyzel 

Myzeltrockengewieht 
nag 

M 

1,9 4,99 
5,5 4,41 
9,1 3,76 

14,7 3,02 
2,3 2,93 

10 
18 
26 
34 
42 

6,5 
79.2 

117.8 
83,0 
74,7 

PH Zeit - Tage 

I I 
Cenacoccum grani[orme 1 

0;,09 20 
0,21 24 
0,13 30 
0,11 35 
0,02 39 

i 

Mycelium Radicis atrovirens ~ 
4,2 4,68 0.20 
3.0 3.88 0.66 

38,6 5.97 1,63 
0,3 7.51 0,01 
0.1 7,56 0;03 

[ 13 
i 15 

19 
21 
26 

1 29 
I 

Impfung mit Myzelsuspension 

Myzeltrockengewicht 
mg PH 

M 6 M 6 

I J I I 
6,1 

18,6 
50,7 

124,0 
195,7 

[ 0,4 
i 2,3 
i 3,5 

7,7 

4,85 0,05 
4,33 0,05 
3,63 0,10 
2,75 0,01 
2,78 

14,8 
34,4 
74,9 
91,6 
87,6 
85,2 

2,0 4,43 0.04 
1,5 3,94 0,06 
4,6 3.27 0,03 
0.5 , 3,70 0,48 
0,7 i 7,03 0,04 
0,4 i 7,31 0,00 

a Cenococcum grani/orme: Anfangs-PH = 5,28. 2 Mycelium Radicis atrovirens: Anfangs-PH = 5,14. Anzahl Parallelen ~ 3. 

des a l t en  Subs t r a t e s  zwei-  bis d re ima l  m i t  s t e r i l em 
des t i l l i e r t em W'asser geschf i t te l t ,  b e v o r  die B e h a n d l u n g  
m i t  Glaskugetn  in der  Sch i i t t e lmasch ine  s t a t t f and .  

Bei  gewissen P i lzen  g e s t a t t e t  die Bescha f fenhe i t  des 
auf  syn the t i s che r  N~thrl6sung gezf ich te ten  Myzels,  dab  
ein geni igendes  Zer te i len  und  A u f s e h w e m m e n  durch  
kr/iffiges Schf i t t e ln  ohne  V e r w e n d u n g  yon  Glaskuge ln  
zus tande  geb rach t  we rden  kann.  

W e n n  n6 t ig  k6nnen  die in  de r  Suspens ion  vorhande~ien 
M y z e l f r a g m e n t e  bez iehungsweise  H y p h e n  durch  Wi~der- 
hol tes  A u f s c h w e m m e n  in des t i l l i e r t em W a s s e r  oder  
phys io logischer  Salz l6sung und  Zent r i fug ie ren  un t6r  
s ter i len  B e d i n g u n g e n  gewaschen  werden.  

Von  den Versuchen ,  bei welchen  I m p f u n g  mi t  Myzel-  
suspens ionen  zur  A n w e n d u n g  kam,  seien b ie r  einige m i t  
Cenococcum grani[orme (Sow.) FERD. e t  SVINGE, 2]//2- 
celium Radicis atrovirens MELIN, Paxil lus Prun~h~s 
(Sco'p. ex  FR.), Tricholoma pessundatum ( F R . ) , , T r i -  
choloma flavobrunneum (FR. ex  PERS.) und  Boletus 

Grevillei KLOTZSCH (Boletus elegans FR.) n/ iher  erw/ihnt. 
Cenococcum graniJorme und  ]~f ycelium Radicis atrovirens 
w u r d e n  auf  den  yon  MELIN und  1V[IKOLA l bzw. ~V[ELIN 
und NORKRANS z ffir diese Pi lze  vorgesch lagenen  Sub- 
s t r a t en  m i t  D i a m m o n i u m t a r t r a t  als S t icks tof fque l le  ge- 
zffchtet.  F i i r  die i ibr igen Pilze wurde  die von  MELIN und 
MIKOLA 1 beschr iebene  NXhrlSsung insofern modifiziert ,  
dab  sie n u r  I0,0 g G l u k o s e  und  0,5 g K H ~ P O ,  pro  1000ml 
en th ie l t .  Als Kul turgefABe d i en t en  E r l e n m e y e r k o l b e n  
aus Jena -Ger / i t eg las  20 yon  100 ml  Fassungsverm6gen,  
wobei  j ede r  K u l t u r k o l b e n  20 ml  des be t r e f f enden  Sub- 
s t ra t s  enthie l t .  Die  Beb r i i t ung  er fo lg te  bei 25°C. Die 
gee rn t e t en  Myzel ien  wurden  m i t  des t i l l i e r t em Wasser 
gewaschen  und  i m T r o c k e n s c h r a n k  bei  100°C getrocknet .  
I n  den Tabe l len  I - I I I  beze ichne t  M das ar i thmet ische  
Mi t te l  der  Myze l t rockengewich t e  bzw. PH-Wer t e  und 
die mi t t l e r e  A b w e i c h u n g  der  Einze lgr6Ben yore  Mittel. 

x E. MELIN und P. MIKOLA, Physiologia Plantarum 1, 109 (1948). 
2 E. MELIN und B. NORKRANS, Svensk. Bot.Tidskr.36,271 (1942). 

Tabelle 11 

Zeit - Tage 

10 
12 
17 
22 
28 
34 

10 
17 
22 
28 
34 

Myzeltrockengewicht 
mg 

31 

5,04 
4,67 
4,36 
2,68 
2,72 
2,73 

0,14 
0,00 
0,08 
0,10 
0,04 
9.02 

0,07 
0,08 
0,08 
0,05 
0,04 

Zeit - Tage 

M 

I I 
Paxillus Prunulus 

4,2 1,0 ! 
6,4 1,1 

16,9 7,1 
108,5 2,8 
112,7 3,1 
115,6 0,6 

Tricholoma pessundatum 
0,6 0,1 ] 
4,7 1,0 , 
9,0 i 0,5 

12,0 / 1,2 
16,8 1 0,7 

5,32 
4,74 
4,44 
4,07 
3,92 

PH 
Myzeltrockengewicht 

mg PH 

M ~ 3I 6 

I I I I 
Tricholoma flavobrunneum 

7 0,7 0,3 5,38 0,04 
13 5,5 1,1 4,84 0,06 
19 16,5 0,4 4,32 0,01 
23 21,1 3,6 4,19 0,16 
30 36,6 1,0 3,83 0,03 
35. ] 35,8 3,2 3,75 0,08 

Boletus Grevillei 
9 ' 9,4 0,3 4,64 0,03 

12 32,1 2,0 3,77 0,04 
15 46,8 16,2 i 3,38 0,38 
19 62,8 1,0 -2,86 0,06- 
27 50,6 2,1 / 3,48 0,09 

1 
Anfangs-Pl t = 5,85. Anzahl Parallelen = 3. 
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Tabelle III  
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Cenococcura grani]orme x l Mycetium Radicis atrovirens 2 

Impfmenge pro Kolben Myzeltroekengewicht Myzeltrockengewicht 
(Myzeltrockensubstanz) mg PH mg PH 

mg ..... 
M 6 M 6 

6 x 10 -2  
6x t0 -3  
6x10 -~ 
6x10-5 
6 x 10 -s  

M 

186.8 0,4 
193,5 0,4 
72,4 8,2 
48,2 

0,0 

2,72 
2,63 
3,33 
3,49 

0,02 
0,01 
0,28 

M d 

80,4 0,1 
83,9 0,i 
76,8 6,0 

0,0 
0,0 

7,33 
6,35 
4,97 

0,05 
0,29 
1,41 

I Cenococcum grani[orme: Anfangs-PH = 5,28, Versuchszeit ~ 55 Tage. 
Mycelium Radicis atrovirens: Anfangs-PH = 5,14, Versuchszeit = [14 Tage. Anzahl Parallelen = 2, 

Die Tabellen zeigen, dad eine nach der oben erw/ihnten 
Methode hergestellte Myzelsuspension zu Wachs tum 
bef~higt ist, und zwar verl~uft das Wachs tum grund- 
s~ttzlich in der gleichen Weise wie bei Impfung mit  
Agarstfickmyzel. Aus Tabelle I i s t  ersichtlich, dab bei 
Cenococcum graniforme und Mycelium Radicis atrovimns 
die HSchstausbeute an Myzeltrockensubstanz, wetche in 
den mit  Myzelsuspension geimpften Kul turen  erreicht 
wird, yon der gleichen Gr6Benordnung wie diejenige in 
den mi t  Agarstfickmyzet beimpften Kul turen ist. 
Ferner sei erw/ihnt, dab die Versuchsergebnisse darauf 
hindeuten, dab die bei der Impfung mi t  angemessenen 
Mengen der betreffenden Hyphensuspensionen auf- 
tretende Streuung der Myzeltrockengewichte und der 
PH-Werte ebenso grol3 wie oder kleiner als die Streuung 
ist, welche bei der Verwendung yon Agarst i ickmyzet 
erhalten wird. 

Auch bei den iibrigen Pilzen (siehe Tabelle II) werden 
mit" Myzelsuspensionen als Impfmater ia l  Trocken- 
substanzmengen erreicht, die yon derselben Gr613en- 
ordnung wie die Mengen sind, welche bei der Impfung 
mit Agarstfiekmyzel festgestellt  wurden (vgl. MELIN und 
LINDE.BERG 1, MELIN und NYMAN 2 sowie MELIN und 
NORKRANS3). 

Aus Tabelle I I I  geht  hervor, dab bei gewissen Pilzen 
auBerordentlich kleine Mengen aufgeschwemmter  Myzel- 
fragmente und Hyphen  ausreichen, um in synthetischen 
N~ihrl6sungen normales VCachstum sicherzustetlen. Die 
Verwendung zu kleiner Impfmengen ffihrt unter  Um-  
st~inden zum Auftreten einer zu gro/3en Streuung der in 
den Paral le lkul turen feststellbaren Myzeltrockenge- 
wichte und PH-~Verte" 

Versuche fiber die Verwendbarkei t  der Myzelsuspen- 
sionen als Impfmater ia l  wurden ferner durchgeffihrt  mi t  
Boletus granulatus L. ex FR,  Marasmius [oetidus (Sow. 
ex FR.) FR., Marasmius putillus (FR. ex FR.) FR., Maras- 
mius scorodonius (FR.) FR., Armillaria mellea (M. VAHL 
ex FR.), Collybia butyracea (BULL. ex FR.), Pholiota 
mutabilis (ScHAErF. ex FR.), Polyporus borealis I~R., 
Trametes gibbosa (PERS. ex FR.) FR. usw. Dabei kamen 
synthetische N~hrlSsungen, Malzextraktl6sungen und 
Streumaterialien, wie L~irchen- und Weil3tannennadeln 
sowie Ahorn-, Birken-, Buchen-, Edelkastanien2 und 
Eichenlaub, zur Verwendung als Substrate.  In allen 
FAllen ha t  sich die Impfung mit  Myzelsuspensionen 
bew£hrt. Diese Methode wird je tz t  bei den im hiesigen 
Inst i tut  laufenden Untersuchungen fiber die Physiologic 
der mykorrhizabi ldenden und streuzersetzenden Prize 
routinem/tl3ig verwendet .  

1 E. MELIN uad G. LI.nDESERC, Bot Not. (Lund), 241 (1939). 
o E. MELIN und B. NYMAN, Arch. Mikrobiot. 11, 318 (1940). 
3 E. MELIN und B. NoRK~ANs, SvenskBot.Tidskr. 36, 271 (1942). 

Die verwendeten St~hnme yon Cenococcum granilorme, Mycelium 
Radicis atrovirens, Paxillus Prunulus, Boletus Grevillei, Trlcholorna 
flavobrunneum und Tricholoma pessundatum verdanken wit Herrn 
Prof. Dr. E. MELI~, Institut f/Jr physiologische Botanik, Uppsala. 
Die St/itnme yon Collybia butyracea und den Marasmius-Arten 
haben wit vom *Centralbureau voor Sehimmelcultures*, Baarn, er- 
halten. 0brige Pilzstfimrne habert wir selbst durch Gewebekulturen 
isoliert. 

Die Untersuchungen werdea aus dem Fonds zur F6rderung der 
Watd- und Holzforschung sowie yore EidgenSssischen Institut fiir 
das forstliehe Versuehswesen (Direktor, Prof. Dr. H. BURGER) unter- 
sttitzt. 

Summary  
In investigations on fungi incapable of producing 

spores, conidia, or oidia under laboratory conditions the 
l iquid media used for growth experiments  are, according 
to  the ordinary technique, inoculated with mycel ium bits 
cut  from colonies of the fungi grown on solid agar media  
in.tubes orPet r i  dishes.The difficulties and disadvantages 
met  with in employing this method  are discussed. 

A new method is described using mycelial  suspensions 
for inoculation of liquid substrates.  The suspensions are 
prepared by shaking bits of mycelial mats  with glass 
beads, about  6 mm in diameter,  and distilled water  or 
"physiological"  salt solution under sterile conditions. 
The large mycelial  particles are allowed to settle. The 
supernatant  suspension is pipet ted into a sterile flask 
and diluted to the proper volume. The suspended particles 
m a y b e w a s h e d b y s e d i m e n t i n g  in a centrifuge, resuspend- 
ing in distilled water  or sMt solution, and recentrifuging 
under sterile conditions. 

Of course t h e m e t h o d m a y  be modified indifferentways.  
The new method is now used on a routine scale in this 

inst i tute  in invest igat ions on mycorrhiza-forming and 
l i t ter-decomposing fungi. 

O E C O L O G I C A  

U n  I n v e n t a i r e  de  la Faune  m a r i n e  de  R o s c o f f  

C'est  en 1872 que H. DE LACAZE-DUTHIERS fonda, de 
fa~on bien modeste, dans un pet i t  port  des c6tes bre- 
tonnes de la Manehe, ce qui est devenu aujonrd 'hui  la 
puissante Stat ion biologique de Roscoff. On peut done 
s '6tonner  qu 'en 80 ans, ou presque, ce laboratoire mari- 
t ime n'a~t jamais publi6 une liste m6thodique d 'animaux,  
comparable  b. celle de Naples, de Plymouth ,  de File de 
Man et  d 'aut res  stations encore. Mais c 'es t  que, pendant  
tr~s longtemps, le laboratoire de Roscoff, d6pendance de 
la Facult~ des Sciences de Paris, n ' a  eu qu 'un  personnel 


