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Im  Rahmen unserer Untersuchungen tiber die praktische Anwendung der Ergebnisse 
der Mykorrhizaforschung bei Aufforstungen in Gebirgslagen (MosER 1956) ergaben 
sich f~ir uns zwei haupts~ichliche Arbeitsrichtungen: 1. die kiinstliche Impfung yon 
Forstpflanzen mit Mykorrhizapilzen und 2. die Aktivierung allenfalls im Boden vor- 
handener aber ol°c inaktiver Mykorrhizapilze. 

Was die ki~nstliche Impfung betrifft, so kiSnnte eine solche mit Waldstreu erfolgen. 
Die Erfahrung aber, dab verschiedene Mykorrhizapilze eine physiologisch verschiedene 
Wirksamkeit gegen~iber dem Baumpartner entwickeln k~Snnen, l~if~t es wiinschenswert 
erscheinen, Mykorrhizabildung ki~nstlich durch selektierte Reinkulturen yon Pilzen zu 
erzielen. Hinzu kommt ferner bei der Anwendung in der Praxis, dat~ verschiedene Pilze 
verschiedene Temperatur- und Feuchtigkeitsvalenzen zeigen, vielleicht auch die Begleit- 
vegetation von Einfluf~ auf die Wahl des Pilzpartners ist. 

So wollen wir in der Folge in drei kurzen Aufs~itzen unsere bisherigen Erfahrungen 
und Ergebnisse bei der Reinkultur der Mykorrhizapilze, vor allem yon Zirbe, L~irche 
und Fichte, bei der Streukultur, mit deren Hilfe die Impfung der Forstpflanzen erfolgt, 
und iv. bezug auf die Impftechnik im Forstgarten berichten. 

1. Erfahrungen bei der Reinkultur von Mykorrhizapilzen 

Zur Kl~irung der physiologischen Anforderungen und Leistungen der einzelnen Pilz- . 
partner sind zahllose Einzelversuche im Laboratorium, Forstgarten und Freiland- 
standort notwendig. Von der schwedischen Schule (MELIN, BJ/3RKMANN, NVliRANS, 
NILSSON, SLANKIS, MmOLA U.a.), von englischen Forschern (RAvNER, LEVISOHN, 
HARLEY), yon russischen Instituten (Mischustin, Trubezkowa, Khudjakow u. v. a.) ist 
auf diesem Gebiet bereits Hervorragendes geleistet worden. Trotzdem bleibt auch in 
bezug auf Grundlagenforschung hier noch viel zu tun. 

Um aber eine Anwendung solcher Ergebnisse in die Praxis zu iibertragen, war es 
notwendig, die Frage zu pr~ifen, ob eine Anzucht yon Mykorrhizapilzen im grot~en 
Maf~stabe i~berhaupt miSglich i~st. Hierfiir gab es die M~Sglichkeit, raschwiichsige Mykor- 
rhizapilze auszuw~ihlen, wie wir dies anfangs getan haben und wie dies z. B. yon 
SrIEMA~ANOVA (1956) getan wurde. Da aber Raschwiichsigkeit keineswegs mit physio- 
logischer Hochwertigkeit parallel gehen muff, war es fiir uns yon Interesse, eine m/Sg- 
lichst grof~e Anzahl yon Pilzen aus den f~ir uns wichtigen Gebieten zu isolieren. Ferner 
mul~te ein N~ihrboden gefunden werden, der ein miSglichst gutes Wachstum vleler Arten 
bei gleichzeitiger Billigkeit zuliefL 

Isolierungen der Reinkulturen sind entweder yon der Wurzel weg oder vom Pilzfrucht- 
k~Srper ausgehend m~Sglich. Die Isolierung vonder Wurzel bietet die Gew~ihr, daft der Pilz auch 
unter den am natiirlichen Standort gegebenen Bedingungen mit dem betreffenden Baum Mykor- 
rhizen bildet. Die Isolierungstechnik ist schwieriger, die Infektionsgefahr grislier. Der Haupt- 
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nachteil aber ist der, daft die Pilze keine Fruchtk6rper bilden und daher unbestimmbar bleiben. 
Daher schied diese Technik fiir uns aus, da ja auch .die physiologische Qualit~it verschiedener 
Arten vergleichend untersucht werden soll. 

Die Isolierung yore 
FruchtkSrper e'rmSglicht 
eine sichere Bestimrnung, 
andererseits aber mug erst 
getestet werden, ob der 
Pilz tats~ichiich mit dem 
vermute,ten Partner die 
Symbi,ose ,eingeht. Da hier 
Laborergebnisse yon den 
in derNatur vorkommen- 
den Symbiosen auch ab- 
weichen kSnnen, mug die- 
set Unsicherheitsfaktor 
durch langj~ihrige soziolo- 
gische Beobachtungen der 
betreffenden Standorte 
untermauert werden (Ro- Abb. 1. Herausschneiden eines GewebestS&es aus dem Fru&t- 
MeLL 1938, 1939; MOS:eR kSrper 
und GOBL 1958). 

Die Isolierung fiihrten 
wir zuKichst aus dem 
Innern rnSglichst junger 
FruchtkSrper mittels eines 
gegliihten Rasiermessers 
durch. Es wueden etwa 
3-5 mm iange Gewebe- 
stiickchen herausgeschnit- 
ten und auf Agrarn~ihr- 
bSden tibertragen. Fiir die 
Unterscheidung des richti- 
gen Auswachsens yon In- 
fektionen mSgen zwei 
Hinweise dienen. Die mei- 
sten Mykorrhizapilze sind 
sehr langsam wiichsig, 
w~ihrend Fremdinfektio- Abb. 2. Ubertragung des Impfstl.ickes auf den N~ihrboden 
nen rasch wachsen. Das 
richtige Aushyphen macht sich zun~ichst in einem reifartigen Uberzug des Gewebe- 
sttickes oder einzelner seiner Schnittfl~chen bemerkbar, der allm~ihlich zu einem Hy- 
phenflaum und sp~iter zu einem Filz w~rd. Bei raschwiichsigen Mykorrhizapilzen hyphen 
meist alle Impfstii&e gleichzeitig und rasch aus. Die Subkulturen werden dann in der 
{iblichen Weise angelegt. 

Erfolgt keine Aushyphung der Gewebestii&e, so kann man versuchen, eine soIche dur& 
r.3bertragung auf andere NS.hrmedien zu erzielen. Bisweilen geniigt auch infolge erneuter Sauer- 
stoffzufuhr die blofte Ubertragung auf eine neue Platte desselben NS.hrmediums. 

Wir sind sp~iter dazu iibergegangen, die Gewebestiickchen direkt aus der Frucht- 
schicht herauszuschneiden, wobei wir bei einem viel hSheren Prozentsatz positive Er- 
folge erzielten. Die Infektionsgefahr ist dabei freilich viel grSger. Um Infektionen auf 
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eirt Minimum herabzudriicken, hat es sich als giinstig erwiesen, die Isolierung miSglichst 
gleich im Freiland und v o n  ganz jungen, nach MiJglichkeit noc, h geschlossenen Frucht- 
k/Srpern vorzunehmen. Wir  verwenden hierbei einen kleinen Spiritusbrenner zum Aus- 
gltihen der Messer und Nadeln und nehmen sterilisierte N~ihrb/Sden in Petrischalen mit. 
(Abb. 1 und 2.) Besonders g~instig hat sich dies bei Arbeiten in Gebirgslagen erwiesen, 
da die Lu~ dort an sich sehr keimarm ist. W~ihrend man bei Isolierung erst im Labora- 
torium mit 70 bis 80 0/0 an Infektionen rechnen kann, wird dieser Prozentsatz beim Ar- 
beiten an Ort  und Stelle auf 30 bis 40 und in Berglagen yon etwa 1700 m aufw~rts au[ 
unter 10 herabgedriickt. 

Das weitere Wachstum der Kultur ist dann verschieden. Die Kultur kann ein dicht filziges, 
ein locker wolliges, ein seidiges Aussehen haben, sie kann auch oft submers im Agar wachsen. 
Dies ist weitgehend artspezifisch und auch vom N~ihrboden bedingt. Bei pigmentbildenden 
Arten kann dies ein gutes Indiz fiir die Richtigkeit der Isolierung und auch fiir gutes Wachstum 
bilden. 

N~hrb6den.  

Die N~ihrb/Sden, tiber die wir hier berichten, wurden einerseits filr Isolierungszwecke, 
andererseits zur Haltung kr~iitiger Kulturen und fiir rasche Vermehrung der Pilze ftir 
Praxiszwecke zusammengestellt*. 

Anf~inglich wurde eine Zusammensetzung wie folgt verwendet: 

Malzextrakt (Candoll) 20 g FeCI3 0,01 g 
Pepton 1 g Hefeextrakt (Neuber) 0,5 g 
KH~PO4 0,5 g Agar 15 g 
MgSO~ 0,5 g Aqua dest. 1000 ml 

Pilze aus Talla~en (Phlegmacium glaucopus, fuscomaculatum, Leucopaxillus mirabilis, 
Suillus Grevillei, aeruginascens u. v. a.) konnten mit diesem Medium leicht isoliert werden. Doch 
hatten wir zun~ichst keine Erfolge mit ca. 30 Arten aus Hochlagen (ca. 1850 bis 1900 m). Aus- 
hyphungen konnten jedoch erzielt werden, als wir die Malzextrakt-Menge auf 5 g/L reduzierten. 
Es erwies sich in der Folge ganz allgemein als giinstig, fiir Isolierungen Medien mit schwachen 
Konzentrationen zu verwenden, vor allem aber bei Pilzen aus Hochlagen. Durch zu hohe Kon- 
zentrationen scheint das osmotische Gleichgewicht der Hyphen durch einen zu pl/Stzlichen 
Sprung gest/Srt zu werden. In einem Versuch mit Suillus plorans und einigen anderen Arten, 
bei dem die Impfstiicke zun~ichst auf einen hSher konzentrierten N~ihrboden nicht auswuchsen 
und Schrumpfungen zeigten, konnte nach Obertragung auf einen N~ihrboden mit nur 1/4 der 
Konzentration des Zuckers bei S. plorans noch ein Auswachsen der Hyphen erzielt werden, bei 
allen anderen Arten waren die Hyphen abgestorben. 
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Abb. 3. Radius der Kolonie von Suillus plorans bzw. S. aeru- 
ginascens bei Verwendung verschiedener N~ihrmedien 

¥iSllig anders jedoch 
ist das Verhalten bei der 
Weiterkultur. Fiir eine 
kr~ifltige Weiterentwick- 
lung scheinen die N~ihr- 
stoffe des Mediums (Vb) 
nicht bei allen Arten aus- 
zureichen. Wir  fiihrten 
daher Serienversuche mit 
verschiedenen N~ihr,bo- 
denvar~anten durch, wo- 
bet einerseits Zuwachs und 
Uppigkeit der Kultur, an- 

* Spezialn~ihrbiSden fiir die Isolierung einzelner schwer kultivierbarer Pilz2rten sollen hier 
nicht behandelt werden 
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dererseits auch .die Pigmentbildung beriicksichfigt wurde. Ist letztere der Farbe im 
nattirli&:n Boden entsprechend, so lgigt dies den Schlui~ zu, daf~ sida das Mycel in einem 
kr~iSigen, dem natiirlichen zumindest ann~ihernd ~ihnllchen Aktivit~itszustand befindet. 

Getestet wurden zun~ichst folgende 6 N~.hrbodenvarianten: 

Vb Malzextrakt 5 g BI Bohnenmehl 20 g 
Pepton 1 g KH2PO 4 0,5 g 
MgSO4 0,5 g MgSO 4 0,5 g 
KH.,PO 4 0,5 g FeC1 a 0,01 g 
FeCI.~ 0,01 g Hefeextrakt 0,1 g 
Hefeextrakt 1 g Agar 15 g 
Agar 15 g Aqua dest. 1000 ml 
Aqua dest. 1000 rnl 

VI b wie V b, jedoch Malzextrakt 
10 g, Pepton 2 g 

VII b wie V b, 
jedoch Malzextrakt 70 g 

B II wie B I, jedoch zus~.tzlich 
Malzextrakt 20 g 

B III wie B I, jedoch zus~itzlich 
Malzextrakt 20 g, Pepton 1 g 

Untersucht wurde der Einflut~ auf 8 Mykorrhizapilze yon Zirbe, L~irche und Fichte, vm- 
gleichsweise auch auf 4 nicht mykorrhizabildende Arten. (Suillus aeruginascens, Grevillei, plo. 
rans, placidus, Amanita muscaria, Phlegmacium glaucopus, fuscomaculatum, Lactarius porninsis 
- fernerMorchella esculenta, Lepista nuda, Kuehneromyces mutabilis, Trametes cinnabarina.) 

Die Kurven in Abb. 3 geben einige Beispiele aus diesen Reihen. Aus der Gesamtheit 
der Versuchsreihen konnten verschiedene Schliisse gezogen werden. 

Malzextrakt 

Der Zusatz yon Malzextrakt ist fiir alle Arten giinstig und bei Konzentration.~n von 
0,5 bis 4 oder 5 °/0 haben fast aI1e ein _+ zunehmendes Wachstum gezeigt. Konzentra- 
tionen, die dariiber hinausgehen (7 °/0), wirken auf vide Arten bereits hemmend (Phl. 
glaucopus, fuscomaculaturn, A. muscaria, S. aeruginascens, L. nuda). Die Verwendung 
vo,. Malzextrakt als Kohlenstoffquelle erwies sich aus verschiedenen Vorversuchen be- 
reits als am gtinstigsten. Jedoch kann es nut dort Verwendung finden, wo es nicht fiir 
Versuchszwecke auf eine synthetische, genaue Zusammensetzung des Mediums ankommt. 
Sonst sind natiJrlich die einzelnen Kohlehydrate als Energiequelle stark verschieden 
wertig und variieren auch yon Art zu Art der Pilze. (Vgl. auch KELLE*< 1950, 1952; 
SCHELLING 1950, 1951.) 

Bohnenmehl 

Dat~ Stickstoffverbindungen und besonders verschiedene Aminos~iuren und Kombina- 
tionen derselben auf das Wachstum vieler Mykorrhizapilze sich gtinstig auswirken, geht 
u. a. aus verschiedenen Versuchen yon MELIN und seinen Schtilern hervor (z. B. MELIN U. 
NILSSON 1952, 1953). Dai~ jedoch ftir Praxlszwe&e die Zugabe yon Aminos~iuren nicht 
in Frage kommt, ergibt sich allein aus dem Kostenpunkt. Auch Casein bzw. Hydrolysate 
sind no& zu teuer und zu umst~indli& zu beschaffen. Caseinpepton allein erwies sicb 
auch noch keineswegs als zufriedenstellend. 

So erschien uns als fiir praktische Zwe&e geeignete Quelle f/.ir Sti&stoff und Amino- 
s~uren Bohnenmehl, das leicht und billig beschafft werden kann. Nach einer von Frau 
Dr. I. RASCHENDORFER durchgeffihrten Bestimmung enthielt das von uns verwendete 
Bohnenmehl 38,08 mg Gesamtstickstoff pro g Bohnenmehl. Zugaben yon 20 g grobem 
Bohnenmehl oder 10 g feinem Mehl pro Liter N~ihrl6sung zeitigten in allen F~illen sehr 
gtinstige Resultate. Die Pilze wuchsen rascher und tippiger und bildeten durchwegs ihre  
natiirlichen Pigmente. 
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Wuchsstoffe 

Fiir Praxiszwecke ist es natiirlich im allgemeinen nicht mSglich, die fiir verschiedene 
Mykorrhizapilze notwendigen Wuchsstoffe in Reinpr~iparaten zuzusetzen. Wir gaben 
zun~ichst 1 g Hefeextrakt bei. Da jedoch auch der Malzextrakt und das Bohnenmehl ge- 
wisse Wuchsstoffe enthalten, haben wir die Hefeextraktmenge auf 0,1 g herabgesetzt, 
da zu hohe Konzentrationen mancher Wuchsstoffe auch hemmend wirken kSnnen. Hier- 
bei haben slch verschiedene Hefeextrakt-PrF, parate als sehr verschiedenwertig erwiesen. 
Das wirksamste ist entschieden das Difco-Pr~iparat. 

Aus diesen Erw~igungen und Versuchen stellten wir fiJr die Vermehrung aber auch 
z. T. fiJr Stammkultilren folgenden N~ihrboden B IV zusammen, an dem wir nunmehr 
seit fast vier Jahren festgehalten haben und dernur im Bedarfsfall noch kleineren Mo- 
difikationen unterworfen wurde: 

Malzextrakt FeCI 3 0,01 g (1 ml einer 10/dgen LSsung) 
Bohnenmehl Hefeextrakt 0,1 g 
Pepton Agar 15 g 
KH~PO4 Aquadest. 1000 ml 
MgSOi 

50 g 
10 g 

1 g 
0 , 5 g  
0,5 g 

Der Zusatz von Aneurin, Biotin oder Inosit (MELIN 1954 U. a.) fSrdert eine Reihe 
yon Pilzen, die sich mit obigen Medien nicht oder nur schlecht kultivieren und isolieren 
lassen. FiJr solche Arten (z. B. Boletinus cavipes, Suillus Grevillei, diverse Phlegmacien, 
Lactarien u. a.) hat slch ein Niihrboden folgender Zusammensetzung als gfinstig er- 
wiesen: 

Maltose 20 g ZnSO 4 0,5 ml (Lsg. 1:500) Aneurin 50 gamma 
Glukose 10 g FeC13 1,0 ml (Lsg. 1 °/0) Biotin 1 gamma 
Pepton 2 g CaCI~ 5,0 ml (Lsg. 0,1 m) Inosit • 50 mg 
KH~PO4 0,5 g M n S Q  0,5 ml (Lsg. 1 °/0) Agar 15-20 g 
MgSO4 0,5 g I-Iefeextrakt 0,2 g Aqua dest. 1000 ml 

Kombinationen dieses N~ihrbodens mit B IV ha'ben sich in einigen Fallen bew~ihrt, 
keineswegs jedoch generell. 

Untersuchungen iiber weitere Verbesserungen und spezielle Modifikationen fiir be- 
stimmte Pilzgruppen sind derzeit noch nicht vSllig abgeschlossen und ausgewertet. 

Die Stammkultur 

Als Stammkulturen werden jeweils 2 Eprouvetten aufbewahrt, die 5~er kontrolliert werden 
um allf~illigen Infektionen vorzubeugen. Die Kulturen sollen nicht zu warm, aber auch nicht zu 
kiihl lagern. Temperaturen zwischen 10 und 18 Grad C haben sich als fiir die melsten Arten 
zutr~iglich erwiesen. Bei zu hohen Temperaturen iiberaltern die Kulturen zu rasch. Eine 13ber- 
alterung der Kulturen ist auf jeden Fall zu vermeiden. Deshalb sollen die Kulturen yon 
Mykorrhizapilzen sp~itestens alle 2 bis 3 Monate iiberimpfi und verjiingt werden. Die Alterungs- 
geschwlndigkeit der einzelnen Arten ist ziemlich verschieden. Raschwl.ichsigere Arten, wie etwa 
Pblegmacium glaucopus altern auch ras~er und sind nach 3 bis 4 Monaten meist bereits abge- 
:storben. Eine VerzSgerung der Alterung (und damit auch l~ingere Ausdehnung der Uberimpfungs- 
perioden) kann durch Oberdecken tier jungert Kultur mit sterilem Paraffin- oder anderem Mine- 
rai5I erfolgen (vgl. WER~HAM 1946, STEBBINS und ROBBINS 1949). Doch mSchte ich vorerst yon 
dieser Methode etwas abraten, solange iiber die Auswirkung dieser Behandlungsart auf den 
Aktivit~itszustand der Mykorrhizapilze nichts bekannt ist. Als N~ihrboden hat rich B IV fiir 
Stammkulturen bisher gut bew~ihrt. Es: zeigten rich fast nirgends Degenerationserscheinungen, 
obwohl viele St~imme schon seit 3 his 4 Jahren in Kultur gehalten werden. 
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Kulturen, die fiir Baumimpfungen ~der f/Jr physiologische Untersuchungen Verwen- 
durtg finden sollen, mllssen unbedingt h~iufiger iJberimptt werden. Bei raschwiichsigen 
Arten (z. B. den meisten Suillus-Arten) sind Umimpfungen in Abst~inden yon 2 bis 
3 Wochen zu empfehlen, bei langsamw[ichsigen Pilzen wird der Abstand zweckm~ii~ig 
auf 4 bis 5 Wochen ausgedehnt. Durch derartige h~iufige Ver jiJngungen werden die Kul- 
turen wesentlich vitaler, raschwiichsiger, bilden auch ihre natiJrlichen Pigmente kr~ifiiger 
ur~d die Mykorrhizabildung erfolgt bei Impfungen in diesem aktiven Zustande viel 
leichter und besser. 

Degeneration von St~immen 

Bisweilen machen sich'Degeneratio.nen yon St~immen dadurch bemerkbar, dat~ diese be- 
ginnen, ihre natiirlichen Farben nicht mehr zu entwickeln, dab das Wachstum sehr sp~ir- 
li& wird, statt dnem dichte~, wird nur no& ein diinner, weif~licher Hyphenfilz gebildet. 
Auch zu starkes submeres Wachstum im Agar kann ein Zeichen yon Degeneration sein. 
Da bei den aus Gewebekulturen gewonnenen Kulturen yon Mykorrhizapilzen erblich 
bedingte Mutationen oder :heterokaryotis& bedingte genetische Anderungen ausschei- 
den, sind derartige Degenerationserscheinungen meist in einem Mangelfaktor des Me- 
diums begriindet. Hiiufig lassen sich daher s01che Erscheinungen durch ~eres  Umimpfen 
auf verschiedene N~ihrbSden beheben. Man verwen,det nacheinander ver:schiedene Koh- 
len.stoffquellen (Malzextrakt, Saccharose, Glukose, Dextrin u. a. m.) bzw. verschiedene 
Sti&stoffquellen, evtl. auch Zus~itze von Wuchsstoffen. 

Die Kulturtemperatur 

F[ir normale Kulturen von Mykorrhizapilzen haben sich TempeCaturen yon 20 bis 
26 ° C als giinstig erwiesen. Hochlagenpilze zeigen jedoch gewisse Ausnahmen. Die 
Isolierung yon Hochlagenpilzen gdingt bei derartigen Temperaturen nicht oder nur 
schwer und zSgernd. Die optimalen Temperaturen fiir die Isolierung yon Pilzen aus 
der subalpinen Region liegen tiefer, ca. von 15 bis 18 ° C (MosrR 1956). 

Dies erkl~rt sich aus den durchschnittlich vial tieferen Bodentemperaturen in Ge- 
birgslagen mit Bewaldung. Die weitere Kultur dieser Pilze hat aber gezeigt, daf~ diese 
in der Lage sind, sich in l~ingerer Kulturdauer in gewissen Grenzen an etwas hShere 
Temperaturen anzupassen. Do& muf~ bezweifelt werden, daf~ dies fiir Praxiszwecke 
giinstig ist, da die Pilze ja meist wieder in Hochlagen verpflanzt werden sotlen. F~r 
Experimentalzwecke mit Hochlagenpilzen verwenden wir daher einen Brutschrank mit 
Wasserkiihlmantel, um Temperaturen von 17 bis 18 Grad zu halten. Fiir Praxiszwecke 
ist Raumtemperatur in einem Raum mit nicht zu extremen Schwankungen ausreichend. 
Temperaturen im Bereich yon 12 bis 20 Grad sind zutr~iglich. Auch spielt nati~rlich die 
Dauer tier Temperatureinwirkung elne grol~e Rolle. 

Da dem Temperatur- ebenso auch dem Feuchtigkeitsfaktor f~ir die Anwendung 
unserer Ergebnisse bei Aufforstungen in Gebirgslagen eine wesentliche Rolle zukommt, 
sind bei uns derzeit umfangreichere Untersuchungen iiber die Temperatur- und Feuch- 
tigkeitsvalenz von Mykorrhizapilzen begonnen worden. 

Fliissigkeitskulturen 

W~ihrend es giinstig ist, Stammkulturen auf festen B/Sden, durch Agar geliert, zu verwenden, ist 
es f[ir praktische Zwecke oR wiJnschenswert, fli.issige oder halbfliissige Medien zu verwenden 



38 M. Moser 

Unter halbfliissigen verstehen wir Gelatinekulturen, die zun~ichst zwar geliert sind, durch das 
proteolytische Fermentsystem der meisten Mykorrhizapilze jedoch verflLissigt werden. Wir 
verwenden hier an Stelle des Agars einen Zusatz ,con 3 bis 6 °/0 Gelatine (ungebleicht!). Man 
hat hier bei der Impfung den Vorteil eines festen Mediums, naeh Tagen verfliissigt sich jedoch 
der N~ihrboden zusehends, und man erreicht neben der Oberfl~ichenkultur auch Submerswachs- 
rum, wodurch die Gesamtmenge des N~ihrbodens besser ausgeniitzt werden kann. Da die Stick- 
stoffmenge, die in der Gelatine enthalten ist, ziemlich grof~ ist (in unserem Falle nach Bestim- 
mung yon Dr. I. RASCHENDO~r~R ca. 140 bis 145 mg N pro g Gelatine!), ist es bei Verwendung 
yon Gelatine giinstig, andere Stickstoffquellen i.iberhaupt wegzulassen oder auf schwache Zu- 
$~itze zu reduzieren. 

Bei der reinen Fliissigkeitskultur bleiben Gelierungsmittel v6ilig weg. Hierbei empfiehlt es 
sich in manchen F~illen abet, die gesamte Impftechnik zu ~indern. W~ihrend sonst mit der Impf- 
nadel aus der alten Kultur Impfstiicke auf den frischen N~ihrboden iibertragen werden, verwen- 
det man hler zweckm~ifig Hyphensuspensionen nach WIK1EN (WIKI~N, KELLER, SCHELLING und 
STOECKLI 1953). In einer Glasflasche (am besten Steilbrustflasche) mit gut schlief~endem Gummi- 
stopfen (oder auch eingeschliffenem Glasstopfen) werden Glaskugeln (4 bis 6 mm Durchmesser) 
bis zu einem Drittel eingefiillt, darauf destilllertes Wasser etwa bis zur H~il~e oder bis zu 2/3 
des Glases gefiillt, ,die Gl~iser dann mit Watte verschlossen und Gl~iser und Stopfen eetrennt 
sterilisiert. Bei Uffnung des Autoklaven oder Dampftopfes wird der Wattestopfen sotYort ent- 
fernt und der Gummistopfen (resp. Glasstopfen) leicht aufgesetzt. Dutch das Abkiihlen setzt 
sich der Stopfen dann gerade richtig lest, um nicht beim Offnen Aufenlu~ eindringen zu lassen. 

Gleichzeitig sterilisiert man einige Impfpipetten (mit erweiterter Spitze). In die Spitze der 
Pipette wird ein diinner Wattepfropf locker so eingef[ihrt, daf man ihn vor dem Arbeiten her- 
ausziehen kann, ohne das Glas zu beriihren. In den Hals der Pipette w~rd ein etwas feste, rer 
Wattepfropf etwa 3 cm unterhalb der iJffnung eingebracht. Dieser soll eine Art Filterung be- 
wirken und die direkte Beriihrung ungefilterter Lufi zwischen Pipette un,d Mund verhindern. 
Die Pipetten werden in grof~en, unten geschlossenen (eprouvettenf/Srmigen), oben mit Watte 
verstopflcen Glasr6hren sterilisiert. 

Nach dem Abkiihlen kann mit der Impfung begonnen werden. Giinstig ist es hierbei zu 
zweit zu arbeiten, da der Verschluf yon Kolben oder Flaschen so Viel rascher m6glich ist und 
die Infektionsgefahr verringert wird. Bei sorgf~iltigem, sauberem Arbeiten kann so auch ohne 
Impfkammer ein befriedigender Prozents~atz infektionsfreier Kulturen erreicht werden. 

Die Ausgangskulturen (von festen oder fliissigen Medien) werden mit Hilfe der Impfnadel 
mit m/Sglichst wenig altem N~ihrboden in die Schl.ittelflaschen gebracht. Hierbei soll der Gummi- 
oder Glasstopfen m6glichst wenig ge6ffnet werden. Das Material wird dann mit einem Sch/ittel- 
apparat, notfalls auch yon Hand, so lange geschlittelt, bis es einigermafen gut zerkleinert und 
gleichm~ifig verteilt ist. (Flit physiologische Untersuchungen ist es unter Umst~.nden yon Vor- 
tell, eine yon MErIN [MELIN 1954] gemachte Verbesserung anzuwenden: Das zerkleinerte 
Hyphenmaterial wird noeh durch ein feines Sieb gepreft, um eine m/Sgiichste Hornogenit~it des 
Materials zu erreichen.) Mit steri.ler Pipette wird dann entnommen, am g/instigsten so, daft die 
Spitze zwisehen die Glaskugeln gesteckt wird. Die gewiinschte Menge wird dann in die vorbe- 
reiteten Kolben mit N~ihrl/Ssung bzw. Torf oder anderen Medien abgefiillt. Es empfiehlt sich 
meist, nicht zu kleine Pipetten zu verwenden (20 und 25 ml haben sich bei t/ns am besten be- 
w~ihrt), da eine Pipette nicht mehr als einmal benutzt werden darf! Pipetten mit zu enger Uff- 
hung sind ungeeignet, da sie zu leicht verstopfen und dann nicht ausgeblasen werden sollen. 
Steht eine Impfkammer zur Verfi.igung, so _;st die Gefahr yon Infektionen sehr gering. Ist dies 
jedoch nicht der Fall, empfiehlt es sich, in einem m6glichst kleinen, leicht s auber zu haltenden 
Raum zu arbeiten, wenn m/Sglich unter Verwendung einer UV-Entkeimungslampe. Diese soll 
vor dem Arbeiten mindestens 12 Stunden brennen (beim Arbeiten abschalten!). Lu~zug ist zu 
vermeiden. Auf diese Weise lassen sich Bakterieninfektionen so gut wie ausschalten, w~ihrend 
Infektionen durch Penicillin, Aspergilli u. a. niedere Pilze nicht ganz beseitigt werden, da die 
in der Lult befindlichen Sporert gegeniiber der UV-Strahlung zu w~derstandsf~ihig sind. Hier 
k/Snnte nur eine wesentlich l~ingere Brenndauer der UV-Lampe wirksam werden. 

Andererseits haben aber verschiedene Arten gezeigt, daf~ das Hyphenmater ia l  einer 
Ar t  Schockwirkung durch die Zerkleinerung unterworfen ist und das Wachstum ver- 
z/Sgert wird  (ebenso auch die Respiration!) oder [iberhaupt nur noch von gr/Sf~eren 
Hyphenpar t ike ln  aus beginnt. Ob diese Schockwirkung irgendwie i.iberwunden werden 
kann oder ob sie in verschiedenen F~illen letal ist, k6nnen wit  augenblicklich noch nicht 
sagen. Untersuchungen in dieser Hinsicht sind im Gange. 

Fliissigkeitskulturen von Mykorrhizapi lzen ohne besondere Vorkehrungen wachsen 
zun~ichst submers. Um an die Oberfl~iche zu kommen, ben~Stigen sie meist eine ziemlich 
lange Zeit. Suillus plorans z. B. ben~Stigt bei Kultur  in 20 ml N~ihrl/Ssung in 100 ml 
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Erlenmeyerkolben, Versuchstemperatur 18 o C, und bei Verwendung yon dl-Alanin als 
N-Quelle 10 bis 14 Tage, um die Oberfl~iche zu erreichen, bei Verwendung von Serin 
14 bis 20 Tage, bei ansonsten gutem Wachstum. Steht Glutamins~iure als N-Quelle zur 
Verftigung, so verl~ingert sich der Zeitraum auf 23 bis 28 Tage, bei anderen Stickstoff- 
quellen noch mehr. 

Ein Wachstum ohne besondere Luttzufuhr ist also grunds~itzli& m6glich. Die Ver- 
wendung eines Schtittelapparates oder -tisches kann nattirlich die Durchltiflcung der 
Fltissigkeit und damit auch die Wachstumsgeschwindigkeit um ein Vielfaches steigern 
und die Ausntitzung des Mediums verbessern. Auch erlaubt dies die Verwendung gr/5- 
t~erer Gef~ige mit h/Sherem N~ihrl6sungsstand und damit auf kleinerem Raum die Er- 
zielung gr/51~erer Mycelernten. Bei den relativ langsamwtichsigen Mykorrhizapilzen 
empfiehlt es sich jedoch nicht, die bei niederen Pilzen tibliche Dauerschtittelung anzu- 
wenden, sondern gewisse Ruhepausen einzuschalten (also z. B. Schtittelung nur nachts) 
und eine nicht zu hohe Frequenz zu w~ihlen. Durchltiftungskulturen, bei denen bak- 
teriengefilterte Luflc durchgesaugt wird, oder Tankkulturen mit Rtihrwerk k/Snnen 
selbstverst~indlich zum selben Ziel fiihren, dodl erfordern sie wegen erh/Shter lnfek- 
tionsgefahr noch gr/Sf~ere Sorgfalt und sind auch apparativ komplizierter. 

Genaue quantitative Untersuchungen tiber solche Schlittel- und Durchltiflcungskul- 
turen, die die Rentabilit~tt derartiger Kulturen erproben sollen, sind derzeit noch nicht 
abges&lossen, und wir werden zu gegebener Zeit dartiber berichten. 

Fltissigkeitskulturen sind unerl~//~lich im Laboratorium ftir jegliche Art physiolo- 
gischer Untersuchung. Sie sind aber auch ebenso wichtig ftir die ftir praktische Zwe&e 
entwickelte Torf- bzw. Streukultur. Auf diese soil dann in der folgenden Arbeit ein- 
gegangen werden. 

Bisher in unserem Laboratorium kultivierte Mykorrhizapilze ~ 

Pinus cerebra 

Suillus plorans (Roll.) Sing.; S. placidus (Bon.) Sing.; Amanita muscaria (L. ex Fr.) 
Hooker; Paxillus involutus (Batsch) Fr. (Nachweis noch nicht sicher erbracht!); Lacta- 
rius rufus (Scop.) Fr. 

Pinus silvestris 

Suillus variegatus (Sow. ex FrO Kuntze; S. granulatus (L. ex Fr.) Snell; S. luteus (L. ex 
Fr.') S. F. Gray (1); S. piperatus (Bull. ex Fr.) Kuntze; Tricholoma robustum (A. & S. 
ex Fr.) Ricken; Leucopaxillus mirabilis (Bres.) Mos. (auch mit P. austriaca); Phlegma- 
cium caesiocanescens (Mos.) Mos.; S. piperatus (Bull. ex Fr.) Kuntze; Trichol. vaccinunz 
(FRO. 

Larix europaea 

Suillus Grevillei (Klotzsch) Sing.; S. aeruginascens (Secr.) Snell; S. Bresadolae (Quel.); 
S. tridentinus (Bres.) Sing. ; Boletinus cavipes (Opat.) Kalchbr.; Lactarius pornlnsis Roll. 

Picea excelsa 

Xerocomus subtomentosus (L. ex Ft.) Quel.; Boletus edulis Bull. ex Fr.; Tricholoma 
saponaceum (Fr.) Quel.; Tricholoma aurantium (Schff. ex Fr O Ri&en; Myxacium 

Manche der hier unter einer Baumart angefiihrten Arten bilden auch mit anderen Parmern 
Mykorrhizen, sind aber yon uns nur im Zusammenhang mit der einen Art untersucht worden 
(z. B. A. muscaria, Phi. glaucopus). Ein (t) hinter dem Armamen bedeutet, daf~ uns die Art im 
Laufe der Jahre wieder eingegangen ist. 
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collinitum (Ft.) Wiinsche (y); Phlegmacium glaucopus (Fr.) Ricken; Phl. fuscomaculatum 
J. Schff.; Phl. allutum (Sect.) Kicken; Pbl. variurn (Fr.) Ri.; Phi. cepbalixum (Secr.); 
Phl. purpurascens (Fr.) Ri.; Phl. elegan,tior (Fr.) Ri. ss. MosuR 1951; Phl. orechalcium 
(Fr.) Ri. ss. MosrR 1951; Phl. subglaucopus Eichh. (J-); Phl. variegatus (Bres.); Phl. in- 
fracture (Fr.). 

Arten, die richer Mykorrhizapilze sind, deren Partner jedoch nicht genau festliegt: 
Hebeloma longicaudum (Pers. ex Fr.); Leucocortinarius bulbiger (A. & S. ex Fr.) Sing. 
(wahrscheinlich mit Pinus silvestris); Myxacium delibutum (Fr.) Ri. (Fagus?); Phlegma- 
ciurn cliduchum ss. Ri. (Fagus?). 

Birke: Leccinum scabrurn (Bull. ex Fr.) Gray; Lactarius torrninosus (Schff.) Fr. 
Espe: Leccinum aurantiacum (Bull.) S. F. Gray. 

Zusammenfassung 

Da die Reinkultur vonMykorrhizapilzen die Grundlage ftir die Herstellung der Streu- 
kulturen fiir Forstgiirten etc. und damit fiir ,,gelenkte" Mykorrhizabildung ist, wurde 
im ersten Tell dieser Arbeit die Gewinnung und Wartung von Reinkulturen dargelegt. 
Es werden ferner nach unseren bisherigen Erfahrungen Hinweise fiir die Zusammen- 
setzung geeigneter Kulturmedien, fiir die Haltung der Stammkulturen, der Subkui- 
turen und die Herstellung yon FRissigkeitskulturen gegeben. 
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