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Zichterische Arbeiten an ,59 ¢, einem Champignonstamm
mit neuer Fruchtkérperform

IL. Cytologische Untersuchungen
GERDA FRITSCHE

Forschungsvorhaben Champignon des Max-Planck-Institutes fiir Zéichtungsforschung Kéln,
Ahrensburg/Holst. (BRD)

Breeding Experiments with Strain 59 c, a Strain of Mushrooms having a New Type of Fruiting Body

II. Cytological Investigations

Summary. 1. Cytological examinations of mycelia of strains 59b and 59c were made in order to determine whether
the nuclei in the mycelia of strains 59b and 59c¢ differ in number and size. Cultures of strain 59¢, which form large,
massive fruiting bodies, degenerate easily into the low-yielding puffball-like ancestral form 59b when the mycelium is
propagated by transfer.

2. Strain 59c has been propagated by several methods (tissue cultures, cultures of pieces of hyphae, and direct
transfer of mycelia). For the 59c-type propagation culture ““SS 585, 1.V.”” was used a culture of pieces of hyphae.
New tissue cultures and the mycelium of a monospore culture which forms normal, white fruiting bodies, were examined

also.

3. The nuclei were stained by a slightly modified “HCL-Giemsa’ method.

4. Strain 59c showed a statistically significant increase in the number of nuclei when compared to strain 59b. The
latter strain showed the least variation as regards numbers of nuclei.

5. Strain 59c¢ furthermore showed a statistically significant increase in the size of nuclei when compared to strain
59b. Whereas most of the nuclei of strain 59¢ measured from 1.72—7.82, almost all of the nuclei of strain 59b fell

within the 0.15—3.93 size range.

6. The mycelium of new tissue cultures of fruiting bodies of type 59¢ was examined after different treatments. In
hyphal cultures we try to obtain cells without nuclei of strain 59b, the influence of the environment on the number of

nuclei is therefore of interest.

7. The number of nuclei increased with increasing temperature. The mycelia grown at 28 °C and at 24 °C had a sta-
tistically significant higher number of nuclei than the mycelia grown at 20 °C. No statistically significant differences

were found between the 24 °C and the 28 °C cultures.

8. Myecelia grown on wheat-agar showed a statistically significant decrease in the number of nuclei when compared

with mycelia grown on compost-agar.

A. Einleitung

Bei ,,59¢ handelt es sich um einen Champignon-
stamm, der in der Form der Fruchtkérper, im Ge-
schmack und in der Wachstumsrate des Mycels von
der fiir ,,Agaricus bisporus’ geltenden Norm ab-
weicht. Die Fruchtkérper besitzen weder einen Stiel
noch einen Hut noch Lamellen, sondern sind klum-
penformig. Sie konnen Gewichte von 1,8 kg errei-
chen. Der Geschmack ist intensiver und das Mycel-
wachstum langsamer als normal. Der erste Frucht-
koérper vom Typ 59¢ bildete sich spontan im Kultur-
beet von Stamm ,,59b*, der bovistférmige Frucht-
korper und deformierte Fruchtkdrperanlagen hervor-
bringt (Fritsche und v. Sengbusch, 1963). Die neue
Form blieb durch Plektenchymvermehrung (Gewe-
bekultur) erhalten. Durch weitere Vermehrungen
von Fruchtkérpern des Typs 59c¢ der ertragreichsten
Kulturbeete konnte eine erhebliche Steigerung des

Ertrages erreicht werden. Es zeigten sich jedoch bald
Degenerationserscheinungen, indem Fruchtkérper
sowie Fruchtkorperanlagen der ertragsarmen Vor-
form 59b sichtbar wurden und der Ertrag sank
(Fritsche, 1968).

Abb. 1 zeigt im Vordergrund eine Kiste, bei der
die Deckerde mit deformierten Fruchtkérperanlagen
vom Typ 59b bedeckt ist. Die Kiste dahinter trigt
Fruchtkérper vom Typ 59c.

Die cytologischen Untersuchungen sollten zeigen,
ob man schon an den Zellkernen Unterschiede zwi-
schen den beiden Typen 59b und 59c¢ erkennen kann.
Auffillige Unterschiede wiren von praktischem
Nutzen, denn man kénnte das Mycel auf , Art der
Kerne“ cytologisch iiberwachen. Das Mycel eines
normalen Stammes mit gleicher Fruchtkorperfarbe
wurde mit in die Untersuchungen einbezogen.
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Abb. 1. Vordere Kiste: Deformierte Fruchtkdérperanlagen vom
Typ 59b. Hintere Kiste: Klumpenférmige Fruchtkorper vom
Typ 59c. 1/2 qm Beetfliche je Kulturkiste

B. Vergleiche hinsichtlich der Zahl der Kerne

1. Methoden

Das Mycel wurde zunédchst auf Weizen-Agar kultiviert
(Rezept: 125 g Weizenkoérner werden mit 41 Aqua dest.
2 Std. lang gekocht. 24 Std. spiter wird die Nahrlésung
abgegossen, grob filtriert und mit 29, Agar-Agar ver-
dickt). Nach etwa 8—10 Tagen wurden, wie von Hoff-
mann (1964) beschrieben, an den Rand der Kulturen
Deckglaschen aufrecht in den Nahrboden gesteckt. Nach
etwa 8 Tagen war geniigend Mycel auf die Deckgliser
gewachsen, so dafl mit den Untersuchungen begonnen
werden konnte.

Fiir die Kernfiarbung wurde die HCl-Giemsa-Methode
angewendet, allerdings in etwas abgednderter Form, wie
von Stephan (1967) beschrieben.* In Anpassung an das
Objekt ,,Champignon‘‘ wurden von Gadkari noch weitere
geringfiigige Verdnderungen vorgenommen. Der Arbeits-
gang sah im einzelnen folgendermafBen aus:

a) Fixierung. Die Deckglischen mit dem Mycel wurden
2—3 Min. an der Luft getrocknet, damit die Hyphen
besser auf dem Glas hafteten. Die Priaparate kamen an-
schlieffend 15 Min. in Carnoysches Gemisch, danach fiir
5 Min. in 95%igen Alkohol und anschlieBend in 70%igen
Alkohol.

b) Hydrolyse und Farbung. Nach 40 Min. wurden die
Priparate aus dem Alkoholbad genommen, behutsam
in Aqua dest. gespiilt und in 1 N-HCI iiberfithrt. Nach-
dem die Praparate 5 Min. in diesem bei Zimmertempera-
tur gehaltenen Salzsdurebad gestanden hatten, kamen sie
fir 7 Min. in auf ca. 57 °C erwdrmtes 1 N-HCl. Danach
wurden sie in 4 Bddern Aqua dest. sorgfiltig gespiilt und
anschlieBend fiir 65 Min. ins Fiarbebad gestellt. Nach der
Entnahme aus dem Firbebad wurden die Priparate kurz
in Phosphatpuffer (pH 6,9) gespiilt. Bei der mikrosko-
pischen Untersuchung wurde das Deckglischen mit dem
Mycel in einen Tropfen Phosphatpuffer gelegt.

c) Herstellung der Giemsa-Stammlésung. 0,76 g Azur-
Eosin-Methylenblau (Merck 9203) wurden bei 60 °C in
25 ml Glycerin aufgelést. Nach der Abkiihlung wurde
79 ml 99,9%iger Alkohol zugesetzt. Die Losung wurde
filtriert und bei 43 °C aufbewahrt. Fiir das Fiarbebad
wurde die Stammlésung mit Phosphatpuffer (pH 6,9)
verdiinnt (25 Tropfen Farblésung auf 10 ml Puffer). Das
Farbebad wurde jedes Mal neu angesetzt.

* Herrn Dr. Stephan mochte ich sehr fiir die persén-
liche Beratung bei der Anwendung der Methode danken.
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Fiir die Untersuchungen wurde ein Standard-Univer-
sal-Mikroskop der Firma Zeifl benutzt.* Die Kerne wur-
den bei 800facher Vergroflerung beobachtet. Die Kern-
zihlungen wurden von zwei Personen (Friaulein Klinck-
mann und Herrn Gadkari) durchgefithrt, wobei darauf
geachtet wurde, daB jeder von jedem Stamm Material in
annihernd gleichem Umfang untersuchte.

2. Ergebnisse

Abb. 2 zeigt die Kerne von Hyphen aller drei
Stamme. 4385 ist eine eigene Einsporkultur mit
normalem weiBen Hut. SS 585, 1. V. ist eine Ver-
mehrung, die bisher viele Fruchtkérper vom Typ
59¢ und fast keine Anlagen vom Typ 59b gebracht
hatte (SS-Nr. = zweimalige Vermehrung iiber Hy-
phenstiicke frischer Gewebekulturen, Fritsche, im
Druck, 1. V. = 1. Vermehrung durch Mycelteilung).
DaB SS 585, 1. V. auf der Aufnahme besonders viele
runde Kerne zeigt, wihrend man bei 59b vorwiegend
lingliche Kerne sieht, ist zufillig. In allen Stimmen
kamen die verschiedensten Kernformen vor. Ver-
mutlich befinden sich die linglichen Kerne in der
Teilung.

Das Ergebnis der Kernzidhlungen veranschaulicht
die graphische Darstellung in Abb. 3. Die sechs je-
weils nebeneinander gezeichneten Siulen zeigen die
durchschnittliche Kernzahl von sechs nebeneinander
liegenden Zellen an. Die links auflen gelegene Sdule
steht dabei fiir die Spitzenzelle. Unter den Siulen
ist die Anzahl der iiberpriiften Zellen angegeben. Die
errechnete Streuung wird durch eine in die Mitte
jeder Siule eingezeichnete unterbrochene Linie ver-
anschaulicht. Es fillt auf, daB bei 59b die wenigsten
Kerne pro Zelle gezidhlt wurden. Auch die Streuung
ist bei 59b wesentlich geringer als bei den anderen
Stimmen. SS 585, 1. V. zeigte die hochsten Kern-
zahlen im Vergleich mit 4385 und 59b. Vom Typ
59c¢ wurden aber auBler SS 585, 1. V. auch zwei frisch
aus klumpenférmigen Fruchtkérpern gewonnene Ge-
webekulturen mit in die Untersuchung einbezogen
(G 738 Org. und G 739, Original). Da die Gewebe-
kulturvermehrung bei der Erhaltungsziichtung von
59¢ eine wichtige Rolle spielt, interessiert das Kern-
verhalten junger Gewebekulturen. Die vorliegenden
Kulturen wurden aus Fruchtkérpern derselben G-Nr.
gewonnen. Der fiir G 738 verwendete Pilz bildete
sich drei Wochen friiher als der fiir G 739 genutzte
und war 2,5mal so schwer wie dieser. Die Kiste, auf
die G 738 zuriickzufithren ist, brachte einen etwas
hoheren Ertrag als die Kiste, aus der die andere Ge-
webekultur stammt. Wéahrend G 738, Org. mehr
Kerne als SS 585, 1. V. aufwies, lag G 739, Org. in
der Kernzahl zwischen SS 585, 4. V. und 59b und
unterschied sich kaum von 4385. Nur die Streuung
war geringer.

75 Wiederholungen je Zelle wurden zur varianz-
analytischen Auswertung herangezogen. Da von den

* Herrn Professor Reimann-Philipp und Friulein Pohl
mochte ich vielmals dafiir danken, daB wir die Unter-
suchungen an diesem Mikroskop durchfithren durften.
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Abb. 2. Oben: Hyphe von 4385 (normaler Stamm mit weillem
Hut). Mitte: Hyphe von 59b (Stamm mit deformierten
Fruchtkorperanlagen und bovistformigen Fruchtkérpern).
Unten: Hyphen von SS 585, 1. V. (Stamm mit klumpenfor-
migen Fruchtkorpern vom Typ 59¢). 750X vergroBert)

beiden G-Nr. nicht geniigend Zahlenmaterial vorlag;
wurden sie nicht mit in die Berechnung einbezogen.
50b hatte gut gesichert weniger Kerne als der 59c-
Typ. Die Differenz zu ,,normal war jedoch nicht
statistisch gesichert. Dagegen war die Differenz
zwischen ,,normal” und ,,Typ 59 ¢’ statistisch ge-
sichert. Die Spitzenzellen hatten nicht gesichert
mehr Kerne als die Folgezellen, wie es bei anderen
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Abb. 3. Vergleich verschiedener Bruten hinsichtlich der An-

zahl der Kerne pro Zelle. Die 6 Siulen stehen jeweils von

links nach rechts fiir die Spitzenzelle und die anschlieBenden

5 Zellen einer Hyphe. Essind Durchschnittswerte von 34—159

Zellen, entsprechend den Angaben unter den Siulen. Die ge-

strichelten Linien in den Siulen kennzeichnen die Streuung
der Einzelwerte

Pilzen {festgestellt worden war (Hoffmann, 1964,
Stephan, 1969).

C. Vergleiche hinsichtlich der Grée der Kerne

1. Methoden

Die Kerne wurden mit einem Okular-Mikrometer von
ZeiB bei 1000facher VergroBerung (12,5 (Okular) x 40
(Objektiv) X 2 (Optovar)) gemessen. Dabei wurden zwei
Werte, Linge und Breite, notiert und in 4 umgerechnet.
Es mufite in Kauf genommen werden, dal die MeBwerte
wegen der geringen Kerngrofle naturgemi mit beacht-
lichen Ungenauigkeiten behaftet sind. Die Bestimmung
der Kernvolumina erfolgte nach der Ellipsoidformel
V = 4/3 m a b c. Da wir die Tiefe der Kerne nicht messen
kénnen, aber annehmen, daB3 sie der Breite entspricht,
setzten wir in der Formel b2 an Stelle von & X ¢. Bei a
und b handelt es sich um Halbachsen.

Die Kernmessungen wurden von denselben Personen
durchgefiihrt wie die Kernzdhlungen. Wieder wurde auf
gleichmiBige Verteilung des Materials geachtet und dar-
auf, daf von jedem Stamm MeBwerte mehrerer Tage vor-
lagen.

2. Ergebnisse

In Tab.1 sind die durchschnittlichen Kernvolu-
mina aufgefithrt. Bei der Messung wurde notiert,
welche Kerne in derselben Zelle lagen. Die in der
Tabelle unter 1. angegebenen Werte sind die Durch-
schnittswerte von 50 in verschiedenen Zellen liegen-
den Kernen, die zufillig als Erste gemessen wurden.
Die unter 2. angefithrten Werte beziehen sich auf die
als nichstes gemessenen Kerne derselben Zellen usw.
Die auf diese Weise ermittelten Durchschnittswerte
geben bereits einen Anhalt fiir die Streuung der
Einzelwerte. Es fillt auf, daB bei 59b die geringste
Abweichung der drei Durchschnittswerte vonein-
ander zu finden ist. Hinsichtlich der Zahl der Kerne
pro Zelle hatte dieser Stamm auch die geringste
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Tab. 1. Ubersicht diber die durchschnittlichen Volumina der Zellkerne verschiedeney Bruten

Brat % Volumina von x Statistisch gesicherte
je 50 Kernen in y3 aller Differenz zu:

150 Kerne  — n
Nr. Typ 1. 2. 3. 4385 59b SS 585, 1. V. Fri. G.
4385 normal 2,92 2,64 2,35 2,64 - +++ 000 +
59b 59b 1,65 1,64 1,63 1,64 000 — 000 0
55585, 1. V. 59¢ 3,97 4,26 4,46 4,23 +++ FF++F - +++
Fri. G. 59¢ 2,25 2,02 2,38 2,22 0 + 000 —
Volumina
mit p < 5,09, gesichert grofler = + kleiner = 0
mit p < 1,0% gut gesichert grofer = 4+ kleiner = 00
mit p < 0,1% sehr gut gesichert grofler = 4+ ++ kleiner = 000

Differenz nicht gesichert = K

Fri. G. = Frische Gewebekultur aus Fruchtkoérpern vom Typ 59¢

Streuung (Abb. 3). Die varianzanalytische Verrech-
nung der Kernvolumina ergab, daBl 59b die sta-
tistisch gesichert kleinsten Kerne hat (Tab. 1). Die
statistisch sehr gut gesichert groBten Kerne hat
SS 585, 1. V. Die frische Gewebekultur, die wie
S5 585, 1. V. dem Typ 59c zugeordnet ist, hat sehr
gut gesichert kleinere Kerne als diese. Es handelt
sich nicht um die Gewebekulturen, die bei den Kern-
zdhlungen verwendet wurden. Sie auch hier zu unter-
suchen war arbeitstechnisch nicht moglich. Wir
wollten mit ,,Frischen Gewebekulturen“ arbeiten,
aber Kernzihlungen und -messungen eines gré8eren
Materials beanspruchten lingere Zeit, zumal das von
einem anderen Institut geliehene Mikroskop uns nur
1—2mal wochentlich zur Verfilgung stand. Es
schien uns auch unwichtig, da es uns um das cyto-
logische Verhalten ,,Frischer Gewebekulturen aus
Pilzen vom Typ 59¢* im allgemeinen ging.

Einen Uberblick iiber die GroBenverteilung aller
der Tab.1 zu Grunde liegenden Kerne gibt Abb. 4,
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Abb. 4. Vergleich verschiedener Bruten hinsichtlich der GréBe
der Kerne. Es werden je Brut 150 Kerne angefithrt

Die Art der Darstellung entspricht der von Tscher-
mak-Woess und Hasitschka (1953) angewendeten.
Die beiden Autorinnen zogen allerdings nur Ruhe-
kerne und Kerne mit endomitotischer Teilungsstruk-
tur fiiyx die Zeichnung heran. Wie Abb. 4 veran-
schaulicht, waren die meisten Kerne des normalen
Stammes 4385 relativ klein. Sie lagen im Bereich
von 0,15—1,20 p3. Es kamen aber auch groBere
Kerne vor bis hin zu einer GréBe von 20, 70 p®. Daf
Stamm 59b im Durchschnitt gesichert kleinere Kerne
als 4385 hatte, ist offenbar darauf zuriickzufiihren,
daB das Mycel dieses Stammes praktisch nur Kerne
bis zu einer GréBe von 5,22 p? enthielt. Ein einziger
groBerer Kern von 9,18 p® kam noch vor. Bei SS 585,
1. V. lag die Mehrzahl der Kerne im Bereich von
1,72—3,42 p3. Weitere Anhidufungen der Werte gab
es bei 5,22 und 6,54 p3. Kleine Kerne kamen dagegen
nur vereinzelt vor; ebenso groSe Kerne. Die frischen
Gewebekulturen hatten wie SS 585, 1. V. sehr viele
Kerne von der GroBe 1,72 —2,86 p3. Es kamen jedoch
auch sehr viele kleine Kerne vor. Grofie Kerne waren
nur vereinzelt zu finden.

D. Vergleich det Kernzahlen von unterschiedlich
behandeltem Mycel frischer Gewebekulturen

Wie bereits erwdhnt, zeigten ertragreiche Gewebe-
kulturen von 59c¢ in der Regel nach einiger Zeit
Ertragsdepressionen. Die deformierten Fruchtkor-
peranlagen und bovistfdrmigen Fruchtkérper der er-
tragsarmen Vorform 59b wurden sichtbar. Offenbar
enthielt der Fruchtkdrper vom c¢-Typ, aus dem die
Gewebekultur geschnitten worden war, auch die Erb-
anlagen der ertragsarmen Vorform 59b, die sich all-
mihlich anreicherten. In der Hoffnung, diese Erb-
anlagen auszuschalten, schnitten wir deshalb unter
dem Pripariermikroskop kleine Hyphenstiicke fri-
scher Gewebekulturen ab und vermehrten sie ge-
trennt. Mit einem nur aus wenigen Zellen bestehen-
den Hyphenstiick erfaBt man naturgemiB viel we-
niger Kerne als bei normaler Abimpfung. Wir sahen
erhdhte Chancen, ein von den Allelen des Types 59b
freies Hyphenstiick zu isolieren. In diesem Zusam-
menhang ist auch die Kernzahl pro Zelle von In-
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teresse. Moglicherweise enthalten die Zellen unter be-
stimmten Umwelteinfliissen besonders wenig Kerne.

1. Verschiedene Nihrbéden

Tab. 2 gibt eine Ubersicht iiber die Kernzahlen,
die bei Kultur des Mycels auf zwei verschiedenen
Niahrboden erhalten wurden. AuBer Weizen-Agar,
dessen Rezept bereits angegeben wurde, kam Kom-
post-Agar zur Anwendung. Kompost-Agar eignet
sich seiner dunklen Farbe wegen gut zur Isolierung
von Hyphenstiicken. Die weilen Pilzfiden sind gut
unter dem Priapariermikroskop zu erkennen. Bei der
Herstellung des Kompost-Agars wurde folgender-
maflen vorgegangen. Pasteurisierter Pferdemistkom-
post wurde gefroren und im Allesmuser (Marke
»Wolf", Fa. Gebrtider Tigges) zerkleinert. 500 g des
grob zerkleinerten Kompostes wurden im gefrorenen
Zustand mit 21 Aqua. dest. im Starmix zerkleinert
und danach mit 1,59, pulverisiertem Agar-Agar ver-
festigt. Sterilisiert wurde an zwei aufeinanderfolgen-
den Tagen je 2 Stunden.

Tabelle 2. Ubersicht iiber die durchschwittlichen Kernzah-
len pro Zelle bei Kultur auf verschiedemen Ndahvboden.
Mycel einer frischen Gewebekuliuy eines 59 ¢ Fruchthorpers

; VKernza,hI von je 55 Zellen

1 = Spitzenzelle, z aller
Nahrboden 2— 5 = anschlieBende Zellen 275
Zellen
1 2 3 4 5
Weizen-Agar 4,27 3,82 3,87 3,91 3,82 3,04
4,46

Kompost-Agar 4,47 4,64 4,20 4,49 4,40

Zur Priifung kam das Mycel einer weiteren frischen
Gewebekultur aus einem klumpenférmigen Frucht-
korper (Typ 59c¢). Die Kernzdhlungen wurden an
vier Tagen durchgefiihrt, wieder von Fraulein Klinck-
mann und Herrn Gadkari. An jedem Tag wurde
Mycel beider Nihrbéden untersucht, und zwar von
jeder Behandlung etwa gleich viele Zellen.

Wie man aus Tabelle 2 entnehmen kann, hatte das
auf Kompost kultivierte Mycel im Durchschnitt
etwas mehr Kerne als das auf Weizen-Agar gezogene
Mycel. Das trifft fiir alle Durchschnittswerte zu. Die
Differenz ist statistisch gesichert. Die Spitzenzellen
haben nicht gesichert mehr Kerne als die Folgezellen.

G. Fritsche:
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2. Verschiedene Temperaturen

Fiir die Untersuchungen wurden die‘drei Tempera-
turbereiche 20 °C, 24 °C und 28 °C gewihlt. 24 °C wird
als optimale Temperatur des Mycelwachstums bei
Kultur in Pferdemistkompost angesehen (Steineck,
1970). Huhnke und v. Sengbusch stellten 1967 durch
Versuche in Wasserbiddern fest, dal das Mycel im
Till-Substrat bei 27 °C am schnellsten wichst.

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde eine
weitere frische Gewebekultur vom Typ 59c¢ ange-
setzt. Das Mycel wurde auf Kompost-Agar geimpft.
Die Kernzihlungen wurden an zwei Tagen durchge-
fiihrt. An jedem Tag wurde die Einwirkung aller
drei Temperaturen untersucht, wobei von jeder Be-
handlung die gleiche Anzahl Zellen erfa3t wurde.

Wie die in Tab. 3 aufgefithrten Durchschnittswerte
zeigen, nimmt die Zahl der Kerne mit Erh6hung der
Temperatur zu. Die Differenzen zwischen 20 und
24 °C sowie 20 und 28 °C sind statistisch gesichert,
wihrend die Differenz zwischen 24 und 28 °C nicht
gesichert ist. Statistisch gesicherte Differenzen der
Kernzahlen der einzelnen Zellen innerhalb eines
Temperaturbereiches gibt es nicht.

E. Diskussion der Ergebnisse und SchluBlfolge-
rungen

Eine der wichtigsten Fragen, die man sich bei der
ziichterischen Bearbeitung des Stammes 59c¢ stellen
muB, ist, ob es cytologische Unterschiede zwischen
den Mycelien von 59¢ und 59b gibt. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigten Unterschiede in Zahl und
GréBe der Kerne, wenn man ,,SS 585, 1.V.” als
typischen Vertreter von ,,59¢” ansieht. In Fort-
setzung der Arbeiten wire es gut, von weiteren
ertragreichen SS-Nr. sowie einigen stark in 59b
degenerierten SS-Nr. Kernmessungen oder Auszéh-
lungen zu machen und zu priifen, ob die in Abb. 4
bzw. 3 veranschaulichten Unterschiede auch hier ge-
funden werden. Im Falle eines positiven Ausganges
der Untersuchungen kdnnte man die cytologische
Uberwachung der Mycelvermehrungen des Stammes
59¢ einfithren. Dal} die frischen Gewebekulturen sich
nicht immer wie SS 585, 1.V. verhielten, spricht
nicht gegen die Niitzlichkeit einer solchen Myceliiber-
wachung. Wir muBten ofter feststellen, daB frische

Tab. 3. Ubersicht itber die durchschwittlichen Kernzahlen pro Zelle bei Kultuy unter verschiedenen Tempevatuven. Mycel
einer frischen Gewebekultur eines 59 c-Fruchtkorpers

Temperatur in °C # Kernzahlen von je 45 Zellen

1 = Spitzenzelle, 2— 5 anschlieBende Zellen

Statistisch gesicherte
Differenz zu:

__ xaller
schwanker}d _ 1 2 3 4 225 Zellen 20 °C 24 °C 28 °C
von ... bis x - -
16—23 20 4,49 4,53 4,49 4,42 4,64 4,51 — 00 00
22—26,5 24 502 5,13 5,27 4,91 5,04 5,07 ++ — K
28 5,02 4,96 5,21 4+ K -

5,69

27—-29

mit p < 1% gut gesichert mehr Kerne = + 4, weniger Kerne = 00

Differenz nicht gesichert = K
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Gewebekulturen bereits Anlagen vom Typ 59b zeig-
ten und wenig Ertrag brachten. In diesem Zusam-
menhang sind die Daten interessant, die sich auf die
beiden Gewebekulturen der Abb.3 beziehen. Die
in der Zahl der Kerne SS 585, 1. V. sogar tbertref-
fende G-Nr. stammt von einem Fruchtkorper ab, der
im Vergleich mit dem Fruchtkérper der anderen
G-Nr. groBer war, sich drei Wochen frither bildete
und aus einer ertragreicheren Kiste genommen wurde.

Bei Betrachtung der Abb. 4 dringt sich die Frage
auf, ob der 59¢-Typ polyploid ist, da er vorwiegend
groBere Kerne hat als 59b. Auch bei Pilzen gibt es
Beispiele dafiiy, da mit dem Polyploidiegrad das
Kernvolumen zunimmt (Sost, 1955, Franke, 1962,
u.a., nach Esser und Kuenen 1965). Eine Kklare
Antwort auf die Frage kann nicht gegeben werden,
zumal sich die Zeichnung vorwiegend auf ldnglich
geformte, also offenbar in der Teilung befindliche
Kerne, bezieht. Bei jedem Stamm waren von den
150 gemessenen Kernen auch einige rund. Bei der
Kleinheit der Kerne konnte jedoch nicht erkannt
werden, ob es sich um einen Ruhekern handelte oder
ob sich der Kern schon in der Teilung befand und
dadurch an GréBe zugenommen hatte. Von den
runden Kernen gab es fiinf GroBen (0,15/ 1,14/ 3,93/
9,18 und 18,12 ¢?). Am hiufigsten waren 1,14 ud
groBe Kerne vertreten. Bei 59b fehlte der groBite
Kern. Bei SS 585, 1. V. kam er zu 109, vor. Dafiir
fehlte hier der kleinste Kern, wihrend er bei 59b
149, ausmachte. Doch war die Gesamtzahl der run-
den Kerne sehr gering (10 bei SS 585, 1. V., 29 bei
59b).

In keiner Untersuchung wurden in den Spitzen-
zellen gesichert mehr Kerne als in den Folgezellen
gefunden, wie es von anderen Pilzen bekannt ist
(Hoffmann, 1964, Stephan, 1969). I'iir unsere Arbeit
bedeutet diese Feststellung, daB wir nicht Gefahr
laufen, beim Abschneiden von Hyphenspitzen beson-
ders kernreiche Zellen zu isolieren. Wir hatten teils
Hyphenspitzen abgetrennt, teils aus der Nihe des
aufgeimpften Gewebestiickes Hyphen mit einer Nadel
an den mycelfreien Rand iibertragen, und dort ein
Stiick von der Hyphe abgeschnitten. Bei der letzt-
genannten Methode ist evtl. die Chance gréB8er, mog-
lichst viele c-Kerne zu isolieren. Das Myecel ist erst
wenig gewachsen, d. h. es haben erst wenige Kern-
teilungen stattgefunden, so daBl die c-Kerne ver-
mutlich noch iiberwiegen. Wir nehmen an, daB das
Mycel der klumpen{érmigen Fruchtkorper vorwiegend
c-Kerne enthilt, da sonst der ¢-Typ nicht in Erschei-
nung getreten wire. Moglicherweise teilen sich die
Kerne vom Genotyp 59b hdufiger als die vom Geno-
typ 59c¢, so daB sie allm#hlich iiberwiegen. DaB sich
die Kerne des Kulturchampignons unabhingig von-
einander und von der Zellwandbildung teilen, ist
schon seit langerer Zeit bekannt (Kligman, 1943,
Sarazin, 1955, Evans, 1959).

Aus den Ergebnissen des Temperatur-Versuches
konnen wir den praktischen Schluf} ziehen, das Mycel
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zur Hyphenstiickisolierung bei 20 °C zu kultivieren,
da hier die wenigsten Kerne gefunden wurden. Bei
noch tieferen Temperaturen ist das Mycelwachstum
zu langsam. Die cytologischen Untersuchungen hat-
ten sich deshalb auf den Temperaturbereich von
20—28 °C beschrinkt.

Bei Kultur auf Weizen-Agar enthielt das Mycel
weniger Kerne als bei Kultur auf Kompost-Agar. Da
der Unterschied nur einen Kern auf zwei Zellen
betrug und sich die einzelnen Hyphen vom dunklen
Kompost-Agar viel besser abheben als von dem
hellen Weizen-Agar, werden wir dennoch weiterhin
den Kompost-Agar fiir die zur Hyphenstiickisolie-
rung bestimmten Kulturen benutzen.

F. Zusammenfassung

1. Durch die cytologischen Untersuchungen sollte
geklart werden, ob sich die Mycelien von 59b und
59¢ hinsichtlich Zahl und GréB3e der Zellkerne von-
einander unterscheiden. Die Kulturen von 59c¢, die
groBe, klumpenformige Fruchtkorper bilden, degene-
rieren nach Mycelvermehrung leicht in die bovist-
formige, ertragsarme Vorform 59b.

2. Von 59c¢ gibt es Vermehrungen verschiedener
Art (Gewebekulturen, Hyphenstiicke, Mycelteilun-
gen). Als Vertreter fiir den 59¢-Typ wurde die Ver-
mehrung ,,SS 585, 1. V. benutzt (Hyphenstiick).
Ferner wurden frische Gewebekulturen sowie das
Mycel einer Einsporkultur, die normale weile Frucht-
kérper bringt, untersucht.

3. Die Kerne wurden nach der etwas abgednderten
,, HCl-Giemsa-Methode** gefirbt.

4. 59c hatte gut gesichert mehr Kerne als 59b.
59b zeigte die geringste Streuung der Einzelwerte.

5. 59¢ hatte auch statistisch sehr gut gesichert
groBere Kerne als 50b. Wihrend bei 59¢ die Mehr-
zahl der Kerne im Gréfienbereich 1,72—7,82 ud lagen,
verteilten sich die Kerne von 59b fast nur auf den
Bereich zwischen 0,15 und 3,93 pd.

6. Das Mycel frischer Gewebekulturen aus Frucht-
kérpern vom 59¢-Typ wurde nach unterschiedlicher
Behandlung untersucht. Da die Hyphenstiickisolie-
rung den Sinn hat, wenig Kerne zu iibertragen, um
moglichst von 59b-Kernen freie Zellen zu gewinnen,
interessiert der EinfluB der Umwelt auf die Zahl der
Kerne.

7. Die Zahl der Kerne nahm mit der Temperatur
zu. Das bei 28° und 24 °C gewachsene Mycel hatte
gesichert mehr Kerne als das bei 20 °C kultivierte.
Zwischen 24 und 28 °C gab es keine gesicherten
Unterschiede.

8. Das auf Weizen-Agar herangezogene Mycel hatte
gesichert weniger Kerne als das auf Kompost-Agar
kultivierte.
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