Isolierung von Hyphen aus dem Boden
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Einleitung:

Die Ziele, die bei der Erforschung der Bodenpilzflora *) verfolgt
werden, lassen sich in folgende vier Punkte zusammenfassen:

Erstens wollen wir wissen, was fiir Arten im Boden enthalten
sind. Dazu miissen wir die Individuen trennen und isolieren, in Rein-
kultur ziichten, bestimmen und fallweise weiter untersuchen. Dazu
eignet sich Warcup’s ,Soil plate method“ in beschrinktem Masse,
da etliche sterile Formen verloren gehen (W arcup, 1957). In die-
sem Zusammenhang sei auch auf die Methode, die zum Studium réu-
berischer Pilze verwendet wird, verwiesen (Duddington). Sie
erlaubt die Isolierung interessanter Arten, nicht nur rduberischer
Natur. Grossere Bodenbrocken werden in Petrischalen auf einen
schwachen Maismehlagar gelegt oder damit iibergossen. Die sich ent-
wickelnden Pilze wachsen schwach in dem armen Medium und be-
ziehen ihre N&hr- und Wuchsstoffe noch weitgehend aus dem
urspriinglichen Boden. Die verschiedenen Arten wachsen kriftig
durcheinander, wobei sich also die Verteilung und Konkurrenz
einigermassen natiirlich beobachten lassen. Je nach der Arten-
zusammensetzung ist das Bild bei Beobachtung unter dem Binokular
mehr oder weniger klar, Interessante Arten lassen sich durch Ent-
nahme einzelner Sporangien oder Konidien mit feinen Nadeln iso-
lieren. Andere Methoden mit massiver Beimpfung von Petrischalen
(Wiltgen & Bonnier u. a.), wo die ganze Fliche mit einer
Bodenschicht bedeckt wird, sind abzulehnen, da sie nur raschwiich-
sige Arten aufkommen lassen und kein genaues Studium erlauben.

Zweitens wollen wir die quantitative Verteilung ermitteln.
Relative Aussagen erlauben schon in gewissem Masse Warcup’s
Soil plates. Um: absolute Werte zu bekommen, miissen wir aber den
Dispersionsgrad bestimmen. Dazu werden sehr oft Verdiinnungs-
platten verwendet, eine zu Recht heftig kritisierte Methode (W ar-

*¥) Wenn man von der ,Pilzflora* schlechthin spricht, sieht man
immer von besonderen Gruppen, wie réduberischen Pilzen, niederen Phy-
comyceten u. a. ab. Manche Gruppen lassen sich mit Allgemeinmethoden
nie erfassen. Spezialmethoden werden in der vorliegenden Arbeit mit
einer Ausnahme nicht berticksichtigt.
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cup, 1955b, Saitd, 1955 u. a. m.). Viele Arten gehen dabei ver-
loren. Erfasst werden vor allem sporulierende Formen, und diese
in einem falschen Verhéltnis.

Drittens brauchen wir fiir quantitative Angaben notwendig
Informationen iiber den augenblicklichen Zustand des Pilzes. Es ist
nicht gleichwertig, ob wir eine Kolonie aus einer Dauerspore oder
aus aktivem Myzel erhalten. Ohne Aussagen dariiber sind quantitative
Feststellungen weitgehend wertlos (Garrett).

Viertens interessiert uns ein Einblick in die Dynamik, (Selbst
Myzelien sind ja im Boden nicht immer aktiv.)

Zusammenfassend wollen wir also erfahren, wie sich die Pilze
im Boden selbst, d. h. unter Beibehaltung aller natiirlichen 6kologi-
schen Faktoren, verhalten. Uns interessieren dabei besonders die
augenblicklich aktiv wachsenden Formen, da nur diese wesentlich
am chemischen Geschehen beteiligt sind. Die beste Methode zu ihrem
Studium wiére die, die allen vier Anforderungen in einem Arbeits-
gang gerecht wird. Von diesen letzten Gesichtspunkten aus seien
hier einige bisher verwendete Methoden besprochen.

Waksman (1916, kritisiert bei Saitd, 1955a und War-
cup, 1958), versuchte das Problem einfach zu l0sen, indem er gros-
sere Bodenbrocken auf Agarplatten setzte und isolierte, was inner-
halb 24 Stunden auswuchs. Diese Zeit sollte fiir die Keimung von
Sporen zu kurz sein, was sich leider als triigerische Hoffnung er-
wiesen hat.

Kubiena verwendet eine kostspielige spezielle Auflicht-
mikroskopie-Einrichtung, womit er den Zustand der Pilze im natiir-
lichen Milieu beobachtet und auch Isolierungen mittels Mikropinzet-
ten durchfithrt. So lassen sich vor allem Fruchtkérper auffinden.
Warcup (1955 a und 1957) fischt aus dem Riickstand von Boden-
suspensionen Hyphen heraus und bringt sie mit dem Agar in Petri-
schalen. Saitd (1955 a) isoliert Hyphen aus zerkriimeltem Boden
mit Hilfe von ,Mikrostanzen*, am Mikroskopobjektiv befestigten
Metallrohrchen, die durch Senken die gewiinschten Stiicke aus dem
Agar ausschneiden. Mit diesen Methoden ergibt sich eine wesentlich
andere Artenverteilung, etliche bisher verborgene Formen treten zu-
tage. Die Verfahren sind fiir den allgemeinen Gebrauch wohl sehr
miithsam und unergiebig, da die Infektionsgefahr grofl ist und nur
ein geringer Teil der anwesenden Hyphen zum Auswachsen gebracht
werden kann. Ausserdem sind damit keine Angaben iiber die wirk-
liche Aktivitdt moglich. (,,though the presence of viable hyphae need
not be synonymous with active growth in soil“, Warcu p, 1957).

Brow n studierte die Anwesenheit von Hyphen in sandigen Bo6-
den. Sie entnimmt eine diinne Schicht des Bodems als Abdruck auf
klebrig gemachten Objekttrigern (Nitrozellulose in Amylazetat) und
untersucht die so gewonnenen Préparate mikroskopisch.
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Andere Autoren verzichten auf genaue qualitative Aussagen zu-
gunsten einer Beurteilung der Wachstumsaktivitit. Die A uf-
wuchsplatten-Methode nach Rossi und Cholodny ver-
wendet Objekttriger, die eine gewisse Zeit im Boden belassen wer-
den; Waid & Woodman nehmen statt dessen Nylongewebe,
wobei erstens die Oberflichenverhiltnisse natiirlicher sind, und zwei-
tens ein Netz zum Auszidhlen der Hyphen gewonnen wird. Die Pra-
parate werden gefirbt und quantitativ ausgewertet. Lehner,
Nowak & Seibold kombinieren Aufwuchsplatten mit Vitalfar-
bung und Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop, womit genau ent-
schieden werden kann, was lebt und was abgestorben ist. Bei all
diesen Verfahren bleiben also die natiirlichen Umweltfaktoren weit-
gehend erhalten.

Um Aufwuchs- und Isolierungsmethoden zu kombinieren, brin-
gen andere Forscher Agar in den Boden. Chesters (1940)
verwendete ,Immersion tubes“, perforierte Eprouvetten. Statt dessen
schlug Thornton (1952) ,Screened immersion plates”“ vor:
Wasseragar wird auf Glasplatten in sehr flachen Plexiglasschach-
teln gegossen, dariiber kommt ein perforierter Deckel, durch dessen
Locher Pilze eindringen sollen. Doch auch dieses Verfahren wird
scharf kritisiert. Warcup (1958) wirft ihm vor, dass die Platten
der storenden Wirkung von Bodentieren allzusehr ausgesetzt sind.
Bei eigenen Versuchen mit alpinem Rohhumus zeigte sich, dass der
Boden in Kontakt mit dem Agar kommen muss, -damit iberhaupt
Pilze anwachsen. Sonst miisste man Monate warten, was wieder
wegen unvermeidbarer Bodenkontakte und Austrocknen des diinnen
Agarfilms nicht moglich ist. Kontrollversuche mit Verdiinnungsplat-
ten mit Wasser- und Nahragar zeigten aber, dass auf Wasseragar
fast gleich viele Keime auswachsen wie beispielsweise auf Malz-
agar. Es keimen also viele Sporen, eine Tatsache, die schon linger
bekannt ist (Saitd, 1955b). Auf der ,Immersion plate* werden
also nicht nur Hyphen erfasst. Wenn wir warten wollen, bis wirk-
lich aktiv wachsende Hyphen einen ndhrbodenfreien Zwischenraum
iiberbriicken, bekommen die raschwiichsigen Mucorales und Tricho-
derma viride etc. die Uberhand. Das Eingraben von Ndhrboden (auch
Wasseragar!) verdndert immer die natiirlichen 6kologischen Bedin-
gungen im Boden und verfdlscht das Bild. Immerhin konnte Thorn-
t on damit schon mehr sterile Formen (bes. Rhizoctonia solani) iso-
lieren. Bei eigenen Versuchen war kein wesentlicher Unterschied in
der Artenverteilung gegeniiber anderen Methoden zu finden, was an
dem Artenbestand des alpinen Rohhumus liegen mag.

Angeregt durch eine miindliche Mitteilung in Liverpool von
Dr. N. Witkamp (Arnhem), wurde auch versucht, die Geschwin-
digkeit der Uberwachsung nahrstoffreier Rdume im Labor zu beob-
achten: Sterile Deckglédser wurden auf die Agaroberfliche gelegt und
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darauf Bodenkriimel. Beim Vergleich zwischen Malzagar und Wasser-
agar wuchsen die Pilze auf Malzagar viel rascher aus (Chemotropis-
mus!), ausserdem gelangten nur raschwiichsige Mortierellen zum
Ziel. Dabei muss das Wachstum auch nicht dem natiirlichen ent-
sprechen, da das Milieu vollig verandert ist. Uber das natiirliche Ver-
halten gibt also auch dieses Verfahren keinen Aufschluf.

Fir erschopfende Angaben iiber die Methodik sei der Leser auf
Warcup 1958 und eventuell Verona & Simonart 1957 ver-
wiesen.

Aussagen iiber das Wachstum haben bisher also nur die Auf-
wuchsmethoden von Rossi & Cholodny und Waid & Wood-
m an erlaubt. Eine Verbindung dieser Verfahren mit einer qualitati-
ven Untersuchung wurde bisher nur von Hopf (1950) durchge-
fiihrt, die von Cholod ny - Platten herunter Isolierungen mit Hilfe
eines Mikromanipulators ausgefithrt hat. Vom selben Prinzip aus-
gehend, wurde im Bestreben, ein einfacheres Verfahren zu finden,
folgender Weg eingeschlagen:

Aufwuchs auf Nylonstreifen.

Statt Glasplatten oder Nylongewebe werden Nylonstreifen, so
schmal, dass sich im allgemeinen nur eine Hyphe in der Breite an-
siedeln kann, im Boden vergraben. Sie werden wie Aufwuchsplatten
besiedelt, erlauben aber durch die geringe Breite eine leichtere Iso-
lierung, indem man sie nachher abspritzt und auf Agarplatten legt.
Man kann dann sofort die anwesenden Hyphen mikroskopisch fest-
stellen und auf dem Glas markieren.

Die zu verwendende Nylonfolie muss moglichst diinn sein, damit
sie im Boden nicht triib wird; dadurch wiirde die nachherige Beob-
achtung beeintrichtigt. Die Folie wird in Streifen von einem Milli-
meter Breite geschnitten, so dass diese an den Enden noch zusam-
menhingen. Ein solches Streifenbiindel wird auf einem Objekttriger
befestigt, indem die Enden umgebogen und mit Zellophanklebstrei-
fen (Tixo, Tesa u. dgl.) angeklebt werden. Dadurch wird das Ein-
graben erleichtert, und die Streifen bleiben glatt. Sterilitdt wird durch
Einlegen in Alkohol erreicht, wobei sich der Klebstoff nicht 16st. Das
Eingraben erfolgt wie bei Cholodny durch einen Einschnitt mit
einem sterilen Messer, worin dann die Platte eingeschoben wird. Eine
Woche Exposition erscheint im allgemeinen fiir eine geniigende Be-
siedelung geeignet. Nach Waid & Woodman (1957) nimmt bei
lingerer Exposition der Bewuchs meist nicht mehr zu, da ein Gleich-
gewicht zwischen Auf- und Abbau der Hyphen,sich einstellt. (Bis
zum volligen Gleichgewicht braucht es aber Monate). Man wird die
kiirzest mogliche Expositionszeit wéhlen, erstens aus praktischen
Griinden, zweitens um die wechselnden Witterungsfaktoren mog-
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lichst genau erfassen zu konnen in ihrem Einfluss auf das Pilz-
wachstum.

Nach der Entnahme wird die Platte an der Streifenseite mit ste-
rilem Wasser griindlich abgespritzt, die Streifen mit einer abge-
flammten Rasierklinge heruntergeschnitten und in Petrischalen auf
Agar gelegt, die exponierte Seite nach oben. Ein Teil der Streifen
wird zur genaueren mikroskopischen Kontrolle zuriickbehalten (Fér-
bung!). Bei sehr dichtem Bewuchs konnen die Streifen auch in klei-
nere Stiicke geschnitten werden. Als Nahrmedium wurde Moser's
b-Boden *) gewdhlt, der auch das Wachstum vieler Basidiomyzeten
erlaubt. Er ist klar und wird in diinner Schicht gegossen, um die
darauffolgende Beobachtung zu erméglichen. Auch die zu verwen-
denden Petrischalen miissen moglichst diinn und glatt sein. Zusatz
eines wirksamen Antibiotikums ist notwendig. Wir verwendeten
3 gamma, Aureomyzin pro Milliliter (Johnson). Gleich anschlies-
send wird unter dem Mikroskop oder Binokular bei ca. 100-facher
Vergrosserung bei umgekehrter Petrischale beobachtet und anwe-
sende Hyphen mit einem Tintenfleck gekennzeichnet. Die Beobach-
tung wird jeden Tag fortgesetzt. Bis zum dritten, lingstens vierten
Tag ist die Isolierung féllig. Sie wird zweckméssigerweise moglichst
bald nach dem Auswachsen der Hyphen unter dem Binokular bei
umgekehrter Platte mit einer feinen Nadel durchgefiihrt. Es erschei-
nen ‘natiirlich mehr Kolonien als Hyphenpunkte markiert waren.
Meist sind jedoch iiber 50y aus Hyphen hervorgegangen; die iibrigen
werden vernachldssigl. Es wachsen auch nicht alle markierten Hy-
phen aus, da einerseits schon abgestorbene Hyphen am Nylon haften
bleiben, andererseits vermdgen wir viele Formen bisher iiberhaupt
noch nicht auf Agar zu kultivieren.

Ergebnisse:

Die Isolierungen lassen sich leicht rein bekommen, wenn man
noch einmal auf Petrischalen mit Aureomyzin iiberimpft. Es wurden
damit bisher gewdhnliche Bodenpilze, wie Penicillium, Fusarium
und Mortierella mehrfach isoliert, daneben aber auch in vermehr-
tem Masse sterile Myzelien. Gerade fiir die Isolierung von Basi-
diomyzeten ergeben sich auf diese Weise viel grossere Moglichkei-
ten. Auf die Verwendung anderer Methoden wird man nie ganz ver-

*) Maltose 20 gr ZnSO, 0,5 ml Losg. 1 :500 Heteextrakt 0,2 gr
Glukose 10 gr FeCl, 1,0 ml 1% ige Losg. Aneurin 50 gamma

Pepton 2 gr CaCl, 5,0 ml 0,4 mol Losg. Biotin 1 gamma
KH,PO, 05 gr MnSO, 0,5 ml 1% ige Losg. Inosit 50 mg
MgSO, 0,5 gr Agar 15—20 gr

aq. dest. 1000 ml

Fir die meisten gewohnlichen Bodenpilze wiirde auch ein einfacher
3% iger Malzextraktagar gentiigen.
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zichten konnen, da mit den Nylonstreifen Formen mit sehr kurzen
Aktivititsperioden leicht verloren gehen. Eine quantitative Beurtei-
lung des Pilzwachstums (Myzeleinheiten pro Dezimeter) ist ebenso
wie bei Cholodny - Platten nicht sehr verldasslich, da der Boden-
kontakt ein nicht restlos kontrollierbarer Faktor ist. Ausserdem be-
vorzugen die Bodenpilze zu ihrem Wachstum und zu ihrer Frukti-
fikation Bodenhohlraume (Kubiena). Beim Abspritzen konnen
auch locker haftende Hyphen verloren gehen. Gegeniiber W ar-
cup’s Hyphenisolierungsmethode hat das Verfahren die Vorteile,
dass die Arbeit wesentlich vereinfacht ist und dass Angaben iiber das
Wachstum mdglich sind, wenngleich etwas beschrinkt, da manche
Storungen durch das Eingraben nie vermieden werden koénnen.

Modifikation fir zellulolytische Pilze.

Tribe verwendet zum Studium zellulolytischer Pilze Zellophan-
folie, wovon kleine Rechtecke auf einem Deckglas im Boden einge-
graben werden. Mit einiger Vorsicht ldsst sich die Folie auch in der
hier beschriebenen Form verwenden, wodurch die Isolierung erleich-
tert wird. Die Platten miissen zum Bewuchs aber meist etwas langer
im Boden bleiben, damit das Zellophan selektiv wirken kann. Ausser-
dem muss die Auswertung nachher unbedingt mit einer sorgféltigen
mikroskopischen Priifung verbunden werden, was am besten an
breiteren Streifen, die auf demselben Objekitriger eingegraben und
hernach in Anilinblau geférbt werden, geschieht. Zur Herstellung
der Platten muss das Zellophan nass verwendet werden, damit es
sich nicht nachtriglich wellt. Es wurde folgendermassen vorgegan-
gen: Ca. 1 cm breite Streifen werden nass ohne grosse Spannung
(Reissgefahr!) auf den Objektirager gelegt, abgetrocknet, die Enden
angeklebt, und dann erst mit einer Rasierklinge Streifen von 1 mm
geschnitten. Anschliessend werden die Platten in Alkohol gelegt.
Nach der Entnahme aus dem Boden werden die Streifen abgespritat
und mit einem sterilen Pinsel griindlich abgewischt.

Dieses Verfahren wird nie Aufschluss iiber die natiirliche Vertei-
lung und den Zustand zellulolytischer Pilze im Boden geben (genau
so wenig wie alle anderen Methoden, wo Zellophan oder Filterpapier
eingegraben wird), sondern soll lediglich die Isolierung erleichtern.
Oft wurden Myzelien beobachtet, die auf gekeimte Sporen zuriick-
gingen. Im Gegensatz zu den Nylonplatten wird das Zellophan zuerst
langsam bewachsen, dann jedoch immer rascher fortschreitend bis
zu seiner volligen Auflosung. Es ist daher erst durch Vorversuche
zu ermitteln, nach welcher Zeit die Isolierung am zweckmissigsten
ist. Am besten wiirde das Verfahren nachher noch mit einem selek-
tiven Néhrboden (mit Carboxymethyl-Zellulose, Burges) kombi-
niert.
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Fiir seine stete Hilfsbereitschaft und Anregung bei meinen Ver-
suchen danke ich herzlich meinem Lehrer Dz. Dr. Meinhard Moser.

Summary.

Several methods used in the study of soil fungi are discussed how
far they are able to reveal fungal activity. A new method for the isolation
of actively growing fungi from the soil is described: Narrow nylon stripes
are fixed upon microscopic slides and buried in the soil for a week. After
this period the plates are removed, rinsed, and the stripes are plated on
nutrient agar with aureomycin. Hyphae visible in the microscope are
marked by a point of ink on the glass surface. One or a few days later
the developing colonies can be isolated. By the use of cellophane instead
of nylon isolation of cellulolytic fungi is possible, according to Tribe.
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