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STUDIORUM PROGRESSUS

Uber die Verwendung von Myzelsuspensionenals
Impfmaterial in Wachstumsversuchen mit Pilzen

Von T. Wikfin, H. G. KeLrer, C. L. ScHeLLING und A. Stéckiit

In den Untersuchungen iiber die physiologischen
Eigenschaften der mykorrhizabildenden und streuzer-
setzenden Pilze sowie der Pilze, welche in der Rhizo-
sphire oder als Endoparasiten in den Wurzeln der Wald-
baume leben, erfolgte die Impfung der fliissigen Substrate
aus Kulturen der betreffenden Pilze auf festen Agar-

nihrbéden in Kulturrohrchen oder Petrischalen, Dabei .

wurden die Impfstiicke mit einer Impfnadel, einem
gewohnlichen Skalpell oder einem speziellen Instrument
aus der mit Myzel bewachsenen Nihragarschicht
ausgeschnitten und mit grofier Vorsicht in die Kultur-
kolben gebracht, so daB sie schwimmend auf der Ober-
fliche der Nihrlésung verblieben, wodurch sofort
Lufthyphen sich entwickeln konnten. In einigen Fillen
wurden ganz besondere VorsichtsmaBnahmen getroffen,
um das Schwimmen des Impfmyzels sicherzustellen,
zum Beispiel Verwendung eines Glasstabes als Triger
des Impf{materials, bis sich so viel Luftmyzel gebildet
hatte, daB sich das Impfstiick ohne Schwierigkeit auf
der Substratoberfliche schwimmend halten konnte, oder
Aufbewabrung der ausgeschnittenen Impfstiicke auf der
Oberfliche eines festen Agarndhrbodens in einer Petri-
schale, bis sich eine geniigende Menge Lufthyphen ent-
wickelt hatte. Diese Impfmethode wurde besonders bei
Pilzen verwendet, welche unter Laboratoriumsbedin-
gungen keine Sporen, Konidien oder Oidien bilden, sowie
bei Pilzen, welche als submerse Myzelien nur duflerst
langsam zu wachsen scheinen. In einigen Féllen wurde
das verhiltnismiBig schlechte Wachstum in den sub-
mersen Kulturen auf schlechten Luftzutritt zuriick-
gefithrt (MerLin?, Meriv und Mitarbeiters, Fries?,
LianeLL®, MopEssS, LINDEBERG?, LINDEBERG und Mit-
arbeiter®, BJorRkMAN?, PEHRsONIS, WILKINS!! usw.)
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Die erwihnte Impfmethode hat nun nehen gewissen
Vorteilen auch Nachteile, und zwar unter anderem die
folgenden:

1. Mit dem Impfstiick wird nicht nur Pilzmyzel,
sondern auch immer eine gewisse Menge des Impf-
kulturndhragars in die zu impfende Nihrlosung ein-
geschleppt.

2. Durch das Einschleppen von Impfkultursubstrat
wird die peinlich genau definierte Zusammensetzung
der zu impfenden Nahrlésung aufs Spiel gesetzt. Es ist
bekannt, daB Agar unter anderem betrichtliche Mengen
Wuchsstoffe und Spurenelemente enthilt. Wenn der
Nihrboden der Impfkulturen, wie es oft der Fall ist, aus
Malzagar besteht, kommen dazu die organischen und
anorganischen Wirkstoffe des Malzextraktes. Ferner
sind im Impfstick auch extrazellulire Stoffwechsel-
produkte des Pilzes vorhanden. In Untersuchungen iiber
die Bedeutung verschiedener Wuchsstoffe und Spuren-
elemente fiir das Wachstum der Pilze in genau definier-
ten, synthetischen Nihrlésungen kann somit unter
Umstinden die Eindeutigkeit der Ergebnisse wesentlich
gefihrdet sein. '

3. Bei langsam wachsenden Pilzen sind die zur Her-
stellung gleichmiBiger Impfstiicke notwendigen Impi-
kulturen auf festen Nihrboéden in Petrischalen einer
verhdltnismiBig groBen Infektionsgefahr ausgesetzt.
Diese Gefahrwird noch grofler, wenn dieausgeschnittenen
Impfistiicke vor dem Impfien eine Zeitlang auf neuen
Agarplatten aufbewahrt werden miissen.

Die erwihnten Schwierigkeiten lassen sich nun bei
vielen Pilzen ausschalten, und zwar durch Verwendung
einer Myzelsuspension als Impfmatevial an Stelle der
Impfstiicke. Diese Suspension wird in folgender Weise
hergestellt:

Eine Glasflasche mit eingeschliffenem Stopfen wird
zur Halfte ihres Volumens mit Glaskugeln von etwa
6 mm Durchmesser beschickt. Dann wird so viel destil-
liertes Wasser zugesetzt, dafl die Kugeln gerade bedeckt
sind. Die Flasche wird so mit einem Pfropfen aus che-
misch reiner Baumwolle verschlossen und im Auto-
klaven sterilisiert. Der dazugehorige Glasstopfen wird
separat sterilisiert. Aus einer Kultur aus fliissigem
(synthetischem) Substrat wird eln angemessenes Myzel-
stiick geschnitten und in die Flasche steril iibertragen.
Die Flasche wird sodann mit dem sterilen Glasstopfen
verschlossen und in einer Schiittelmaschine kriftig
geschiittelt. Die Dauer des Schiittelns ist von der Natur
und Menge des Myzels sowie vom gewiinschten Ver-
teilungsgrad der Myzelsuspension abhingig. Die so
erhaltene Suspension enthilt Myzelteilchen verschiedener
GréBe. Nachdem die grofieren Teilchen sich abgesetzt
haben, wird die iiberstehende Suspension, welche Myzel
in sehr feiner Verteilung enthilt, in einen sterilen Kolben
pipettiert. Sie kann so nach Belieben mit sterilem
destilliertern Wasser oder einer sterilen physiologischen
Salzlésung verdiinnt werden.

Die erwihnte Methode 148t sich selbstverstindlich in
verschiedenen Richtungen modifizieren. So haben wir
in mehreren Fillen die zur Impfung bestimmten Pilz-
myzelien direkt in der Flasche geziichtet, welche beim
Schiitteln zum Zerteilen und Aufschwemmen des Myzels
verwendet wurde. Dabei wurde die Nihrisung, welche
als Substrat fiir das Impfmyzel gedient hatte, abge-
gossen und die Myzeldecke zur Entfernung des Restes
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[EXPERIENTIA VoL.V1I/6]

Tabelle I
Impfung mit Agarstiickmyzel Impfung mit Myzelsuspension
Zeit - Tage Myzeltrockengewicht ru Zeit — Tage Myzeltrockengewicht -
mg mg
M P) M| s M F) M D)
Cenacoccum graniformet
i2 3,8 1,8 4,99 ALY 20 6,1 0,4 4,85 0,05
19 13,7 5,5 4,41 0,21 24 18,6 2,3 4,33 0,05
4 52,3 9,1 3,76 0,13 30 50,7 3.5 3,63 0,10
30 111,8 14,7 3,02 0,11 35 124,0 7,7 2,75 0,01
36 179,0 2,3 2,93 0,02 39 195,7 - 2,78 -
Mycelium Radicis atyovivens®
10 6,5 4,2 4,68 0,20 13 14,8 2,0 4,43 0,04
18 79.2 3,0 3,88 3,66 15 34,4 1,5 3,94 0,06
26 117,8 38,6 5,97 1,63 19 74,9 4,6 3,27 0,03
34 83,0 0,3 7,51 0,01 21 91,6 4,5 3,70 0,48
42 74,7 0,1 7,56 0,03 26 87,6 0,7 7,03 0,04
29 85,2 0,4 7,31 0,00

Y Cenococoum graniforme: Anfangs-py = 5,28. * Mycelium Radicis atrovirens: Anfangs-py = 5,14. Anzahl Parallelen = 3.

des alten Substrates zwei- bis dreimal mit sterilem
destilliertem Wasser geschiittelt, bevor die Behandlung
mit Glaskugeln in der Schiittelmaschine stattfand.

Bei gewissen Pilzen gestattet die Beschaffenheit des
auf synthetischer Nihrldsung geziichteten Myzels, daf3
ein geniigendes Zerteilen und Aufschwemmen durch
kriftiges Schiitteln ohne Verwendung von Glaskugeln
zustande gebracht werden kann.

‘Wenn nétig kénnen die in der Suspension vorhandenen
Myzelfragmente beziehungsweise Hyphen durch witder-
holtes Aufschwemmen in destilliertem Wasser oder
physiologischer Salzlésung und Zentrifugieren untér
sterilen Bedingungen gewaschen werden.

Von den Versuchen, bei welchen Impfung mit Myzel-
suspensionen zur Anwendung kam, seien hier einige mit
Cenococcum graniforme (Sow.) FERD. et WinGe, My-
celium Radicis atrovivens MELIN, Paxillus Prumg_Zus
(Scop. ex FRr.), Tricholoma pessundatum (Fr.),.Tri-
choloma flavobrunneum (Fr. ex PERs.) und Boletus

Grevillei KLotzscH (Bolelus elegans Fr.) niher erwihnt.
Cenococcum graniforme und Mycelium Radicis atrovivens
wurden auf den von MeLIN und MikorLA! bzw. MELIN
und Norkrans? fiir diese Pilze vorgeschlagenen Sub-
straten mit Diammoniumtartrat als Stickstoffquelle ge-
ziichtet. Fiir die iibrigen Pilze wurde die von MELIN und
Mixora?l beschriebene Nahrlosung insofern modifiziert,
daf3 sie nur 10,0 g Glukose und 0,5 g KH,PO, pro 1600 ml
enthielt. Als KulturgefiBe dienten Erlenmeyerkolben.
aus Jena-Geriteglas 20 von 100 ml Fassungsvermégen,
wobei jeder Kulturkolben 20 ml des betreffenden Sub-
strats enthielt. Die Bebriitung erfolgte bei 25°C. Die
geernteten Myzelien wurden mit destilliertem Wasser
gewaschen und im Trockenschrank bei 100° C getrocknet.
In den Tabellen I-III bezeichnet M das arithmetische
Mittel der Myzeltrockengewichte bzw. py-Werte und 4
die mittlere Abweichung der Einzelgré8en vom Mittel.

1 E. MeLIN und P. Mixora, Physiologia Plantarum 1, 109 (1948).
2 E. MeLv und B. NoRKRANS, Svensk. Bot.Tidskr.36,271 (1942).

Tabelle IT
Myzeltrockengewicht » Myzeltrockengewicht »
Zeit - Tage mg H Zeit — Tage mg H
M § M /] M J M o
Paxillus Prunulus “Tricholoma flavobrunnewm
10 4,2 1,0 5,04 0,14 7 0,7 0,3 5,38 0,04
12 6,4 1,1 4,67 0,00 13 5.5 1,1 4,84 0,06
17 16,9 7.1 4,36 0,08 19 16,5 0,4 4,32 0,01
22 108,5 2,8 2,68 0,10 23 21,1 3,6 4,19 0,16
28 112,7 31 2,72 0,04 30 36,6 1,0 3,83 0,03
34 115,6 0,6 2,73 0,02 35 . 35,8 3,2 3,75 0,08
Tricholoma pessundatum Boletus Grevillei
10 0,6 0,1 5,32 0,07 9 - 94 0,3 4,64 0,03
17 4,7 1,0 4,74 0,08 12 32,1 2,0 3,77 0,04
22 9,0 0,5 4,44 0,08 15 46,8 16,2 3,38 0,38
28 12,0 1,2 4,07 0,05 19 62,8 1,0 -2,86 0,06
34 16,8 0,7 3,92 0,04 27 50,6 2,1 3,48 0,09

Anfangs-fyy = 5,85. Anzahl Parallelen = 3.
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Tabelle 11T

Cenococcum graniforme® Mycelium Radicis atrovirens®
Impfmenge pro Kolb . .
(;;lgzd trogc ksﬂ:ubszanir; Myzeltrockengewicht - Myzeltrockengewicht -
meg mg mg
M 8 M é M é M )
6x 102 186,8 0,4 2,72 0,02 80,4 0,1 7,33 0,05
6x10-3 193,35 0,4 2,63 0,01 83,9 0,1 6,35 0,29
6x104 724 8,2 3,33 6,28 76,8 6,0 4,97 1,41
6x10-3 48,2 - 3,49 - 0,0 - - -
6x10~°8 0,0 - - - 0,0 - - -

1 Cenococcum graniforme: Anfangs-py = 5,28, Versuchszeit = 55 Tage.
2 Myoelium Radicis atrovirens: Anfangs-py = 5,14, Versuchszeit = 34 Tage. Anzahl Paralielen = 2,

Die Tabellen zeigen, daB eine nach der oben erwdhnten
Methode hergestellte Myzelsuspension zu Wachstum
befihigt ist, und zwar verliuft das Wachstum grund-
sitzlich in der gleichen Weise wie bei Impfung mit
Agarstiickmyzel. Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB bei
Cenococcum graniforme und Mycelium Radicis atrovivens
die Hschstausbeute an Myzeltrockensubstanz, welche in
den mit Myzelsuspension geimpiten Kulturen erreicht
wird, von der gleichen Gréenordnung wie diejenige in
den mit Agarstiickmyzel beimpften Xulturen ist.
Ferner sei erwihnt, da3 die Versuchsergebnisse darauf
hindeuten, daB3 die bei der Impfung mit angemessenen
Mengen der betreffenden Hyphensuspensionen auf-
tretende Streuung der Myzeltrockengewichte und der
Py -Werte ebenso gro3 wie oder kleiner als die Strenung
ist, welche bei der Verwendung von Agarstiickmyzel
erhalten wird.

Auch bei den iibrigen Pilzen (siche Tabelle II) werden
mit Myzelsuspensionen als Impfmaterial Trocken-
substanzmengen erreicht, die von derselben GréBen-
ordnung wie die Mengen sind, welche bei der Impfung
mit Agarstiickmyzel festgestellt wurden (vgl. MELIN und
LINDEBERGY, MELIN und NymanN? sowie MELIN und
NORKRANS?),

Aus Tabelle I1I geht hervor, daBl bei gewissen Pilzen
auBerordentlich kleine Mengen aufgeschwemmter Myzel-
fragmente und Hyphen ausreichen, um in synthetischen
Nahriosungen normales Wachstum sicherzustellen. Die
Verwendung zu kleiner Impfmengen fiihrt unter Um-
stinden zum Auftreten einer zu grofien Streuung der in
den Parallelkulturen feststellbaren Myzeltrockenge-~
wichte und py-Werte.

Versuche iiber die Verwendbarkeit der Myzelsuspen-
sionen als Impfmaterial wurden ferner durchgefiihrt mit
Boletus granulatus L. ex Fr., Marasmius foetidus (Sow.
ex Fr.) Fr., Marasmius putillus (Fr. ex FR.) Fr., Maras-
mius scorodonius (Fr.) Fr., Armillavia mellea (M. Vann
ex Fr.), Collybia butyracea (BurL. ex Fr.), Pholiota
mutabilis (ScHAEFF. ex FR.), Polyporus borealis FRr.,
Trametes gibbosa (PERs. ex Fr.) Fr. usw. Dabei kamen
synthetische Nihrlosungen, Malzextraktidsungen und
Streumaterialien, wie Lirchen- und Weifitannennadeln
sowie Ahorn-, Birken-, Buchen-, Edelkastanien- und
Eichenlaub, zur Verwendung als Substrate. In allen
Fiallen hat sich die Impfung mit Myzelsuspensionen
bewihrt. Diese Methode wird jetzt bei den im hiesigen
Institut laufenden Untersuchungen iiber die Physiologie
der mykorrhizabildenden und streuzersetzenden Pilze
routineméBig verwendet,

1 E. Msuix und G. LINDEBERG, Bot Not. {Lund}, 241 {1939).
2 E. MeLin und B. Nymax, Arch. Mikrobiol. 72, 318 {1940).
% E, MeLix und B. Norkrans, Svensk Bot. Tidskr, 36, 271 {194%) .

Die verwendeten Stiimme von Cenococcum graniforme, Mycelium
Radicis atrovirens, Paxillus Prunulus, Boletus Grevillei, Tricholoma
flavobrunneum und Tricholoma pessundatum verdanken wir Herrn
Prof. Dr. E. MeLin, Institut fiir physiologische Botanik, Uppsala.
Die Stimme von Collybia butyracea und den Marasmius-Arten
haben wir vom «Centralburean voor Schimmelcultures», Baarn, er-
halten. Ubrige Pilzstamme haben wir selbst durch Gewebekulturen
isoliert. :

Die Untersuchungen werden aus dem Fonds zur Férderung der
Wald- und Holzforschung sowie vom Eidgendssischen Institut fiir
das forstliche Versuchswesen {Direktor, Prof. Dr. H. BurGer) unter-
stitzt.

Summary

In investigations on fungi incapable of producing
spores, conidia, or oidia under laboratory conditions the
liquid media used for growth experiments are, according
to the ordinary techuique, inoculated with mycelium bits
cut from colonies of the fungi grown on solid agar media
intubes or Petri dishes. The difficulties anddisadvantages
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 pipetted into a sterile flask
and diluted to the propervolume. The suspendedparticles
may bewashed by sedimenting in a centrifuge, resuspend-
ing in distilled water or salt solution, and recentrifuging
under sterile conditions.

Of course themethod may bemodified indifferentways.

The new method is now used on a routine scale in this
institute in investigations on mycorrhiza-forming and
litter-decomposing fungi.

OECOLOGICA

Un Inventaire de la Faune marine de Roscoff

C'est en 1872 que H. DE Lacaze-DuTHIERS fonda, de
fagon bien modeste, dans un petit port des cOtes bre-
tonnes de la Manche, ce qui est devenu aujourd’hui la
puissante Station biologique de Roscoff. On peut donc
s’étonner qu’en 80 ans, ou presque, ce laboratoire mari-
time n’ait jamais publié une liste méthodique d'animaux,
comparable & celle de Naples, de Plymouth, de l'ile de
Man et d’autres stations encore. Mais c¢’est que, pendant
trés longtemps, le laboratoire de Roscoff, dépendance de
la Faculté des Sciences de Paris, n’a eu qu’un personnel



