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Uber eine neue Kulturmethode fiir Mikroorganismen®.

Von GEORG SORGEL.

Mit 3 Abbildungen.

Das Kultivieren und Beobachten von Mikroorganis-
men in Reinkulturen wird in der Regel, von Spezial-
kulturen abgesehen, entweder in flissigen oder auf
festen Nihrboden vorgenommen. Die grofien Vorteile,
die eine Verfestigung der Nihrlgsung durch Agar mit
sich bringt, haben diesen seit seiner Einfithrung in die
Nihrbodentechnik durch KocH zu einem unersetz-
lichen Mittel bei der Untersuchung niederer Pflanzen
gemacht. Auch andere Hydrogele wie Gelatine, Kie-
selsduregallerte, Carrageen usw. dienten vielfach dem-
selben Zweck, jedoch konnten sie den Agar wegen
seiner universelleren Verwendungsméglichkeit keines-
‘wegs verdriangen. Es hat deshalb auch nicht-an Ver-
suchen gefehlt, den immerhin ziemlich kostbaren Agar
durch agarihnlichere Produkte, als es die eben genann-
ten Stoffe sind, wenn méglich aus einheimischen Algen
zu ersetzen.

Eine andere Ersatzmoglichkeit sollte urspriinglich
auch die hier zu beschreibende neuartige Kulturme-
thode darstellen, die es gestattet, einen Mikroorganis-
mus in einer Nihrlosung, jedoch gleichzeitig auf festem
Substrat zu kultivieren. Nach nunmehr dreijihriger
Anwendung dieser Methode kann von einem Ersatz
nicht mehr die Rede sein, sondern es stellte sich her-
aus, daB sie fiir manche Untersuchungen den tiblichen
Methoden in verschiedener Hinsicht iiberlegen ist.
Nicht nur Pilze, fiir die diese Art der Kultur vor allen
Dingen verwendet wurde, lieBen sich mit bestem Erfolg
kultivieren, sondern es gelang auch, Myxomyceten,
Cyanophyceen und Chlorophyceen (z. B. Vaucheria)
zu guter Entwicklung zu bringen. Wegen der vielsei-
tigen Verwendbarkeit dieser Methode soll sie hier naher
beschrieben werden ; dabei sei aber betont, daB fiir ge-
wisse Spezialfille der Agar immer unentbehrlich blei-
ben wird.

Bei dieser Methode wird der betreffende Organis-
mus zwar auch auf einer festen Oberfldche, ndmlich auf
Filtrierpapier, kultiviert, jedoch verwendet man als
eigentliches Nihrsubstrat grundsitzlich einen fliissi-
gen Nahrboden. Wie aus der schematischen Zeichnung
(Abb. 1) ersichtlich ist, bedeckt dieses Filtrierpapier
eine mit Nahrlosung gefiillte Schale. Das Papier dient
dem Pilz als ,, Trigersubstanz’’. Um dem Organismus
die notwendigen Nihrstoffe gleichmédBig zuganglich zu
machen, ist es erforderlich, daf3 Papier und Fliissigkeit
tiberall in inniger Beriihrung sind. Bei der Kultur ge-
wisser niederer Pilze wurde zwar auch schon Filtrier-
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papier verwendet, jedoch in vollig anderer Weise. Es
diente dabei als Zellulosendhrsubstrat. '
Fiir sehr viele Pilze erwies sich folgende Form der
Kultur als vorteilhaft: Die eigentliche Kulturschale
mit dem fliissigen Ndhrmedium und dem Filtrierpapier
steht zum Schutz gegen Infektionen in einer gréBeren
sterilen Schale. Im allgemeinen werden dazu Schalen
mit einem Durchmesser von 14 cm und einer Héhe von
2 cm verwendet. Fir die kleineren Kulturschalen las-
sen sich je nach dem Objekt und den geplanten Unter-
suchungen verschiedene GroBen verwenden. Bei einem
Kulturschalendurchmesser von 5,5 cm mull das Fil-
trierpapier mindestens einen Durchmesser von 8 cm

1. Schale
3. fliissiges Nahrmedium,

Abb. 1. Schematische Darstellung der neuen Kulturmethode.
von 14cm (F, 2. eigentliche Kulturschale,
4. Filtrierpapier.

haben, damit es geniigend Halt auf der Schale findet."
Kulturschalen mit einem geschliffenen Rand sind be-
sonders geeignet, da auf ihnen das Papier sehr gut
haftet.

Das Sterilisieren geschieht wie folgt: Die grofen
Schalen mit den darin befindlichen kleinen Kultur-
schalen werden in der iiblichen Art und Weiseim Trok-
kenschrank hohen Temperaturen ausgesetzt. Getrennt
davon werden im Dampftopf bzw. Autoklaven die Fil-
trierpapierblitter keimfrei gemacht, die zu 10—15
Stiick in Petrischalen — gut in Pergamentpapier ein-
gewickelt — hinreichend vor eindringendem Dampi
geschiitzt sind. Ein Sterilisieren des Papiers im Trok-
kenschrank empfiehlt sich nicht, weil infolge gewisser
Verdnderungen im Papier durch die Einwirkung hoher
Temperaturen dieses u. a. nicht mehr soleicht wie vor-
her die Flissigkeit annimmt.

Das Einfiillen der Nahrlésung darf nicht geschehen
solange die Fliissigkeit noch heiB ist, sondern erst nach
geniigender Abkithlung, indem die Flissigkeit unter
den bekannten mikrobiologischen Kautelen bei vor-
sichtigem geringen Offnen der groBen Schale in das
Kulturschilchen gegossen wird. Es ist dabei unbedingt
zu beachten, daf3 die Schalen bis an den Rand gefillt
werden, sofern man nicht vorzieht, mit vorher abge-
messenen Mengen zu arbeiten, die je fiir eine Schale
reichend getrennt in kleinen Kolben sterilisiert werden.
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Ein geringes Uberlaufen ist ohne Belang. Volumenun-
terschiede in den Kulturschilchen kénnen durch Glas-
perlen ausgeglichen werden. Aus der daneben stehen-
den Petrischale mit dem sterilisierten Filtrierpapier
entnimmt man mit einer durch Abflammen steril ge-
machten Pinzette das Blattchen und legt es vorsichtig
auf das gefiillte Schilchen. Wichtig ist, daB Luftbla-
senbildung vermieden wird, weil an Stellen fehlender
Bertihrung von Papier und Fliissigkeit das Wachstum
beeintriachtigt werden wiirde.

Das Beimpfen kann in der gewohnten Art und Weise

vorgenommen werden. Es ist zweckmaBig, vor dem
Sterilisieren den Mittelpunkt auf dem 'Papier zu
kennzeichnen, was anfinglich durch leichtes Ein-
ritzen mit einem spitzen Gegenstand geschah. Versuche
ergaben, dafl Striche aus Graphit keine nachteilige
Wirkung auf die Entwicklung der untersuchten Pilze
hatten; man kann daber die Mitte ohne Bedenken
durch einen kleinen Bleistiftkreis von 4 mm Durch-
messer markieren.

Fiir die Untersuchung iiber die Bildung von Fort-
pflanzungsorganen unter verschiedenen Erndhrungs-
und AuBenbedingungen sind Agar-, noch mehr Fliis-
sigkeitskulturen ungeeignet, weil man darauf ihre Ent-
stehung nicht laufend verfolgen kann. Die neue Kul-
turmethode mit dem Filtrierpapier als Trigersubstanz
fiir den Pilz erwies sich als besonders giinstig, da ein ge-
eignetes Muster auf dem Filtrierpapierblatt ermdglicht,
die Lage eines jeden neu gebildeten Organes einwand-
frei zu bestimmen. Das Papier mu8 natiirlich vor dem
Sterilisieren mit dem Muster versehen werden. Vor-
aussetzung fiir solche Untersuchungen ist, dal3 der be-
treffende Pilz seine Fortpflanzungsorgane nur auf der
Oberiliche des Papiers bildet. Das trifft aber fiir eine
sehr groBe Zahl von Pilzen, besonders fiir viele As-

Abb. 2. Aufsicht auf eine gedffnete Kultur von Stagonospora bufonia
Bresad. mit zahlreichen Pyknidien.

comyceten und Fungi imperfecti zu. Abb. 2 bringt
eine gut entwickelte Kultur eines Pilzes mit Pyknidien-
bildung zur Darstellung. -

Bei vielen Pilzen hilt die Entwicklung des Myzels
auf der Oberflache des Papiers bei geniigendem Nzhr-
stoffgehalt des Substrates Schritt mit einer Ausbrei-
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tung in der Nahrlgsung. Abb. 3 bringt ein Beispiel fiir
die Form des Myzels, welches viele Pilze unter der Ober-
fliche annehmen kénnen. Meist haftet es von der Impf-
stelle ausgehend dem Filterpapier von unten in Form
einer Halbkugel an; erst dann, wenn die Hyphen den
Boden der Kulturschale erreicht haben, breitet sich

Abb. 3. Seltenansmht der inneren Kulturschale mit Oberflichen-
und Submersmyzel.

das Myzel auch seitlich aus. Nimmt man tiefere Kul-
turschalen, so bestimmt das Oberflichenmyzel fiir
lingere Zeit fast immer den Radius des Submers-
myzels. '

‘Verunreinigungen durch Fremdinfektionen waren
weit seltener zu beobachten alsin gleichzeitig angesetz-
ten Agarkulturen. Der Ursache fiir diese immer wieder
beobachtete Tatsache wurde bisher nicht nachge-
gangen.

Das Binokularmikroskop gestattet eine genauere
Betrachtung bei ziemlich starker VergréBerung; selbst
eine Betrachtung unter einem gewéhnlichen Mikroskop
ist bel mittlerer VergréBerung durchaus méglich.

Es ist jedoch in jedem Falle vorzuziehen, eine Beob-
achtung bei geschlossener Schale vorzunehmen, da ein
Ofinen der Schale eine ungiinstige Anderung des,,Scha-
lenklimas*' zur Folge haben wiirde. Die bei gedffneter
Schale schneller vor sich gehende Verdunstung wiirde
auBerdem bald eine Anderung in der Konzentration
der Nihrlésung nach sich ziehen. Ein Eindellen des
Papiers, verbunden mit Luftblasenbildung, wiirde sté-
rend in die Entwicklung eingreifen und zudem die Be-
obachtung erschweren. Falls der Deckel durch Be-
schlagen mit Feuchtigkeit eine gute Durchsicht ver-
hindern sollte, 148t sich dieser leicht durch einen an-
deren sterilen Deckel wiahrend der Dauer der Beob-
achtung ersetzen.

Die Bildung von Fortpf]anzungsorganen war inallen
untersuchten Fillen bei dieser Kulturmethode leb-
hafter als bei entsprechenden Agarkulturen. Ob dafiir
bestimmte Stoffe im Papier oder die Zellulose an sich
verantwortlich zu machen sind, lieB sich noch nicht
einwand{rei entscheiden; wir haben aber Anhaltspunk-
te dafiir, daB das verwendete Papier eine Rolle spielt.

Das Myzel ist innig mit dem Papier verflochten und
haftet aus diesem Grunde sehr fest daran, sodaf es ohne
Schwierigkeiten méglich ist, das Myzel verlustlos ab-
zuspiilen, zu trocknen und zu wiegen.

Diese Tatsache 1aBt sich auch sehr gut ausnutzen,
um eine Kultur als Ganzes von einer Nihrlésung un-
mittelbar in eine andere Nahrlésung zu iibertragen,
ohne dabei irgend welche Hyphen zu beschddigen oder
gar zu verlieren. Diese Umpflanztechnik eréfinet fiir
die Mikrobiologie ganz neue Moglichkeiten.

Ein anderer Vorteil von nicht unerheblicher Bedeu- -
tung ist, daB das Filtrierpapierblatt mit Myzel und
Fortpflanzungsorganen getrocknet und aufbewahrt

21%



324

werden kann. Dadurch ist es moglich, jede beliebige
Kultur in jedem gewiinschten Entwicklungszustand
fiir dauernd aufzuheben, und man ist so in die Lage ver-
setzt, sich von seinen Versuchen ein ,,nattirliches* Pro-
tokoll anzulegen, wihrend bisher sowohl bei Unter-
suchungen in flassigen als auf festen Ndhrmedien die
Kulturen in ihrer urspriinglichen Form nach Beendi-
gung eines Versuches fiir immer verloren waren. Nimmt
man das Trocknen mit einiger Sorgfalt vor — es mulf}
verhaltnismiBig schnell vor sich gehen —, so behalten
die Fortpflanzungsorgane, auf deren guten Erhaltungs-
zustand es ja besonders ankommt, ihre Struktur bei.
Das Trocknen geschieht am besten auf Glasplatten,
damit das Papier nicht wellig wird, wodurch ein ein-
wandfreies Auftheben in Frage gestellt sein wiirde. Mit
einem geeigneten feinen Messer 148t sich die getrock-
nete Kultur gut vom Glas abldsen, gegebenenfalls unter
geringem Befeuchten mit abermaligem vorsichtigen
Trocknen. Diese ,lebenden Protokolle kénnen in
Pergamenttiiten geordnet aufbewahrt werden. ‘
Mit Hilfe dieses Verfahrens, die Myzelien zu trock-
nen, bereitet es auch keine Schwierigkeiten mehr, sich
von Vertretern der verschiedensten systematischen
Zugehorigkeit ein Herbar aus Reinkulturen anzulegen.
Es kommen hierfiir vor allem die niederen Pilze, viele
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Ascomyceten, die Ustilaginales und die meisten Fungi
imperfectiin Frage. Um die Pilze wie Herbarmaterial
untersuchen zu kénnen, feuchtet man sie am besten
etwas an.

Nicht unerwdhnt soll bleiben, dal mit Hilfe dieser-
Methode unschwer gréBere Mengen von Sporen z.B.
fiir Infektionsversuche herangezogen werden kénnen,
ohne dabei auf Agarkulturen angewiesen zu sein. Die
Sporen lassen sich durch Schiitteln in einer Fliissigkeit
leicht von der Papieroberfliche ablosen. Etwaige Pa-
pierreste kann man nachtriglich leicht entfernen. Bei
geeigneter Verpackung ist es sogar mdglich, viele
solcher Papiere in nicht allzu feuchtem Zustand
tibereinander geschichtet zu versenden, damit an einem
anderen Orte daraus eine Sporenaufschwemmung be-
reitet werden kann. ~

Vielleicht ist es auch méglich, mit Hilfe dieser Me- -
thode sterile Gewebekulturen hoherer Pflanzen durch-
zufiihren.

Mit der hier beschriebenen Kulturmethode war es
moglich, eine Reihe mykologischer Fragen, welche mit
den bisherigen Methoden nur sehr schwer oder gar nicht
angreifbar waren, zu klidren. Uber diese Untersuchun-
gen wird in einer Folge von Arbeiten noch berichtet
werden.

(Aus dem Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung der Justus-Liesic-Hochschule in GieBen,
Direktor Professor Dr. E. v. BoGUSLAWSXKI.) :

Untersuchungen iiber die Eignung von Neuziichtungen
fiir den Stoppelfruchtbau.

Von E. V. BOGUSLAWSKI
unter Mitwirkung von A, VOMEL.

Mit 17 Textabbildungen.

Die Ausweitung der Feldfuttererzeugung auf dem
Wege des Zwischenfruchtbaues hingt wesentlich von
der noch méglichen Férderung des Stoppelfrucht-
futterbaues ab, zumal fiir den mit gréBerer Ertrags-
sicherheit verbundenen Winterzwischenfruchtbau vor-
nehmlich aus Fruchtfolgegriinden gewisse Grenzen ge-
setzt sind und der Anbau von Untersaaten auf vielen
Standorten ebenfalls nur begrenzt moglich ist. Wenn
REEINWALD (12) fiir einen Teil Ostdeutschlands auf
Grund von Untersuchungen in der Praxis zuo dem
Ergebnis kommt, daf die mit dem Stoppelfruchtbau
erzielten Ertrige oft iiberschdtzt werden, so kdnnen
hierfiir zahlreiche-Ursachen angefiihrt werden. Neben
Fragen der Bodenbearbeitung und der Herstellung des
richtigen Saatbettes, wie sie von BARr (1) ebenso wie
von TIEMANN (13) und auch von KONERAMP (8) unter-
sucht wurden, kommt der Auswahl der im Einzelfall
zweckmaBigsten Pflanzenart bzw. Sorte eine besondere
Bedeutung zu. Dem Wesen des Stoppelfruchtbaues
entsprechend héngt die Wahl der Pflanzenart stark
von der nach der Aberntung einer Hauptfrucht noch
zur Verfiigung stehenden Vegetationszeit und den son-
stigen von ibr hinterlassenen Wachstumsbedingungen
ab. So ist es erklarlich, daB Aufgang und Entwick-
lung sowie Massenbildung der Stoppelfriichte erheb-
lichen Schwankungen unterliegen und noch mehr als
die Hauptfriichte von der jeweiligen Witterung be-
einfluBt werden. Daher miissen die in Frage kommen-

den Pflanzenarten eine sehr verschiedene Eignung als
Stoppeliriichte zeigen. Obwohl sich die Stoppelfriichte
beziiglich desWasserhayshaltes und der zeitméiBigen In-
anspruchnahme der Anbaufliche besser in die Frucht-
folge eingliedern als die Winterzwischenfriichte, was
von uns (2) fiir die Stoppelfriichte und von TIEMANN
{13) ebenso wie von KONERAMP (8) filr die Winter-
zwischenfriichte nachgewiesen werden konnte, hingen
die Stoppelfriichte in Aufgang und Ausnutzung der
noch giinstigen Spitsommertemperaturen sehr vom
Wasserhaushalt des Standortes ab. So erklart es sich,
daB einzelne urspriinglich aus dem Hauptiruchtbau
iibernommene Pflanzenarten vielerorts versagen, und
von den verschiedensten Autoren Versuche zur Ein-
fiihrung neuer Stoppelfruchtpflanzen durchgefithrt
wurden. Fiir Schlesien verdanken wir TIEMANN (13)
sowie TrEMANN und KAMPFFER (14) vielseitige An-
regungen und Untersuchungen, in welchen zahlreiche
Variationen von Leguminosengemengen unter Hinzu-.

" ziehung von Mais, Sonnenblumen, Hirsearten, Lu-

pinen, Raps u.a. hervorgehoben und daneben auch
WeiBer Senf, Ackerspérgel, Buchweizen und Phacelia
genannt werden. Fir Norddeutschland bzw. Schles-
wig-Holstein hat KGENLEIN (6, 7) zahlreiche und viel-
jahrige Untersuchungen durchgefiihrt, nach welchen
neben den hier sehr leistungsfihigen Gemengen und
den Stoppelriiben als frithe Stoppelfriichte Sommer-
raps und Phacelia besondere Beachtung verdienen.



