Einleitung.

Das Zusammenleben von Wurzeln hoherer Pflanzen mit Pilzen ist erst seit etwas tiber dreifig Jalren
als Tatsache erkannt, nachdem man auf Grund einiger Erfahrungen und oberflichlicher Untersuchungen
schon lingst einen gewissen Zusammenhang zwischen Pilzen und Wurzeln mancher Phanerogamen ver-
mutet hatte, so zwischen manchen Orchideen und Pilzen und zwischen Waldbdumen und Triffeln im
- besonderen. 1856 hatte Gasparrini bei Pinus Halepensis die Wirzelchen mit Pilzhyphen bedecks
gefunden und die letzteren Conferven genannt. Hartig!) hatle schon 1851 die ektotrophe Mycorhiza,
der Kiefer abgebildet und beschrieben, deren intercellulares Mycel jedoch als Intercellularginge aufgefaBt.
1874 endlich kam' J anc z e ws ki2) auf den Gedanken, daB die gabelférmigen Bildungen der Wurzeln von
Pinus Strobus durch einen epiphytischen Pilz hervorgerufen werden; in demselben Jahre konstatierte
Bruchmann bei Pinus silvestris einen von einem Pilz gebildeten ,,Mantel. 1880 stellte R e e B3) eine
Verbindung von Elaphomycesmycel mit Kiefernwurzeln fest und glaubte davon und besonders von der
Feststellung des Eindringens von Mycelfdden in das Innere der Wurzel auf die Mycorhizen bildende Natur
von Elaphomyces schlieBen zu mussen.

1881 beobachtete Kamienski#) eine Verbindung eines Pilzes mit der Wurzel von Monotropa
hypopitys, erkannte die epiphyle Natur des ersteren und maf ihm eine ernahrungsphysmloorlsche Be-
deutung bei. o

In eine neue Ara trat die Mycorhizenforschung, als Frank®) die Wurzeln einer groBeren Anzahl
von Waldb&umen untersuchte, zu dem tberraschenden Ergebnis kam, da8 eine ganze Reihe von Wald-
biumen diese Pilzwurzel aufweist und das Zusammenleben als mutualistische Symbiose auffaBte. Von
thm stammt die Bezeichnung ,,Myeorhiza™ fir das symbiotische Gebilde. '

Seitdem sind von Frank selbst und vielen anderen Forschern Studien tiber diese Erscheinung ge-
macht worden, man hat manche wertvollen Tatsachen festgestellt und vor allem die groBe Verbreitung
der Pilzwurzel erkannt. Doch im Verstandnis des Wesens derselben, ihrer Bedeutung in ernihrungsphysio-
logischer Beziehung ist man tber Theorien noch nicht hinausgekommen. Der Grund hiefiir liegt wohl
vor allem darin, daB man in solchen Fragen {iberhaupt noch wenig weif. Wohl kennt man im allgemeinen
die Nahrungsstoffe, die Pilz und Wurzel nétig haben, aber man weill nicht viel davon, in welcher Form
sie aufgenommen werden, man kennt die Zusammensetzung des Humus nicht, aus dem vorzugsweise beide
Symblonten 1hre Nahrung holen und kennt auch nur zum Teil die Art der Umsetzung von Nahlungsstoffen

) Hartig: Vollstindige Naturgeschichte der forstlichen Kulturpflanzen Deutschlands. Berlin 1851,
2 Janeczewski: Das Spitzenwachstum der Phanerogamenwurzeln,  Bot. Zeitung 1874, Seite 143.
3) M. Reecf: Uber den Parasitismus von Elaphomyces granulatus. Sitz. -Ber. der phys. med. Societit zu Er]angen.

1888, 8, 8. 5.
M. ReeB und-C. Fisch:,Untersuchungen iiber Bau und Lebensweise der Hirschiriiffel, Elaphomyces. Bibl. botanica .

1887, Heft 7.
%) Kamiénskir Die vegetativen Organe der Monotropa hypopitys. . Bot. Zeitung 1881, Seite 457.

) B. Frank: Uber die auf Wurzelsymbiose beruhende Ernihrung gemsser Béume durch untemrdlsche Pllze Ber.
der Deutschen bot. Gesellschaft 4885, Bd. III; S. 428.. : : ;

Bibliotheoa botanica. Heft 76. 1
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im Organismus. Die Versuche, die in bezug auf die viel diskutierte Stickstoffaufnahme der Pilzwurzel aus
dem Humus gemacht wurden, haben zu keinem bestimmten Resultat gefithrt!) Es wird Aufgabe der noch
im Aufblithen begriffenen physiologischen Chemie sein, die Wege zur Loésung solcher Fragen zu ebnen.
Mehr Erfolg ist gegenwdrtig in der Beantwortung der Frage zu erwarten, welche Pilze mit der Wurzel
zusammenleben, doch nicht auf dem Wege der Untersuchung schon vorhandener Mycorhizen, sondern
auf dem Wege des synthetischen Experiments unter Ausschlufl jeder
weiteren Infektionsméglichkeit.

Die Frage ist analytisch — Trennung des Pilzes von einer gegebenen Mycorhiza, — wohl deshalb
nicht leicht zu losen, weil der Beweis nur schwer zu erbringen ist, dal der geziichtete Pilz auch wirklich
ein Mycorhizenpilz ist, auBer es gelinge, mit diesem in Reinkultur gezogenen Pilz, zusammengebracht mit
der Wurzel von einem steril gezogenen Pflinzchen, wieder eine Mycorhiza zu bekommen. Einen Myco-
rhizenpilz in Reinkultur zu bekommen isi aber schon deshalb nicht aussichtsreich, weil man die Wurzel
nicht sterilisieren darf.

M 611er2) hat aus Kiefernmycorhizen verschiedene Mucorarten kultiviert, diese dann mit, wie er
annahm, unverpilzten Wurzeln zusammengebracht und daraus wieder dieselben Mucorarten herauskulti-
viert. Er lieB unsterilisierten Samen teils auf sterilisiertem, teils auf unsterilisiertem Sande keimen und
brachte die Keimwurzel mit den Pilzen zusammen in der Art, daB die Wurzel durch zwei Tépfe hindurch
in einen dritten zu wachsen hatte und beim jedesmaligen Durchwachsen des durchlochten Topfbodens
mit dem Mycel in Berithrung kam. Nach einigen Monaten entwickelte sich ,,aus den so griindlich als méglich -
gereinigten Wurzelprobesttickehen, an denen von #uBerlich anhaftenden Mycelien nichts zu entdecken war,
jeweilig derjenige Mucor, mit dem das Wiirzelchen beim DurchstoBfen des Topfbodens in Bertithrung ge-
bracht worden war®.

Abgesehen davon, dal} die Pflinzchen der Synthese nicht steril gezogen worden waren, muBte hier
von vorneherein mit der Moglichkeit gerechnet werden, dafl bei der Zuchtung des Pilzes eine Pilzflora sich
ansiedelt, die mit Mycorhizenbildung gar nichts zu tun hat, da ja die Pilzwurzel der Analyse nur abge-
waschen werden darf. Von anatomischen Befunden, die sicheren AufschluB gegeben hitten, erwihnt
Méller nichts, glaubt im ﬁbrigen selbst nicht an die mycorhizenbildende Natur dieser Mucorineen,
schon deshalb, weil diese unseptierte Hyphen haben, was bel den Pilzen der ektotrophen Mycorhiza noch
nicht beobachtet worden ist.

Verfasser kann auf Grund seiner Versuche als feststehend angeben, daB ein Pilz unter Umsténden,
vielleicht angelockt durch Aussoheidungen der Wurzel, dieselbe vollstéindig umhiillt, ohne nur im mindesten
eine Mycorhiza zu bilden.

Uberraschende Ergebnisse brachte eine Arbeit von J. P ek10%). Darnach ist es P e k10 gelungen,
durch Trennung eines Pilzes von der Myecorhiza und nachfolgende Synthese mit einer Buchenwurzel Myco-
rhizen zu bekommen. Er stellte ein Decoct von Buchenmyecorhizen her, wusch Carpinus- und Fagus-
Wurzeln ab und zerschnitt sie mit sterilem Messer in Sticke. Letztere ithertrug er auf das Decoct und
bekam durch ,,Keimung der Hyphen des Pilzmantels einige Waldpenicilliumarten. Die nachfolgende
Synthese nahm er in der Weise vor, daB er die Sporen der reingeziichteten Pilze auf die Wurzeln von
zweijdhrigen Fogns-Pllanzchen ibertrug, nachdem er diese sorgfiltig ausgewaschen und ,,mycorhizen-
frei” befunden hatte. Bei der Untersuchung nach finf Monaten erwiesen sich die Wurzeln als infiziert,
»mit Mycorhizen besetzt”, Peklo nimmt an, daf die aus den Sporen gewachsenen Myeelien nicht in
dem sterilisierten Humus ihre Wachstumsbedingungen gefunden hétten, sondern in den Wurzeln, und
hélt den Beweis fir erbracht, daB die Mycorhizen von Fagus in den Waldern von Mittelbshmen von
mehreren Waldpenicillien hervorg'erufen werden.

1) Moller: Untersuchungen itber ein- und zweijuhrige Kiefern im mark. Sandboden. Zeitschr. fiir Forst- und Land
wirtschaft 1902/08.

) Mé6ller: Untersuchungen iiber ein- und zwelJahrlge Kiefern im mérk. Sandboden. Zeitschr. iur‘ Forst- und Landw.
1902/03, 1903, 8. 321888,

*) Peklo: Beitrdge zur Losung des Mycorhizenproblems, Ber. der Deutschen bot. Ges. 1908, Bd. 27, Seite 239,
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Der Bewels ist jedoch nicht im mindesten erbracht, schon deshaib nicht, weil Pek1lo zur Synthese
Buchenpflanzchen verwendete, die volle zwei Jahre in unsterilisiertem Humus gelebt hatten! Von der
Abwesenheit der Gabelbildungen kann man unmoglich auf Mycorhizenfreiheit schlieBen.

Sicher sind es die verschiedensien Pilze, welche die Lebensgemeinschaft mit den Wurzeln der héheren
Pflanzen eingehen. Das haben sowohl die anatomischen Befunde ergeben als auch die Tatsache, daB sich
Mycorhizen in den verschiedensten Bodenarten gebildet haben, auch an auslindischen Pflanzen, die aus
Samen auf inlindischen Bodenarten gezogen worden waren. Bei der Untersuchung von Abiesmycorhizen
hat Verfasser allein drei verschiedene Formen des Pilzmantels und der Hyphen festgestellt, die zweifellos
auch von drei verschiedenen Pilzen herrithrten.

Mehr Aussicht anf Erfolg als die Analyse von Pilzwurzeln hietet wohl der zweite Weg: eine bestimmte
Pilzgruppe in Kultur zu nehmen und dann durch Synthese die Mycorhiza zu bekommen suchen. Es war
naheliegend, daB man bei dieser Uberlegung zuerst an die den Humus bewohnenden Pilze dachte, teils des-
halb, weil die Mycorhiza im Humus am héufigsten auftritt, teils weil gewisse Humuspilze sehr haufig in der
Néhe der Waldbdume zu finden sind. Einen Fingerzeig bot auch der Umstand, daB an den mit Mycorhizen
in Verbindung stehenden Hyphen héufig Schnallen zu sehen sind, die ja ein Charakteristikum besonders
der Hymenomyceten sind.

Der Gedanke, daB Hymenomyceten an der Mycorhizenbhildung beteiligt sein kénnten, hat schon’
frith zu Untersuchungen angeregt. R ee ') fand bei seinen Untersuchungen tiber Elaphomyces, den er
firr einen Mycorhizenbildner hielt, Pilzscheiden, von denen er annahm, daf sie von Basidiomyceten — es
sind wohl Hymenomyceten gemeint — gebildet wurden. N o a ¢ k2) hat makroskopisch eine Verbindung von
Agaricus-, Cortinarius, und Lacteriusmycelien mit Wurzeln festgestellt und die Pilze fiir Mycorhizen-
bildner gehalten. Seine synthetischen Versuche mit Geaster scheiterten daran, daf dieSporen nicht keimten.
Endlich stellte noch L. H. Pennington?) eine Verbindung von Myecelien mit Eichenwurzeln fest und
glaubte daraus ebenfalls auf die mycorhizenbildende Natur von Russula emetica, Boletus speciosus Frost
und Tricholoma transmutans schlieBen zu missen.

Auch all diesen Untersuchungen kommt eine Beweiskraft nicht zu. Denn, wie erwihnt, kann ein
Pilz eine Wurzel vollstéindig umhiillen, ohne nur im mindesten eine Mycorhiza zu bilden. Immerhin war
die Wahrscheinlichkeit gegeben, dafl die Hymenomyceten an der Mycorhizenbildung beteiligt sind. Um
so viel wie méglich Klarheit in dieser Frage zu bekommen, wurde vorliegende Arbeit unternommen.

Bei der Frage nach den zu wihlenden Wirtspflanzen dachte man an die Koniferen, speziell an die
Abietineen; sind ja doch in unseren Nadelholzwildern die Hymenomyceien am héuligsten.

A. Reinkultur von Abietineen.

Vor allem handeite es sich um die Frage, ob es tiberhaupt gelingen wird, Abietineen in Reinkultur
zu ziehen. Versuche, von v. Tubeuf4), Nobbe®) und Ms1ler?t) haben das Gelingen auBer Zweifel
gestellt fir die Kultur der gemeinen Kiefer, der Weymouthskiefer, der Fichte und der Lérche. Anders

1) ReeB: Uber Elaptomyces und sonstige Wurzelpilze. Ber. der Deutschen bot. Ces. 1885.

2) Noack: Uber Mycorhizen bildende Pilze. Bot. Zeitung 1889, Seite 389.

3) L. H. Pennington: Mycorhiza Producing Basidiomycetes. Rept. Michigan Akademie of Science X 1908.

4 v. Tubeuf: ,Dic Haarbildungen der Koniferen. Forstl. naturw. Zeitschrift 1896, Seite 184/185.

v. Tubeuf: ,Beitrage zur Mycorhizafrage®. Naturw. Zeitschr. fir Land- und Forstwirtschaft 1908, S. 75.

5) Nobbe und Hiltner: Die endotrophe Mycorhiza von Podocarpus und ihre physiologische Bedeutung. ,,Die
landwirtschaftl. Versuchsstationen® 1899, Bd. 51, Seite 241.

) Mé1ler: Untersuchungen iiber ein- und zweijihrige Kiefern im mérk. Sandboden. Zeitschrift fiir Forst- und

Jagdwesen 1903.
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stand es um die Tanne. Theoretische Erwiigungen sprachen nicht fir ein Gelingen bei dieser. Wiahrend die
Kiefern als anspruchslos in bezug auf Existenzbedingungen bekannt sind, stel}t.die. Tanne ganz besondere
Axnforderungen in bezng auf Insolation, Feuchtigkeit und Ernihrung. Auch emige interessanie Ergebnisse
der Stahlschen Untersuchungen sprachen dagegen. St ahl?) fand, daB die Pflanzen mit starker Wasser-
durchstromung und Schnellwitchsigkeit der Mycorhizenbildung meist entbehren und fihrt dies auf die
groere Fihigkeit bei diesen, Néhrsalze aufzunehmen, zuriick. Er teilte daraufhin die Mycorhizenp{lanzen
gin in fakultative und obligative. Da die Kiefer zur obigen Kategorie gehort, kann siev als fakultative
Myecorhizenpilanze der Pilze entbehren. Anders bei der Tanne. Diese hat geringe Wasserdurchstromung
und langsames Wachstum, gehort also zu jenen, die auf die Dauer der Pilze nicht entbehren kénnen. Die
bekannte Erscheinung, daB die mycorhizenfreien Gewdichse sehr leicht, die Mycorhizenpflanzen jedoch oft
schwer, mitunter iiberhaupt nicht kultiviert werden kénnen, 18t sich aber auch auf andere Ursachen zuriick-
fithren, die mit der An- resp. Abwesenheit gewisser Pilze nur mittelbar im Zusammenhange stehen, in dem
Sinne etwa, daB bestimmte Pilze den Humus in hestimmter Weise zersetzen, daB also die spezifischen Zer-
setzungsprodukte es sind, die die Pflanze braucht. Endlich kann es sich bei dem Pilzeinflul auch nur um
einen Reiz handeln. Das schlechte Wachstum der Mycorhizenpflanzen in steriler Kultur kann chenso
gut auf das Ausfallen dieses Reizes zuriickgelithrt werden. S arauw hat beobachtet, dafl das Wachstum
nach der Infektion beschleunigt wird. ‘

Nachdem von Goebel?) 1896 gezeight hatte, daB durch Zusatz von Traubenzucker zum Nihr-
substrat Sporen von Funaria hygrometrica in der Dunkelheit keimen und zu Protonemen von betréchtlicher
GroBe heranwachsen koénnen, hat Bern ar d?) .Samen von Orchideen, die ohne Pilzeinfluf als nicht keim-
fahig galten, mit Zucker behandelt und Keimung erzielt. Es kann also der Einfluf des Pilzes unter Um-
stinden durch chemischen Einflul ersetzt werden. :

I. Herstellung und Sterilisation des Nidhrbodens.

Durch jahrelange Versuche von v. Tubeuf{ und Nobbe wmit Kiefern, Fichten und Lérchen
ist auBer Zweifel gestellt, daBl sich bei kiinstlichen Sandkulturen keine ektotrophen Mycorhizen bilden.
Trotzdem wurde im Frithjahre 1908 eirie Reihe von vollstindig sterilen Kulturen in grofien Kolben an-
gelegt, um jede Moglichkeit einer nicht gewollten Mycorhiza auszuschlieBen. Es mubBte ausprobiert werden,
wie viel Sand und wie viel Nihrlosung den fir die Kultur geeignetsten Feuchtigkeitsgrad hervorrufen.
Es wurde festgestellt, daB 250 cem Nihrlssung bei 750 cem Sand das gewiinschte Resultat ergeben. Da
ein spiteres Nachgiefen von Nihrlssung in die Kulturen wegen der Infektionsgefahr vermieden werden
sollte, mufite die Néhrlésung konzentrierter angewendet werden als K nop sie angibt: In 1 1 destilliertes
Wasser wurden deshalb

4 g Ca (NOy),
1 g KH, PO,
1 g Mg SO,

1 g KCl

und drei Tropfen FeCl, gegeben. Je 750 cem Sand wurden in ein Dutzend Kolben gegeben, diese mit Watte
verschlossen und dann im Sterilisator zwei Stunden auf 1500 erhitzt. Obwohl nun das Zugeben des Sandes
zur Nébrldsung umsténdlicher war als die Zugabe der letzteren zum Sande, wurde der erstere Weg gewihlt,

‘) Stahl: Sinn der Mycorhizenbildung. Jahrbiicher fiir wiss. Botanik 1900.

?) v. Goebel: Uber Jugendformen von Pflanzen und deren kiinstliche Wiederhervorrufuug.  Sitzungsbericht der
math. phys. Klasse der k. b. Akademie der Wissenschaften 1896. ‘

*) N. Bernard: Levolution dans la symbiose. Les Orchidees et leurs Champignons commensaux. Annales de
seiences naturelles 1909. 9. Ser. Bot. I1X,1, Seite 1—64, 2/8 Seite 65-—191.
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da nur in diesem Falle der Sand sich mit Nihrlsung vollsaugen konnte. Die Kolben wurden dann nochmal
cine halbe Stunde im Dampftopf sterilisiert, nicht linger, da eine Zersetzung der Salze maglichst vermieden
werden sollte. ' ‘

Il. Sterilisation der Samen.

Die ausgesuchten Samen von Pinus Strobus, Pinus silvestris, Abies pectinata und Picea excelsa
wurden in Erlenmeyerkolben in 50prozentigem Alkohol geschiittelt, dieser weggegossen und konzentrierte
H, 80, hinzugefiigt. Der Einwirkung der letzteren wurden die Samen fiinf bis zehn Minuten iberlagsen.
Sie nahmen dabei eine schwarze Firbung an. Dann wurde die Schwefelsiure weggegossen, die Samen
mit sterilisiertem Wasser ausgewaschen und sterilisiertes Ca CO, hinzugefiigt, um der Neutralisicrung aller
noch vorhandenen Séure willen. Wie Hiltner und Kinzl in der naturwissenschaltlichen Zeitschrift
fir Land- und Forstwirtschaft 1906 angeben, eignet sich kohlensaurer Kalk und nicht Kalkmilch, da
letztere im UberschuB schidlich wirkt. Der kohlensaure Kalk wurde mit sterilisiertemn Wasser weggewaschen,
darauf die Samen zum Teil einige Tage in wenig sterilisiertem Wasser der Quellung iiberlassen in den-
selben Erlenmeyerkslbchen, die zur Sterilisation gedient hatten. Mit sterilisierter Watte wurden sie ver-
schlossen gehalten. Die Hélfte der Samen etwa wurde nach der Behandlung mit 50prozentigem Alkohel
etwa finl Minuten mit 1prozentiger Sublimatldsung hehandelt, dann mit sterilisiertem Wasser ausge-
waschen. Nach zwei Tagen der Quellung wurden die Samen mit sterilisierter Pinzette in stromendem
Dampf in die einzelnen Kolben tibertragen. Durch das Arbeiten im strgmenden Dampf gelang es auch bei
den spéteren Arbeiten vorziiglich, die Invasion fremder Keime zu vermeiden. Um die Démpfe moglichst
zu verteilen, wurden tber den Dampftopf stets engmaschige Drahtnetze gelegt.

Wenn nun auch die chemischen Bedingungen fiir das Wachstum der Pfldnzehen in den Sandkulturen
erfilllt waren, so waren doch die physikalischen Verhiltnisse weniger glinstig. Da der feine, mit Nahr-
losung getrdankte Sand eine feste, kompakte Masse darstellte, war zu befurchten, daB die Wurzeln nur
schwer wiirden in das Substrat eindringen kénnen oder zum mindesten zu wenig Sauerstoff wiirden vor-
finden. Die Untersuchungen Méllers tiber das Wachstum der Kiefern in verschiedenen natiirlichen Beden-
arten (Rohhumus, Humus, Bleisande und gelbem Sande) machen es sehr wahrscheinlich, daB zum groBen
Teil die mangelhafte Durchliiftung des natiirlichen Sandbodens es ist, welche trotz des oft groBen Reichtums
desselben an Nahrstoffen die Pflanze weniger gut gedeihen 148t als der Humus. M ¢1ller fand, daf das
Wachstum im Rohhumus am besten war, geringer in dem darunter liegenden mullartigen Humus, noch
schlechter im Bleisande und am allerschlechtesten im gelben Mineralsande, ,,0bwohl wir von ihm wissen,
daB er die an aufnehmbaren’ Nahrstoffen reichste Bodenschicht darstellt. |

Der feine Sand wurde deshalb mit grobem vermischt und nach Moglichkeit gelockert.

Ferner wurden Humus- und Torfmullkulturen, ebenfalls in Kolben, angelegt. Allerdings war hier zu
befirchten, daB die Sterilisation das Substrat in einer Weise beeinflulite, daB wiederum kein glinstiges
Wachstum erzielt werden konnte. Frank ist es nicht gelungen, in sterilisiertem Humus gesunde Buchen-
pflinzchen zu bekommen. Vier Kolben wurden mit Torfmull und wenig Sand und zwei Kolben mit Humus
und wenig Sand beschickt. Als Sterilisierungsmethode wurde fraktionierte Dampfsterilisation gewdhlt,
da ein zu hohes Erhitzen und demit Zersetzung des Substrates vermieden werden sollte, soviel dies tiber-

haupt méglich war.

I11. Topfkulturen.

Neben den Kolbenkulturen wurden noch in Blumentdpfen Kulturen angelegt. Vier Blumentople
von 15—320 em Durchmesser mit Untersitzen wurden mit Sand gefiillt, daritber Glasglocken gestﬁlpt und
zwar so, daB diese zwischen Top! und Untersatzrand zu sitzen kamen. Das Ganze wurde im HeiBluft-
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sterilisator mehrere Stunden auf 1300 erhitzt. Im Dampftopf sterilisierte Nahrlosung wurde sodann im
stromenden Dampf tiber den Sand gegossen, wobei die Glocke nur wenig abgehoben wurde; darauf wurden
die sterilisierten Samen ausgelegt und die Glocke wieder dariiber gestiilpt. Da hier mit stérkerer Verdun-
stung gerechnet werden mufte, wurde zwischen Glocke und Untersatzrand in Zeitrdumen von einer bis
zwel Wochen Knopsche Losung oder sterilisiertes Wasser nachgegossen. Natirlich war die Knopsche
Losung vorher auch vorsichtig sterilisiert worden. Die Kolben- und Topfkulturen wurden im Glashauge
untergebracht, geschiitzt vor zu starker Insolation. Die Wattepfropfen der Kolbenkulturen wurden mit
Seidenpapier umwickelt.

Eine sichere Gewihr daftir, daB sich nun kein Pilz entwickeln wiirde, war gleichwohl mcht gegeben,
da. nicht selten das Sameninnere durch Pilze zerstort ist, was von auBen nicht immer konstatiert werden
kann. Mit wenigen Ausnahmen blieben jedoch die Kulturen frei von solcher Infektion. Nur in einigen
Fallen zeigte sich Pilzmycel an den Samen und machte deutlich den Eindruck, dal es aus dem Innern seinen
Ursprung genommen hatte.

IV. Keimung und Wachstum.

Die Keimungsergebnisse waren schlecht bei Pinus Strobus. Wahrend in der Regel eine Keimungs-
ziffer von 60—70 Prozent angegeben wird, konnte in vorliegenden Versuchen nur eine etwa 10prozentige
erzielt werden. Der Grund mubBte, da die Samen als von letzter Ernte stammend angegeben worden waren,
in der Sterilisation gesucht werden in dem Sinne, daB durch den Samenmund Sublimat eingedrungen war.
Zwel Parallelkulturen mit unsterilisierten Samen brachten jedoch eine nur wenig hohere Keimungsziffer,
Ahnlich verhielt es sich mit Pinus silvestris, sowohl im Frithjahre 1908 als im Winter 1909, als neue Kulturen
angelegt worden waren. Da ferner die Keimungsziffer von Picea excelsa 70 Prozent betrug und Abies pec-
tinata fast vollstdndig keimte, mubte die niedrige Keimungsziffer von Pinus Strobus und Pinus silvesiris
doch auf die mangelhafte Qualitdt der Samen zuriickgefiihrt werden.

Wie nach den theoretischen Erwégungen anzunehmen war, sind die Pflinzchen von Abies pectinata
nur kiimmerlich ausgefallen. Sie wiren wohl alle nach dem Verbrauch der Reservestoffe abgestorben. Die
Beobachtungen erstreckten sich bei der Kultur auf sterilisiertem Sande auf eine Dauer von tber zwei Mo-
naten. Dann wurde etwa die Halfte zum Zweck der Synthese in Humus versetzt und zeigte von da an zum
Teil auffallend besseres Wachstum. '

Im Laufe des Frithjahres 1909 wurden die Pflinzchen mit den Pilzmycelien auf Humus nebst Zusatz
von Knopscher Lisung zusammengebracht. Als die Abies-Pflanzchen der Sandkultur anfangs Juli abstarben,
legten einige der zur Synthese verwendeten die Primérblatter an. Ob dies auf bessere physikalische oder
chemische Bedingungen zuriickgefithrt werden muf, 145t sich nicht sagen. Die Knopsche Lésung war hinzu-
gefiigh worden, weil der Verdacht bestand, daB der sterilisierte Humus keinen giinstigen Nihrboden fir
die Pflénzchen abgeben wiirde. Freilich konnte die Knopsche Losung wiederum das Wachstum der Pilze
hindern, worauf noch zuriickzukommen sein wird.

B. Reinkultur der Pilze.

I. Allgemeines.

VYon der ungehéuren Menge der Humus- und Mistbewohner konnte nur eine verschwindend kleine
Anzahl herausgegriffen werden, selbst fiir den Fall, daB sich keine Kulturschwierigkeiten ergeben sollten;
umfassen ja die Agaricineen allein zwanzig Gattungen und die Gattung Agaricus allein zweitausend Arten
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(Brefeld). Verfasser ist der Meinung, daB darunter viele Pilze sind, die ein und derselben Art angehoren,
da, wie seine eigenen Kulturen bewiesen, die Variabilitit der Fruchtkorper ein und derselben Art sehr groB
sein kann. Die Agaricineen sind erst zu einem sehr kleinen Teil kultiviert worden, da die Sporen meist
nicht keimten; zur Bestimmung dieser Pilzgruppe waren bis jetzt lediglich die Fruchtkérper malgebend.
Aber selbst, wenn sich die Zahl der Agaricineen noch als viel kleiner herausstellen wird, kann an eine ein-
- gehende Behandlung nicht gedacht werden, solange es nicht gelingt, die Kulturschwierigkeiten zu itberwinden.

Aus der Familie der Agaricineen wurden Vertreter von finfzehn Gattungen: Agaricus,
Psalliota, Russula, Russulina, Lepiota, Coprinus, Amanita, Amanitopsis, Cortinarius, Paxillus, Lactarius,
Cantharellus, Hypholoma, Collybia und Trickoloma in Kultur genommen und zwar folgende Arten:

Agaricus helvolus Schaeff., Agaricus amarus, Agaricus eburneus, Agaricus aggregaius, Agaricus albus
Schaefl., Agaricus niveus, Psalliota silvatica, Psalliota campestris var. vaporaria, Psallioia campestris var.
praticola, Russula virescens, Russula rubra, Russula lutea, Russulina alutacea, Lepiota procera, Coprinus
papillatus, Coprinus nycthemerus, Coprinus micaceus, Amanita pustulata, Amanitopsis plumbea, Cortinarius
armillatus, Pazillus involutus, Lactarius mitissimus, Lactartus rufus, Lactarius piperatus, Lactarius deliciosus,
Cantharellus cibarvus, Hypholoma laterittum, Collybia macrourus, Tricholoma bicolor.

Aus der Familie der Hydneen: Hydnum repandum, Hydnum imbricatum.

Aus der Familie der Polyporeen: Boletus edulis.

Von den Ascomyceten aus der Familie der Discomyceten: Morchella conica.

Die dauernde Kultur gelang bei zehn Arten: Agaricus albus Schaeff., Psalliota camp. var. vaporaria,
Lactarius deliciosus, Hypholoma lateritium, Collybia macrourus, Tricholoma bicolor, Hydnum imbricatum,
Coprinus papillatus, Coprinus nycthemerus, Coprinus miceceus.

Von den iibrigen waren die Sporen fast durchweg nicht gekeimt; nur bei einigen: Lepiota procera,
Psalliota silvatica, Amanitopsis plumbea und Russulina alutacea konnte Keimung konstatiert werden, das
Mycel starb jedoch bald ab. Bei Russula virescens wurde Mycelwachstum erzielt, doch konnte infolge des
Mangels jeder Fruktifikation und infolge der Tatsache, daB bis jetzt noch hei keinem Russulapilz die Kultur
gelungen ist (Brefeld), ein Identititsnachweis nicht gefihrt werden.

II. Kulturmethoden.
1. Nédhrmedien iiberhaupt.

Zu den Kulturen wurden die verschiedensten Substrate verwendet, fiir die Humusbewohner Decocte
von Pilzfruchtkorpern, Brot, Agar, Nihrgelatine und Humus; fiir die Misthewohner Mist, Nihrgelatine und
Erde, fur den erdbewohnenden Coprinus micaceus Erde.

Als brauchbar fiir die Humusbewohner erwiesen sich Néhrgelatine, Brot und Humus. Fir die
einleitenden Kulturversuche wurde meist Néhrgelatine verwendet, teils weil auf ihr die meisten Keimungen
erzielt wurden, teils weil die Keimung leichter festgestellt und das biologische Verhalten des Pilzes besser
verfolgt werden konnte.

‘ Die Nahrgelatine wurde in der Zusammensetzung gewihlt, wie sie im botanischen Institut der forst-
lichen Versuchsanstalt Miinchen zur Kultur von holzzersetzenden Pilzen mit Erfolg verwendet wird:

2,5 g Malzextrakt
2,5 g Fleischextrakt
10 g Gelatine und
. 100 g destilliertes Wasser.

Trotz ibrer Vorziige war die Verwendung der Nahrgelatine beschrénkt; einerseits wurde sie durch
fast alle Pilze verfliissigt, so daB das Mycel oft untersank und nur mehr spérlich weiterwuchs, anderseits
bot sie kein geeignetes Substrat fir die spiter vorziunehmenden Synthesen. - -



Brot erwies sich durchschnittlich als brauchbares Medium. Keimungen konnten in keinem Falle
erzielt werden. Obwoh! mit ‘Humus mehr Erfolg zu verzeichnen war, wurden die Brotkulturen
fortgesetzt,dasie geeignet waren, das allmdhlicheAnpassen derMycellen
an ein ihnen ungewohntes Substrat zu verfolgen., Nur ein einziger Pilz, Collybia
macrourns, gedieh gleich anfangs gut. Die andern paften sich nur allmahlich an; Tricholoma bicolor ge-
wohnte sich erst nach monatelangen Kulturen an die ungewohnte Nahrung. Das verwendete Brot war,
wie die Untersuchung zeigte, aus reinem Weizenmehl und Wasser (nicht Milch) baupisiichlich hergestellt.
Die Pilze waren also beim Wachstum auf diesem Substrate zu einer itherméBigen Produktion von Diastasen
gezwungen, an die sie wohl als Humusbewohner nicht gewdhnt sind.

% Humus, das natirliche Substrat, lieferte nicht so gute Keimungsresultate wie die N#hrgelatine,
die Impfungen auf Humus hatten jedoch bei allen Humusbewohnern mit Ausnahme von Hypholoma late-
ritium guten Erfolg. - Es ist letzteres wohl darauf guriickzufihren, dal dieser Pilz auf Baumstocken vor-
kommt, also nicht als eigentlicher Humusbewohner zu betrachten ist. Kulturen auf faulem Holz hatten
spater auch den gewiinschlen Erfolg. Hypholoma lateritium wurde deshalb mit herangezogen, da junge
DPicea-Pflanzchen oft in groBer Menge sich gerade auf faulenden Baumstimpfen ansiedeln; die Wurzeln dieser
zeigen regelmiBig Mycorhizenbildung und sind mit dem faulen Holz vollig verwachsen.

Die Mistbewohner lieBen sich nach leicht errungenen Erfolgen auf Mist auch auf Erde kulti-
vieren, welcher ein wenig Mist beigefliigt worden war; Coprinus nycthemerus lieB sich sogar auf Humus
kultivieren. Das war von Wichtigkeit, da auch fir die Misthewohner ein Substrat gefunden werden muBte,
das zugleich auch den Pflanzchen Gedeihen bot. Die Mistbewohner wurden deshalb in Kultur genommen,
da nach den Befunden vonv. Tubeu i gerade Mistbewohner besonders im Verdacht standen, Mycorhizen-
bildner zu sein.

Die Kultur des erdbewohnenden Coprinus micaceus gelang ohne Schwierigkeiten.

9, Reaktion der Nahrbden.

Der Humus reagiert sauer. Da man also bei den Humushewohnern cine Anpassung an saures
Substrat anzunehmen hatte, wurde die zum Teil geringe Sdure von Brot und Nihrgelatine bet den Kul-
turen noch verstirkt durch Zusatz von einprozentiger Zitronensdurelésung. Dies geschah obendrein zu
dem Zweck, die Spaltpilze abzuhalten. Trotz pemlmhster Vorkehrungen ist es ja oft nicht mdéglich, die
Balterien ohne Siure abzuhalten.

Angeregt durch die Beobachtungen Brefelds?), daf es bei den Basidiomyceten hiufig gerade die
Saure sei, welche, auch wenn sie spurenhaft vorherrscht, die Entwicklung hindert, sogar nicht einmal die
Keimung der Sporen gestattet, ferner durch die eigene, dafl einige Pilze auf cinem Substrat ohne Saurezusatz
besser wuchsen als auf dem angeséuerten, und daB einige Mycelien kurz nach der Keimung abstarben, machte
Verfasser Versuche mit Ndhrgelatine, welcher teils KHCOa, teils (NH )5 PO, bis nahezu zur Neutralisation
hinzugefiigt worden war. o

Die Versuche haben ein negatives Resultat ergeben. Hydnum imbricatum, welcher 'auf angesiuertem
Substrat am schlechtesten gewachsen war, wuchs auf der fast neutralen Nahrgelatine durchaus nicht besser,

das Wachstum blieb sogar hinter dem anderen etwas zuriick. Auch die ibrigen Pilze zeigten geringeres
Wachstum. :

3. Aussaat der Sporeh;und Sterilisierungsmethoden.

Die Pilze wurden, soweit sie Humuspilze waren, in den Waldern gesammelt, womdglich jede Art
in zwei oder mehreren Exemplaren; je ein. Exemplar Wurde in Seidenpapier gewickelt und darin belaSSen
bis zur Gewmnung der Sporen dle anderen dlenten zur Bestlmmung der Art

1) Brefeld. Mycologlsche Untersuchungen, Heft I'V, Seite 7. - .
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Durch Herrn Prof. v. Tub euf wurde Verfasser auf eine Methode der Sporengewinnung aufmerksam
gemacht, durch welche es ihm ausnahmslos gelang, fremde Keime abzuhalten. Von den mehrere Hundert
zéhlenden Kulturen waren nur zwei durch fremde Pilze verunreinigl worden; die Verunreinigung war in
diesen Fallen dadurch verursacht worden, daf das hymeniale Gewebe selbst schon allen moglichen Ver-
unreinigungen ausgesetzt gewesen war. Es wurden stets solche Fruchtksrper bevorzugt, bei denen das
Velum noch nicht zerrissen war.

Die Methode der Sporengewinnung bestand in der Verwendung von zwei Zinukapseln, wie sie zum

VerschluBl von Weinflaschen Verwendung finden. Die eine wird siebartig durchléchert, die andere dartiber
gestiilpt. War das Substrat im Erlenmeyerkslbchen untergebracht, dann wurde zuerst die durchlocherte,
~dann die undurchlécherte Kapsel, in deren Boden angefeuchtete Watte gesteckt worden war, dariiber ge-
stiilpt, dann das Ganze im Autoclaven sterilisiert, wenn es sich um Brot oder Humus als Nahrmedium
handelte. Wurde Nihrgelatine verwendet, dann muBte, da diese im Autoclaven die Gerinnungsfahigkeit
verliert, fraktionierte Sterilisation im Dampftopf angewendet werden. Die angefeuchtete Watte hatte den
Zweck, einen Turgor der Zellen des verwendeten Hymeniums und damit ein Ausgeschleudertwerden der
Sporen zu bewirken. War die Sterilisation vollzogen, dann wurde das Kélbchen in stromenden Dampt
gestellt, mit sterilisiertem Skalpell ein Stiick aus dem hymenialen Teile herausgeschnitten, dieses auf die
durchlocherte Kapsel gelegt und dartiber die undurchldcherte gestillpt. Nach drei bis vier Stunden,
spitestens nach einem balben Tage, wurden die Kapseln weggenommen und der Kolben mit sterilisierter
Watte verschlossen. :
: Eine andere Methode gelang dadurch, daB in eine sterilisierte Petrischale mit sterilisierter Nihr-
gelatine ein ausgeglithtes und mit absolutem Alkohol abgekiihltes Drahtnetz, mit dem hymenialen Gewebe
obenauf, gelegt wurde. Ging die Keimung vor sich, dann wurde das Mycel auf Brot oder Humus iber-
geimpft, wenn nicht, eine Anzahl der Sporen samt der Nédhrgelatine. Damit die Sporen in diesem Falle
in Berithrung mit dem neuen Substrat kamen, wurde dieses von auBen her durch heiles Wasser bis zum
Schmelzen der Gelatine erwérmt.

4. Keimung und Wachstum; Impfungen.

Wie schon erwihnt, erfolgte Keimung nur bei einem Teile der Pilze. Unter diesen waren wiederum
einige, deren Mycel bald nach der Keimung abstarb. Es ist moglich, da die Saure daran schuld war,
wahrscheinlich ist es nach den Ergebnissen nicht.

Bei den iibrigen wurde die Keimung auch nicht chne weiteres erzielt. Die gewohnliche Gelatine-
kultur war hei Agaricus albus resultatlos gebliehen. Angeregt durch die Versuche von v. Tubeuf,
Hartig und Méller in bezug auf die stimulierende Wirkung der phosphorsauren Salze, brachte
Verfasser die Sporen auf Nahrgelatine, welche mit einer einprozentigen Lisung von (NH,); PO, bereitet
worden war. v. Tubeuf hat zuerst darauf hingewiesen, dal sich die drei Salze der Phosphorsdure
verschieden verhalten je nach der Reaktion, daB nur NH, H, PO, das Mycelwachstum — es handelte
sich um den Hausschwamm — férdert, daf dagegen die beiden andern Salze schiadlich wirken, sobald
dadurch das Substrat seine sauren Eigenschaften verliert.

1908 hat MiB Rumbold?) in einer Arbeit iiber einige holzzersetzende Pilze diese Tatsache auch bel
diesen festgestellt. Um jedoch auch bie Brefeldsche Beobachtung von der Schédlichkeit der Saure in
Betracht zu ziehen, wurde zuerst das alkalische tertisre Salz verwendet und die Saure des Substrats damit
fast bis zur neutralen Reaktion abgestumpft. Es trat wohl Keimung ein, das Wachstum des Mycels war
jedoch sehr gering. Die Impfungen auf ein Substrat, dessen Saure infolge Verwendung von NH, H, PO,
nicht abgestumpft war, hatten bedeutend besseres Wachstum zur Folge. Die Keimung konnte auf Néhr-

1) Rumbold: Beitrage zur Kenntnis der Biologie holzzerstdrender Pilze. - Naturw. Zeitschr. fir Land- und
Forstwirtsch. 1908, 2. Heft.
Bibliotheea hotanica. Heft 76. _ ‘ 9
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gelatine leicht festgestellt werden. Dadurch, daB die Sporen nur durch die L.ﬁcher der Kapsel falssen konnten,
ergaben sich bei der Keimung auf der Nihrgelatine matte Punkte fast in derselben 'Vertellung, wie die
Locher der Kapsel. Bei allen anderen Kulturen mit Ausnahme der erwithnten zwei blieb die Ndhrgelatine
vollig klar. | |

Im Sommer 1908 waren die Sporen, welche keine Keimung ergeben hatten, in sterilisierten Petri-
schalen, in welche sie mittels der zweiten Methode gebracht worden waren, aufbewahrt worden. ImﬁiHcrbste
desselben Jahres wurden nochmals Keimungsversuche angestellt, teils durch Anwendung von Kéilte mit
darauffolgender Warme, teils von NH, NO, und NH, H, PO,. Die Versuche verliefen simtlich resultatlos.
Auch die Gelatinekulturen mit den ungekeimten Sporen wurden der Kilte (im Freien) und darauffolgender
Wirme ausgesetzt (— 2°, — 40, — 19, 09, +4- 29, 4-159). Die Kulturen wurden tdglich untersucht. Am
rwoliten Tage war Tauwetter eingetreten; bei der Untersuchung zeigte die Kultur von Amanitopsis plumbea
deutlich das Lacherbild; die mikroskopische Untersuchung ergab Keimung. Weiteres Wachstum erfolgte
jedoch nicht, obwohl die Kultur darauf in den Arbeitsrawm mit einer Temperatur von -+ 15° Reaumur
gebracht worden war. :

Die Annahme Brefelds, daB die Keimung vieler Sporen der Hymenomyceten an eine Ruhe-
periode gebunden sei, war die Veranlassung, dab die Sporen in den Gelatinekulturen, die ja Feuchtigkeit
enthielten, aufbewahrt wurden. Im Frithjahr 1909 wurde der inzwischen ausgetrockneten Gelatine steri-
lisiertes Wasser zugesetzt und die Temperatur auf 259 Celsius gebracht. Keimung erfolgte nicht.

Mit groBer Leichtigkeit keimten die Sporen der Coprinus-Arten. Bei allen drei erfolgte Keimung
schon nach wenigen Tagen. Die Sporen von Coprinus papillatus wurden im Sommer 1908 gewonnen, die
von Coprinus nycthemerus und Coprinus micaceuws im Herbst. Auch monatelanges trockenes Autbewahren
scheint manchen Coprinus-Arten nicht zu schaden. Die am 1. Juli gesammelten Sporen von Coprinus
papillatus wurden am 27. November nochmals auf Mist ausgelegt; am 10. Dezember konnte Keimung
und weiterhin reichlicie Mycelentwicklung festgestellt werden. Die Keimfahigkeit war also wohl etwas
herahgesetzt, doch nicht vernichtet worden.

Bei den Sporen von Psalliota campestris var. praticola hatten die eingehendsten Keimungsversuche
keinen Erfolg. Die frischen Sporen waren im Sommer auf Ndhrgelatine ohne und mit (NH,) H, PO, aus-
gelegt und im Herbste dem Kélte- und Warmereiz ausgesetzt worden, nachdem sie auf feuchtem, sterilem
Sande aufbewahrt worden waren. Die glinstigen Erfolge der Mil M. Ferguson?') in dieser Beziehung, deren
Versuche zum grofien Teil, alle ohne Erfolg, wiederholt wurden, sind nicht zu verstehen, wenn man nicht
biologische Ursachen des Nichtkeimens annimmt, etwa mangelnde Reife oder mangelnde Entwicklungs-
fahiglkeit mancher Varietdtssporen tberhaupt.

In ihrer Arbeit erwéhnt Mi F er gus on auch, daB das wachsende Mycel die Keimung der Sporen
in irgendeiner Weise giinstig beeinflusse. D u g g ar?) stellte dariiber ebenfalls Untersuchungen an und
bestatigte in seiner Arbeit iiber Pilzezucht die Richtigkeit der Beobachtung. In derselben Arbeit berichtet
er iiber seine neue Methode, Pilze zu ztichten. VeranlaBt durch die Beobachtung, daB Verletzungen an
jungen Pilzen dadurch geheilt werden, daf Hyphen vom Rande iiber die verletzten Stellen wachsen, kamen
erund M.Ferguson auf den Gedanken, Kulturen herzustellen dadurch, daB sie Gewebestiickchen aus
dem Fruchtlkérper des Pilzes auf das Substrat ttbertrugen — ,,the tissue-culture method®. MiBerfolge
waren bei dieser Methode, wie D uggar versichert, nicht zu verzeichnen, auBer ,,wenn der Pilz zu alt
war, wenn Bakterien die Kultur befielen oder wenn ein ungiinstiges Medium gewithlt worden war.

Er konstatierte ferner, da auch das durch Geweébeimpfung gewonnene neue Mycel die Sporen-
keimung anregt und hat Keimung nach seinen Angaben auf diese Weise innerhalb drei bis finf Tagen bei
Psolliota campestris erzielt. Verfasser versuchte nunmehr, durch Gewebeimpfung Mycelwachstum zu be-
kommen und durch Einwirkung des letzteren auf die Sporen auch Keimung der letzteren. Die Gewebe-

') M. Ferguson: ,,A preliminary study of the germination of the spores of Agaricus campestris and other Basidio-
mycetes Fungl. U. 8. Depart. of Agric. 1902,

) Duggar: The principles of mushroom growing and mushr, spawn making, Bureau Plant. Ind. U. 8. Dept. Agric.
1905, Bull. 85, page 1-—560.
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impfung gelang; die Sporen keimten jedoch trotz wiederholter Versuche nicht. Die Gewebe-
impfung wurde in der Weise vorgenommen, da8 mit sterilisiertem Skalpell aus dem Innern des Fruchi-
stieles ein Stiickchen herausgenommen und direkt auf das Substrat ubertragen wurde, teils aul Nihrgelatine,
teils auf alten Mist. Es handelte sich um die Varietit Psalliota campestris vaporaria.

Die Gewebestiickchen wurden am 16. Dezember 1908 ausgelegt; schon am 22. Dezember zeigte sich
in der Gelatinekultur Wachstum, das in den niichsten Tagen fortschritt, doch nicht auf das Substrat ither-
griff. In der Mistkultur zeigte sich kein Wachstum. Am 24. Dezember wurde das Gewebestitckehen aus
der Gelatinekultur herausgenommen und auf Erde, welcher etwas alter Mist zugefiigt worden, tbertragen.
Am zweiten Januar war ein Ubergreifen des Mycels auf das Substrat zu beohachten. Das Wachstum schritt
langsam fort und wurde crst besser, als das Mycel auf noch #lteren Mist iibertragen worden war.

Gewebekulturen, diec mit Boletus edulis und Russulina alutacea vorgenommen worden waren, hatten
keinen Erfolg gehabt.

Ill. Einiges iiber die Biologie der kultivierten Pilze.
Agaricus albus Schaeff.

Gefunden im Walde zwischen Grafelfing und Planegg (bei Miinchen). Bestimmtnach Schaeffer:
Fungorum icones 1762, Tafel 256.

Ag. albus Schaelf. wurde bis jetzt noch nicht kultiviert, soweit dem Verfasser hekannt.

Die Sporen keimten, wie schon erw#hnt, erst nach Behandlung mit (NH,); PO, und zwar nach
vierzehn Tagen. Von allen kultivierten Humusbewohnern war bei diesem das Mycelwachstum am geringsten.
Das Mycel ist, makroskopisch betrachtet, von schmutzig weiBer Farbe, hyalin und auBerordentlich zart;
die Dicke schwankt zwischen 1,1 und 2,3 ¢. Die Septierungen sind schwer zu erkennen und nicht héufig;
mit Sicherheit konnten sie erst bei inhaltslosen Hyphen festgestellt werden. Das Wachstum war besser
ohne Zusatz von Zitronensture; pathologische Veranderungen waren jedoch bei den Mycelien der an-
gesduerten Kulturen nicht vorhanden, es miifiten denn keulenférmige Anschwellungen an vielen Septie-
rungen als solche aufzufassen sein. Auffallend sind hockerartige Gebilde, die in allen Kulturen, immer in
der Nighe der Septierungen, auftraten; sie machten infolge dessen den Eindruck von Schnallen, die im ersten
Stadinm der Entwicklung stehen geblieben waren. Wenn die Hyphen anfangen, zu hungern, zeigen sie
Neigung, sich zu Stringen aneinander zu legen. In einigen Kulturen konnte Ausscheidung weniger undeut-
licher Kristalle konstatiert werden. Um ihre Natur festzustellen, wurde HCl zugegeben, wodurch sie
ohne CO,-Entwicklung geldst wurden; da sie sich in CH; COOH und KOH nicht losten und Zusatz von
H,S0, und Erwérmen Gipsnadeln zur Folge hatte, war die gew¢hnliche Ausscheidung von Ca (COO),
nicht mehr zweifelhaft. ”

" Bildung von typischen Schnallen erfolgte kein einziges Mal; ebenso fehlte Oidienhildung und sonstige
Nebenfruktifikation. Vakuolenbildung war in den Brotkulturen hiufiger als in den anderen.

Psalliota campestris var.vaporaria.

Bezogen von einem Gértner im Winter. Bestimmt nach Rabenhorst I, Seite 658.

Psalliota campestris wurde von M. Ferguson und Duggar kultiviert.

Die Kultur gelang durch Gewebeimpfung, wie schon erwéhnt. Der Inhalt des Mycels ist hyalin oder
kérnig, die Dicke schwankt zwischen 2 und 2,6 p. Die Septierungen sind zahlreich. Hiuofig werden Ana-
stomosen gebildet. Schnallenbildung und Nebenfruktifikation fehlten. Nichtselten sind Anschwellungen
an den Septierungen zu beobachten. ‘ '

Auch auf Humus wuchs schlieBlich das Mycel, wenn auch spérlich. Die mikroskopische Unter-
suchung zeigte, daB das ungewohnte Substrat krankhafte Verinderungen hervargerufen hatte. Die An-
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schwellungen waren stéirker geworden, die Vakuolen hiufiger; das Mycel sah buckelig und gedrungen aus.
Dis Vakuolen zeigten gelbliche, das Licht stark brechende Einschliisse als Reste des Zellsaftes.
Die Hyphen zeigten das Bestrehen, sich aneinander zu legen und zwar so sehr, dal dadurch makro-

skopisch deutlich sichtbare Strénge entstanden.

Lactarius delictosus.

Gefunden im Walde bei Planegg (bei Miinchen). - Bestimmt nach M1 ¢ h a e 1: Fahrer {ir Pilzireunde
I, No. 37; Rabenhorst: 1884, S. 543. _

Die Gattung Lactarins ist von Hoffmann, de Bary und WeiB studiert worden, doch nur
die Morphologie, da die Sporen nicht keimten; f. auch Brefeld, Mycologische Untersuchungen, VIII,
Seite 35. In seinen ,,Neuen Untersuchungen 1908 wiederholt Brefe 1d seine schon frither gewonnene
Erfahrung, daf es besonders die den Boden bewohnenden Pilze seien, welche die Keimung versagen, ohne
die Gattung Lactarius besonders zu erwéhnen. ' :

Die Sporen keimten auf saurer Nahrgelatine nach zirka acht Tagen in einer von zweli Kulturen;
die andere Kultur war nicht angesduert worden. Auf Humus erfolgte keine Keimung. Das Mycel wuchs
raseh und tppig. Es ist ungemein zart; die Dicke schwankt zwischen 1 und 2,5 ; die Hyphen sind hyalin,
manchmal mit Vakuolen. Die Septierungen werden deutlich erst bei Hyphen ohne Inhalt. Es werden
reichlich Lufthyphen gebildet von blendend weiier Farbe sowohl auf Humus wie auf Brot.

Auffallend war die ungeheure Oidienbildung, sowohl bei Brot- wie bei Humuskulturen. Da nen
angelegte Kulturen keine Oidienbildung zeigten, ist anzunehmen, daB diese nicht durch Mingel des Sub-
strates, sondern durch den Verbrauch der Nahrungsstoffe veranlat worden war.

Kristalle von oxalsaurem Kalk wurden reichlich ausgeschieden. In den Brotkulturen schied der
Pilz stets eine klare bernsteingelbe Flissigkeit in Tropfenform ab. Die Untersuchung mit Lackmus und
Phenolphthalein ergab saure Reaktion; der Farbstoff ist nicht lipochromartiger Natur. -Schnallenbildung
fehlte. ‘

Hypholoma lateritium.
(Synonym: Agaricus lateritius Schaeff.)

Gefunden in den Wildern der Moorkulturanstalt Bernau, bestimmt nach Mich a el II, No. 66;
Rabenhorst 1884, S. 652.

Hypholoma lateritium ist noch nicht kultiviert worden; Brefeld hal drei Arten der Gattung
in Kultur genommen: H. fasciculare, H. sublateritium und H. pyrotrichum; der letztore ergab keine Sporen-
keimung.

H. appendiculotum wurde von M. Ferguson kultiviert.

Die Sporen keimten auf saurer Nihrgelatine nach etwa vierzehn Tagen. Das Mycel wuchs reichlich
in einzelnen Polstern, zwischen denen die Hyphen in die flissig gowordene Néhrgelatine untersanken. Es
schmiegt sich eng an das Substrat an, bildet wenig Luftmycel und hat das Aussehen feinen Zuckerstaubes.

Die Septierungen sind stets deutlich zu erkennen; der Inhalt ist teils hyalines, teils korniges Plasma,
dem oft Oltropfehen eingelagert sind, die die Osmiumreaktion deutlich ergaben. Die Hyphen bilden h#ufig
Anastomosen; ihre Dicke schwankt zwischen 1 und 4 p. Schnallen wurden in groBen Mengen gebildet
(Tafel I Fig. 1 u. 2).  Merkwirdigerweise zeigte sich in einer spateren Gelatinekultur trotz mehrfacher
emgehender Untersuchungen keine Spur von Schnallen, wohl ein Beweis dafir, dal die Schnallenbildung,
beziehungsweise das Fehlen derselben nicht als ein stehendes Charakteristikum eines Pilzes angesehen
werden kann. Schon wenige Tage nach der Keimung tritt Oidienbildung auf, die allmahlich ganze Mycel-
~ faden ergreift. '

Kristalle von oxalsaurem Kalk wurden in Menge ausgeschieden. Awuf Brot wuchs der Pilz anfangs
scl}leght. Auch hier bildete er Polster, zwischen denen makroskopisch kein Mycel zu sehen war. Die all-
mihliche Anpassung an die ungewohnte Nahrung konnte bei diesern Pilz besonders gut beobachtet werden.
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Die Untersuchung der ersten Kulturen ergab durchweg mehr oder minder ausgeprigie pathologische Ver-
dnderungen, die in eigentiimlichen, buckeligen und kugelférmigen Anschwellungen bestanden (Tafel T
Fig. 3—8). Der Inhalt der Hyphen war teils hyalin, teils kérnig. Manchmal horte das Plasma mitten in einer
Hyphe an einer Septe aufl. Der Pilz wuchs auf Brot m it Saurezusatz etwas besser als auf ungesiuertem.
Das mag teils darauf zuriickzufiithren sein, daf auf dem letzteren Bakterien das Wachstum hemmten, teils
darauf, da8 der Pilz an sauren Zellsaft gewohnt ist. Das letztere 1iBt sein Vorkommen an noch ziemlich
frischen Baumstiumpfen vermuten. Eine Brotkultur zweieinhalb Monate spéter zeigte zum erstenmale
normales Mycel wie die Gelatine- und Humuskulturen. Kristallausscheidung und Oidienbildung war auf
Brot geringer wie auf Niihrgelatine.

Auf reinem Humus erfolgte nur geringes Wachstum, sehr gutes auf mit faulendem Holz gemischtem
Humus. Auf diesem Substrat war Oidienbildung und Kristallausscheidung an manchen Stellen ungeheuer.
Frisch wachsendes Myecel bildet, wie wiederholte Untersuchungen ergaben, keine Oidien; sie treten erst
nach einigen Tagen auf. Sie zeigen nicht die rundliche kurze Form der Oidien von Hypholoma fasciculare,
wie sie Brefeld in seinen Mycolog. Untersuchungen, Heft VIII, Tafel IV, abbildet. Sie sind meist
stabchenformig, von verschiedener Liénge, selten isodiametrisch gestaltet. Tinrollung der Enden wvon
Oidienschntiren, wie sic Brefeld bei Hypholoma fasciculare beobachtete, kommt auch bei Hypholoma
lateritium vor (Tafel T Fig. 9u.10). Nach Schnallen suchte Verfasser bei lteren Kulturen stets vergeblich.

Collybia macrourus.
(Synonym: Agaricus macrourus var. 1 Secop.)

Gefunden im Walde bei Schlofi Seefeld (bei Miinchen). Bestimmt nach Michael II, No. 83:
Rabenhorst 1884, S. 783.

Brefeld hat acht Arten der Gattung Collybia in Kultur genommen, Collybia macrourus nicht,
Die Sporen von Collybia fusipes keimten nicht. Mycolog. Untersuchungen, Heft VIII, Seite 56-f.

Die Sporen wurden auf Nahrgelatine ausgelegt und keimfen nach einigen Tagen. Durch das Mycel-
wachstum wird die Gelatine stark verflissigt. Der Pilz bildet reichliches Luftmycel von flaumigem Aus-
sehen und blendend weiler Farbe. Der Inhalt ist homogen und hyalin, die Septierungen sind nicht zahl-
reich, vielfach mit Schnallenfusionen. Die Dicke der Fiden schwankt zwischen 1 und 3 p, erreicht manch-
mal auch 4,5 p.. Beim Wachstum auf Brot zeigten sich anfangs deutlich pathologische Bildungen: blasen-
artige Erweiterungen, der Inhalt mit einer Unzahl von Vakuolen durchsetzt. Von allen Humushewohnern
gelang es nur bei Tricholoma bicolor und bei diesem, Fruchtbildung herbeizuftihren. Das héufige Uber-
impfen des Mycels von einem Substrat auf das andere hatte nebenbei den Zweck gehabt, den Pilz zur Frukti-
fikation anzuregen. Da die Pilze zur letzteren hiufig dann schreiten, wenn die Exmtonzbedmgungen an-
fangen, schlechte zu werden, war zu vermuten, da8 beim Uberimpfen des Mycels von einem ginstigen
Néhrboden auf einen ungtinstigen der Zweck einigermalBen erreicht wiirde. Es wurden zwei Fruchtkérper
erziolt, beide auf Brotkulturen vom 29. Jan. 1909 mit Mycel aus Gelatinekulturen vom 19, Nov. 1908.
Der eine Fruchtkorper erschien am 21. April, der andere am 5. Mai. Beide waren viel kleiner als die aus dem
Walde geholten, doch an Farbe und Form sofort zu erkennen (Tafel I Fig. 14 [Phot. des einen der beiden
Fruchtkorper]). Oidienbildung wie sie Brefeld bei einigen Arten beschreibt, ebenso Sclerotienbildung,
wie er sie bei zwei- Arten festgestellt hat, fehlten. Wurden die Kulturen alt, dann sank das Mycel zu-
sammen und bildete eine glatte, lederartige Oberfliche mit gebréunten Stellen, die bei mikroskopischer
Untersuchung sich als gewebeartig verbundene Hyphenmassen erwiesen, an der Peripherie stark gebriunt,
gegen das Innere immer weniger (Tafel T Fig. 12).

Es handelte sich dabei um das Eingehen eines Dauerzustandes, dhnlich wie ihn Harder in seiner Arbeit
iber Xylaria hypoxylon in der Naturw. Zeitschrift fir Forst- und Landwirtschaft 1909 Seite 451 als Zonen-
bildung beschreibt. Harder nennt mit Recht die Zonenbildung ein Schutzmittel des Pilzes gegen ungtinstige
Verhaltnisse; daB aber die Farbstoffausscheidung nur eine nebensdchliche Erscheinung ist, wie er meint,
kann schon deshalb nicht zugegeben werden, weil tiberall da, wo es sich um derartige Schutz- und Dauer-
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bildungen handelt, Farbstoffe und zwar braune, in den Membranen abgelagert werden, so beim Kernholz,
bei der Korkbildung, bei der Rinde der Sklerotien und Rhizomorphen usw. Auch wire dann gar nicht
einzusehen, warnm die Farbstoffhildung immer gerade in der dufferen Schicht erfolgt. '

Die Schnallenbildung trat bei Collybia am haufigsten auf; in einem Falle war eine Schnalle zu einer
neuen Hyphe, wiederum mit einer Schnalle, ausgewachsen. Kristallausseheidung fehlte.’

Tricholoma bicolor.
(Synonym: Agaricus bicolor Persoon; Agaricus personatus Frics.)

Gelunden in den Waldern bei Matrei a. Brenner und bei Planegg (bei Minchen).

Bestimmt nach Michael II, No. 89; Rabenhorst 1884, Seite 810,

Brefeld hat von der Untergattung Tricholoma sechs Arten in Kultur genommen, von denen nur
die Sporen von einer Art, Tricholoma sordidum, keimten. Mycologische Untersuchungen, Heft VIII, Seite 54.

Die Sporen keimten auf Humus und Néhrgelatine nach etwa acht Tagen. Die Gelatine wurde durch
das Wachstum sehr stark verfliissigh und das Mycel sank unter; am Rande des verflussigten Teiles zeigte
sich jedoch bald neues Wachstum, das in dem Mafe weiter fortschritt, als das alte Mycel untersank. FEine
vierte und fiinfte Impfung hatte zur Folge, daB das Mycel nicht mehr untersank und nun entwickelte sich
ein prachtvolles, viclettes Luftmycel, das sich in dichtem, flaumigem Rasen rasch ausbreitete. Seine Farhe
ist etwas heller wie die des Fruchtkorpers. Schnallen wurden hiufig gebildet. Die Dicke der Fiaden schwankt
zwischen 2 und 5 p; der Inhalt ist hyalin und homogen. Oidienbildung fehlte vollkommen, auch Kristall-
ausscheidung.

An Brot palte sich der Pilz nur sehr schwer an. Die Versuche, Fruchtkérperbildung anzuregen, waren
lange erfolglos, bis sich bel zwei Kulturen, welche am 16. Mérz 1909 angelegt worden waren, im Herbste 1909
eine Menge kleiner, doch deutlicher Fruchtkdrper zeigten (Tafel T Fig. 13 [Phot. einer der beiden Kulturen]).

Hydnum imbricatum.

Gefunden in den Wildern bei Planegg (bei Munchen). Bestimmt nach Michael I, No. 20;
Rabenhorst 1884, Seite 384.

Brefeld hat von der Gattung Hydnum mehr als zwilf Arten in Kultur genommen; die Sporen
keimten jedoch bei keiner einzigen. Mycolog. Untersuchungen, Heft VITI, Seite 22. Duggar gelangen
Kulturen von Hydnum coralloides bis zur Fruchthildung.

Die Sporen keimten auf Humus; auf Nghrgelatine irat gleichlalls Keimung cin, das Mycel starh
jedoch bald nach der Keimung ab. Mit dem auf Humus gut gediehenen Mycel wurden Impfungen auf
Gelatine ausgefithrt, tells ohne, teils mit Siure. Das Myecel wuchs auf beiden Substraten, doch be-
sonders auf dem angesiuerten sehr langsam. Impfungen auf Brot mit und ohne Siure zeigten dasselbe
EI'*gebnis. Die Gelatine wurde fast gar nicht verflissigt. Da hier allem Anschein nach die Saure schidlich
w%rk'te, machte Verfasser die schon erwihnten Versuche mit neutralisiertem Substrat. Das Ergebnis war,
wie .angegeben, negativ. Die Angabe Kiisters?), daB die Gelatine von Mikroorganismen durch Aus-
scl}eldung tryptischer Fermente verfliissigt werde, trifft fir die Hymenomyceten nicht zu. Verfasser hat
];e} allen untersuchten Kulturen nur bei Hydnum imbricatum geringe, sonst reichliche S#urcausscheidung
mit Lackmus feststellen kénnen. Da die tryptischen Fermente nur in alkalischem Medium wirksam sindb
kann es sich hier nur um Pepsine handeln. | }

Das Mycel von Hydnum imbricatum ist rein weilf und ungemein zart; die Dicke schwankt zwischen
£,3und 3,5 B Die Septierungen sind erst bei inhaltslosen Hyphen deutlich zu erkennen. Schnallenbildungen
felhlten. .I.(rlstalle wurden in groBen Mengen ausgeschieden. Anastomosen waren nicht selten. Der Pilz
bildet Oidien, doch offenbar erst nach lingerem Wachstum und unter besonderer Verhiltnissen. Monate
alte Brotkulturen bliehen frei von Oidien, wihrend sie in einer drei Wochen alten Humuskultur massenhaft

I} Kister: Anleitung zur Kultur von Mikroorganismen, Seite 85 und 82. Leipzig und Berlin 1907.



auftraten. Hydnum imbricatum scheidet beim Wachstum auf Brot cine schwach sauer reagierende gelbe
Flussigkeit in Tropfenform aus. Beim Wachstum auf neutralisiertem Substrat bildete der Pilz Ringe,
dhnlich denen von Penicillium.

Coprinus papillatus.

Aus Mist gezogen im Juli 4908. Bestimmt nach Rabenhorst 1884, Seite 628,

Copr. pap. wurde von Brefeld nicht kultiviert; auch nicht von anderen, soweit Verfasser bekannt.

Der Hut ist anfangs eiférmig, dann glockenformig, schlieBlich schirmférmig und ausgebreitet, hraun,
spiter grau und mit braunen Papillen besetat, ca. 1 em breit. Lénge des weiBen Stiels ca. 4—8 em. Sporen
braunschwarz, 1013 p lang, 5—7 u dick.

Die Sporen keimten ungemein leicht, schon nach einem bis zwei Tagen, und verloren ihre Keimungs-
ihigkeit auch durch Austrocknen nicht ganz, wie schon erwihnt.

Das Mycel wéchst gut aul Mist; die Dicke schwankt zwischen 1,7 und 3,4 p. Die Septierungen
sind deutlich »zu sehen und haufig mit Schnallen besetzt. Nach zirka vierzehn Tagen beginnt die Frueht-
korperbildung in Form von kleinen, braunen, kaum nadelkopfgrofien Héckerchen. Schon zwei Tage spéter
ist der IFruchtkérper cntwickelt. Die Zahl der Fruchtkdrper wiichst sehr schnell, so daB das Substrat wie
von ihnen erfillt erscheint. Dies steht im Widerspruch mit dem nicht allzu héufigen Aultreten derselben
in der Natur, diurlte jedoch dadurch zu erkliren sein, daB die Konkurrenz mit anderen Pilzen und mit
Balkterien bei der kimnstlichen Kultur wegfilli, Viele Fruchtkorper entstehen im Innern des Substrates in
Hohlrgumen und bleiben da auf halber Entwicklung stehen.

In einer spiter untersuchten Kultur waren — analog anderen Pilzen — absolut keine Schnallen
zu entdecken. Sklerotienbildung und Oidien fehlten.

Coprinus micaceus.

Gezogen aus einem Blumentopf im Nov. 1908.

Bestimmt nach Rabenhorst 1884, Seite 629,

Coprinus micaceus wurde von M. Ferguson') kultiviert.

Der Hut ist anfangs eiférmig, dann glockenférmig, gelbbraun, zwei bis vier Zentimeter breit, mit
dunklen Kérnchen belegt. Der Stiel ist 8-—12 cm lang, 4—8 mm dick. Sporen braun, 7—8 ¢ lang,
4—6 . dick.

Die Sporen keimten auf Nihrgelatine nach wenigen Tagen und wurden teils auf Erde, teils auf Erde
und Mist ausgelegt. Das Wachstum war reichlich. Das Myecel ist deutlich septiert, hyalin, 1,5—4 w dick,
ohne Schnallenbildung und Nebenfruktifikation. Makroskopisch betrachtet hat es ein wolliges, gespinst-
artiges Aussehen von oft gelber Farbe. Dieses Aussehen wird dadurch bedingt, daB die Hyphen die Neigung
besitzen, sich zu Stringen zusammenzulegen.

Die Fruchtkérperbildung trat bei diesem Coprinus viel spiter ein als bei den andern, nach etwa
zwei Monaten. M. Ferguson erwahnt in der zitierten Arbeit, da bei ihren Kulturen von Coprinus
micaceus auf Bohnenschoten, faulem Holz und dergl. Keimung nach sechs bis zw¢lf Stunden und Frucht-
korperbildung nach etwa drei Wochen eingetreten sei.

Coprinus nycthemerus.

Aus Mist gezogen im Okt. 1908. Bestimmt nach Rabenhorst 1884, Seite 626.

Coprinus nycthemerus wurde von Bre f e 1 d nicht kultiviert. Mycolog. Untersuchungen, Heft VIII,
Seite 38.

Die Bestimmung des Coprini stoft auf Schwierigkeiten hauptstichlich deshalb, weil die Fruchtksrper
und selbst die Sporen ein und derselben Art oft grofen Veranderungen unterworfen sind. Erst die Kultur

1y M. Ferguson: ,A preliminary study of the germination of the spores of Agar. camp. and other Basidiomycetes
Fungi.** U. 8. Depart. of Agric. 1902. : : :
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kann da vollen AufschluB geben. So hat Brefeld die fast vollige Gleiqhheit von Coprinus niveus und
Copr. lagopus erkannt, wihrend sie Rabenhorst noch zu.ganz.verschledencn Gruppen ‘rechnet, Cop-
rinus lagopus wu den Veliformes, Coprinus niveus zu den Pelliculosu. . ‘ |

Der vorliegende Pilz hat anfangs zylindrischen, dann g]ockenféirmlgen, endhich -ausgne.bre.rte'ton —und
am Rande umgebogenen Hut; er ist anfangs weiB und mit kleinen Zﬁt'pcllen .beafetzt, mi, .Jn'auullchcm Zen-
trum ; spiter wird er dunkelgrau infolge des Verlustes der Zottchen und zex_‘sphhtzt: Breite des Hutes sehr
variabel, schwankend zwischen 4 mm und 4 cm, ebenso die Linge des Stieles zwischen 5 em und 20 em.
Dicke des Stieles 1—4 mm, Farbe weiB. Auch die Grifie der Sporen ist schwankend; neben linglichen
mit 10—15 p Linge und 5--8 p Dicke sind rundliche nicht selten mit ca. 8 w Durchmesser. Die Farbe
der Sporen ist, maleroskopisch betrachtet, schwarz, mikroskopisch dunkelbrauu. _

Die Sporen keimten in einigen Tagen. Das Mycel ist hyalin, oft reich an Vakuolen; in den Kulturen
war es stets sehr spirlich entwickelt. Die Dicke der Hyphen schwanlt rwischen 2 und 4 @, Schuallen-
bildung war hiufig in allen Kulturen. Oidienbildung, ebenso Sklerotien fehlten, auch Stidbehenbit-
dung, wie sie Brefeld bel einigen Coprini beschreibt, die dem Coprinus nycthemerus sehr ihnlich sind.)
Die Fruchtkorper entwickeln sich in ihren ersten Anféngen stets etwa vierzehn Tage nach der Aussaat der
Sporen. Von der Anlage der Fruchtkérper his zu ihrer vélligen Aushildung vergehen zwei bis drei Tage.
Die véllige Streckung des Stieles und die Entfaltung des Hutes erfolgt wihrend der Nacht.

Auffallend ist die groBe Verschiedenheit der Fruchtkdrper. Neben ganz kleinen, mit etwa 4 mm
Hutdurchmesser, kamen solche mit 4 ¢m Durchmesser vor und dazwischen alle mdoglichen Ubergiinge.
Dab dies auch bei anderen Arten vorkommt, zeigt neben den Angaben Rabenhorsts die Beobachiung
Brefelds bei Coprinus lagopus, von dem er erwihnt, daf es ihm schwer fiel, ihn an den verschiedenen
Fruchtkdrpern immer wieder zu erkennen.?)

Die Aussaat der Sporen eines groBen Fruchtkérpers ergab wieder grofie und kleine Fruehtkirper.
Die Verschiedenheit ist also wohl darauf zurtickzulthren, daB das Nihrmaterial anfangs vecht reichlich
zur Verfiigung steht, bald aber verbraucht wird und dann nur mehr zur Aushildung kleiner Fruchtkirper
ausreicht. Tatsachlich waren in den beobachteten Fillen die kleinen Fruchtkérper zuletzt ausgebildet
worde.

C. Vereinigﬁng von Pilz und Wurzel und deren Ergebnisse.

I. Allgemeines.

Wenn auch zugegeben werden muB, daf Laboratoriumsversuche nicht unbedingt entscheidend in
biologischen Fragen sein kénnen, so ist doch die kimnstliche Kultur der einzige Weg, bestimmte Anhalts-
punkte tiber den Vorgang der Mycorhizenbildung zu bekommen.

Fast alle bisher in der Mycorhizenfrage unternommenen Arbeiten heschrinkten sich auf dic Unter-
suchung schon vorhandener Mycorhizen; die wenigen schon erwihnten Versuche der Erzeugung von Myco-
rhizen auf kiinstlichem Wege sind nicht beweiskraftig aus den angefithrten Griinden. Die synthetischen
Versuche mit Pilzen, die man von Anfang an in Beziehung zu Phanerogamenwurzeln hrachte (.Elap]wmyces,
Tuber, Geaster) scheiterten daran, daB die Sporen nicht keimten.

Verfasser hat zum Zweck einleitender Versuche viele Mycorhizen von Abietineen untersucht und
dabei einige Erscheinungen von Interesse heobachtet.

Bei der Gahelmycorhiza von Pinus Strobus lieBen sich drei Zonen unterscheiden: eine helle Spitze

') Bs sind das Coprinus niveus und Coprinus lagopus.
%) Breleld: Mycolog. Untersuchungen I1I1. Heft, Seite 98.
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(Hartigsche ,,Spargelspitze”), dann eine kurze Zone mit hellbrauner Farbe, die endlich gegen das basale
. Ende zu in eine dunkelbraune Zone iiberging. An Schnittserien vom apikalen Ende bis zum basalen
fiel dem Verfasser auf, daB in den meisten Fillen zuerst die ektotrophe Mycorhiza auftrat, dann erst die
endotrophe, wenn sie tberhaupt vorkam. Die ektotrophe Mycorhiza trat weit haufiger auf als die endotrophe
und in vielen Gabeln fehlte die letztere. In seltenen Fallen kommen beide zusammen vor.

Méller hat in seiner schon angefiihrten Arbeit die endotrophe Mycorhiza der gemeinen Kiefer
zuerst beschrieben: ,,Pilzfaden von verschiedener, meist aber zwischen 4 und 7 p. schwankender Stirke
durchziehen die Rindenzellen, dringen von einer zur andern und verzweigen sich im Innern der Zellen
auf mannigfaltige Art. Oft entstcht plektenchymatisches Gewebe, oft sieht man unregelméfig ver-
schlungene Fadenkniiuel oder verbogene und verschiedenartig verdickte Fiaden.” An anderer Stelle bildet
M 61ler endotrophe Pilzfiden ab und erwihnt, dafl sich diese nur in gebréunten Zellen finden, in denen
jedoch hiufig noch der intakte Zellkern erhalten sei (Zeitschr. fir Forst~ u. Jagdw. 1903, S. 324). v. T u-
beu! hat darauf hingewiesen, daB diese Zellen nicht mehr als lebend betrachtet werden kénnen. Die An-
wesenheit eines intakten Zellkerns kann als kein Bewels einer bestehenden Vitalitit der Zellen angesehen
werden. Wie groB der Widerstand der Zellkerne sein kann, zeigen die Beobachtungen von Werner Magnus?)
bei seinen Studien tber endotr. Mycorhiza von Neottia: ,,Welch groflen Widerstand der Kern einer
spontanen Auflésung entgegensetzt, konnte oft an faulenden Pflanzenteilen oder im Herbste an abgefallenen
Blittern beobachtet werden, in denen der Kern oft lange Zeit die Degeneration des gesamten iibrigen
Plasmas tiberlebt.”

Verfasser hat normale endotrophe Pilzfiden immer nur in gebraunten Zellen gefunden, in Zellen also,
die nicht mehr als lebensfihig angenommen werden konnten. Damit aber konzentriert sich
dieBedeutung der endotrophen Pilzwurzel bei den Abietineen auf die
verhdltnismafBig seltenenFélle derHyphendegeneration. Die Verschiedenheit
der intrazellularen Hyphen ist sehr in die Augen fallend und ihr Auftreten an eine gewisse GesetzmiiBiglkeit
gebunden. Regelm&dBig waren in allen untersuchtenMycorhizen die defor-
miecrten Hyphen, wenn sie itberhaupt auftraten, niher dem basalen Ende des Ast-
chens, also in einer dlteren Schicht zu finden. Zuerst zeigten sich einzelne normale
Hyphen, die regellos die gebrdunten Rindenzellen durchzogen, bis plstzlich beim néchsten Schnitt — es
konnte sich nur um einen Bruchteil eines Millimeters handeln — die Fidden zum Teil nicht mehr in ge-
briunten, sondern in lebenden Zellen mit unvergilbten Zellwinden zu sehen waren und ein vollig andres
Aussehen zeigten: die Wande waren dinner geworden, der Inhalt vollig hyalin, 6fters ganz verschwunden,
die Gestalt buckelig und verquollen; oft waren die Gebilde — Féden konnte man sie nicht mehr nennen —
zu einem Haufen vereinigt, so daB eine Art Plekienchym zustande kam (Tafel I Fig. 14).

Es ist damit cine gewisse Ahnlichkeit mit den Vorgingen in den Verdauungszellen der Orchideen
gegeben, die nach W. M a g n u s2) mit einer Degeneration des Pilzes eingeleitet werden: ,,Die auffallende
Ahnlichkeit der krampfadrigen Verzweigungen und Buckelungen mit den Sporangiolen Jansés 1aft
vermuten, daB es sich um Degenerationsprodukte des Pilzes handelt, die von der Pflanze erzogen werden,
um von ihr spéiter aufgelost und zu ihrer Ernghrung verwendet zu werden.”

Auch von Schlicht?®) wurden &hnliche Gebilde und zwar bei Ranunculus acris und bel Paris
quadrifolia gefunden.

Im vorliegenden Falle 148t sich die Erscheinung in folgender Weise erkliren: Die Hyphen drmgen
in die auBeren Rindenzellen ein, die gebriunt und nicht mehr lebend sind. Meist gelingt es ihnen nicht,
auch in die lebenden Zellen einzudringen, erlangen keine besondere Bedeutung und verschwinden wieder.
Manchen gelingt es jedoch,einzudringen und nun spielt sich der beider
endotrophenMycorhiza schon beschriebene Kampf zwischen Wirt und
Gast ab,wobei die Wirtspflanze Sleger bleibt. ‘

1) WernerMagn us: Studien itber endotrophe Mycorhiza von Neottia Nidus avis. Jahrb. fu1 wiss. Bot. 1900, S 205.

?2) W.Magnus: Studien iiber die endotrophe Mycorhiza von Neottia Nidus avis. J ahrb. fir wiss. Bot. 1900, Seite 213.
3) §chlicht: Beitrag zur Kenntnis der Verbreitung und der Bedeutung der Mycorhiza 1889. Inaug. -Dissertation.

Bibliotheca botanica, Heft 76, ' 3



Reste von getoteten Hyphen konnte Verfasser nicht mit Sicherheit; feststeuen; ob gewisse gelbliche
Rudimente, die nicht selten zu sehen waren, als solche zu betrachten sind, _blel.bt 'frgghch. Kniauel-
bildung wie sie étwa der Ericaceentypus in ’del} Epidermiszellen oder
der Orchideentypus in den Pilzwirtzellen der Rinde darstellen, kommt
nicht vor ‘ a _

In einem Falle war gegen das basale Ende zu ein fast volliges Verschwinden der ektotrophen Myco-
thiza — sie allein war in diesem Falle vorhanden — zu verfolgen: kein interzellulares Mycel, kein Mantel;
nur an einer einzigen Stelle hatte sich eine Hyphe zwischen zwei Zellen hindurchgeschoben.

Auch in Wurzelhaaren und zwar von Pinus Strobus hat Verfasser Hyphen gefunden, zuerst in ver-
letzten, dann auch in intakten, lebenden. Auch v. Tubeut'), Sarauws?), Burgeff3) haben, letzterer
in Wurzelhaaren von Orchideen, diese Beobachtung gemacht. Die Hyphen dringen aus den Rindenzellen
in die Wurzelhaare ein. In zwei Fallen war das Eindringen interzellularer Hyphen in das Zellinnere von
Dinus Strobus festzustellen (Tafel 11 Fig. 15). Solche Haustorien haben ebenfalls schon v. T ub e u f1)
und S arauw?), ersterer an Pinus silvestris, letzterer an Fagus festgestellt und abgebildet, neuerdings auch
Peklo%) an Monotropa hypopitys. Sie sehen den deformierten intrazellularen Hyphen ziemlich &hnlich,
50 dap die Vermutung herechtigt erscheint, daf die endotrophe Mycorhiza bei den Abietineen eine Nehen-
form der ektotrophen darstellt. D a ge g e n spricht nur die auierordentliche Seltenheit dieser Iirscheinung.

Verfasser hat ferner bei Pinus Strobus einige Fille beobachtet, wo ‘der Pilzmantel vollkommen fehlte,
jedoch interzellulares Mycel vorhanden war (Tafel I Fig. 14). .

Wie Beobachtungen Peklos an Monotropa hypopitys zeigen, kommt dies auch dort vor. Sarauw
erwahnt noch in der zitierten Arbeit Juniperus und Cedrus Deodara als einzige bekannte Fille. In anderen
Fallen war der Mauitel nur an einer Stelle des Querschnittes entwickelt. Bemerkenswert sind haarartige
Fortsatze, die der Mycelmantel einer im Mai 1909 untersuchten Abies-Mycorhiza aufwies. Diese ,,Mycel-
haare sind septiert und haben stark verdickte Winde (Tafel II Fig. 16). Sie sind offenbar sekundéire
Bildungen; bel einem ,,Haar” war deutlich zu sehen, daB es aus einer ,,Zelle der duflersten Plektenchym-
schichl entsprang. N o ack?) hat solche Mycelhaare bei Kiefern und Fichten beobachtet. '

Il. Die Synthese.

- Zur Vornahme der Synthese standen im Frithjahre 1909 eine Reihe von Pinus Strobus-, Abies pec-
tinata- und Picea excelsa-Pllinzchen zur Verfiigung. Von drefunddreifig gesammelten und zum Zweck der
Kultur behandelten Pilzarten war die dauernde Kultur bei zehn Arten gelungen. Der Verlauf der Kulturen
ist im vorhergehenden Abschnitt beschrieben. Bei der Suche nach ecinem passenden Substrate fir die
Vereinigung der mutmaglichen Symbionten boten sich einige Schwierigkeiten. Denn da fiir die Abietineen
Brot und Néhrgelatine ebenso ungeeignet sind wie Sand fiir die Pilze, kam nur Humus als geeignet in Betrachlt.
Der Umstand, daB es Frank nicht gelungen ist, auf sterilisiertem Humus gesunde Pflinzehen zu erziclen,
konnte nichf storend wirken, wenn seine Meinung, daB das Fehlen der Mycorhizenpilze daran schuld
gewesen sel, richtig ist. Nun hat aber M§11ler gerade im Humus pilzfreic Wurzeln der Kiefer gefunden
und es ist infqlgedessen anzunehmen, da die Kie f e rn wenigstens ganz gut ohne Mycorhizen auskommen

1) v. Tubeuf: Beitrige zur Mycorhizafrage. Naturw. Zeitschr. fiir Land- und Forstwirtschaft 1903, 2. Teft.

) Sarauw: Surles Mycorhizes des arbres forestiers et sur ls sens de la symbiose des racines. Extrait de la revue
mycologique 1903. . ‘ o

%) Burgeff: Die Wurzelpilze der Orchideen, Jena 1909.

¢) Peklo: Die epiphytischen Mycorhizen nach neuen Untersuchungen. Bulletin int ‘ e ie
. Al . t * . ¢ ¥ G 2 g
_de Bohéme 1908, Seits §7. ~ . L 8 - i 1?1 ernat. de ’Akademie de sciences

"% Noack: Uber Mycorhizen bildende Pilze, A‘ZBoAt. Zéitung 1889, Seite 389,
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lonnen, wenn man doch schon an einen direkten Nutzen der Pilze glauben will. Die Versuche von
v. Tubeuf und Nobbe beweisen das Auskommen ohne Pilze auch fiir die Fichten und Léarchen.

Die Vermu‘uung blieb jedoch bestehen, daB die Pflinzchen in dem sterilisierten Humus infolge -der
durch die Sterilisation emgetretenen Zersetzungen keine giinstigen Wachstumshedingungen finden wiirden,
umsomehr, als Verfasser im Sommer 1908 nur zwei kiimmerliche Pflanzchen auf Humus erziclen konnte,
die von der Synthese ausgeschlossen wurden. Um den Pflinzchen ein sicheres Gedeihen zu ermoglichen,
wurde deshalb Knopsche Losung hinzugeftgt. Dadurch waren jedoch wieder Bedenken in bezug auf das
Gedeihen der Pilze geégeben. Denn-Ca (NOy),, KCl und Mg SO, wirken, wie Stahl in seiner Arbeit iiber
den Sinn der Myecorhizenbildung, Seite 620, angibt, abstoBend auf die Hyphen. Versuche, die mit reiner
Gelatine, welcher Knopsche Liosung beigefiigt war, angestellt wurden, ergaben, daf obige Salze, in der
Verdinnung der Knopschen Ldsung wenigstens, das Wachstum nicht hindern. Das erfolgte sparhche Ge-
deihen diirfte auf den Kohlenstoifmangel zuriickzufithren sein. :

Die Verelnlgung von Pilz und Wurzel?) wurde in der Weise vorgenommen, daf die
Pflanzchen teils in die Humuskulturen der betreffenden Pilze nebst Zugabe Knopscher Liésung versetat

wurden, teils in den frisch sterilisierten Humus mit nachtréglicher Hinzugabe des Pilzes. Die erstere
Methode bewiihrte sich nicht; trotzdem das durch das Mycelwachstum zusammengeballte Substrat gelockert
worden war, gediehen die Pflinzchen nur anfangs und starben dann ab; auch der Pilz stellte in einigen
Fallen sein Wachstum ein. Ob beides auf Erschopfung des Substrates und letateres besonders doch auf die
Zugabe der Knopschen Ldsung zuriickgefiihrt werden muB, ist nicht zu entscheiden. Sicher ist, da8 emlge
Pilze trotz Zugabe Knopscher Losung ganz gut gediehen. Versuche mit ganz jungen Keimlingen, die eine
Bertihrung schon der Keimwurzel mit den Mycelien bezweckten, hatten keinen Erfolg.

Die erste Synthese wurde am 1. Februar 1909 vorgenommen zwischen einem sechs Monate alten
Pinus Strobus-Pfldnzchen und Collybia macrourus, versuchsweise auf Brot. Die Wurzel wurde so orientiert,
daf sie an die Glaswand zu liegen kam, um eine Beobachtung zu erméglichen. Das Kdlbchen wurde mit
schwarzem Papier im unteren Teil umhillt. Da die Moglichkeit immerhin besteht, dafi die ektotrophen
Pilze eine Stickstoff vermittelnde Rolle spielen, wurde der Stickstoff der Knopschen Lésung Ca (NO,),
weggelassen. Schon nach wenigen Tagen war deutlich ein Hinwachsen der Hyphen zur Wurzel zu sehen,
auch da, wo die Wurzel nicht in Bertthrung mit dem Substrat war. Am 9. Februar war dic Wurzel #uSerlich
vollstandig verpilzt mit Ausnahme einiger Stellen. Am 15. Februar wurde das Pflénzchen aus dem Kolbehen
genommen. Neubildungen waren nicht vorhanden, das Pflinzchen sah gesund aus. Die milroskopische
Untersuchung zeigte starke Verpilzung der gebraumnten Zellen. Doch nicht weit von der Spitze
zeigten auch einige innere Zellen ohne Bréunung den Pilz und zwar degeneriert (Tafel II, Fig. 18).

Der Pilz présentierte sich da in der schon Scite 17 erwihnten Form, wie sie Verfasser bei natiir-
lichen Mycorhizen vielfach beobachtet hat und die M 61ler ,,verbogene und verschiedenartig verdickte
Faden® nennt. Es war dies von allen Synthesen der elnzlge Fall von Hyphendegeneration. Es handelte
sich hier wie bei allen #hnlichen Fillen offenbar um einen direlten Angriff des Zellplasmas auf den Pilz,
Eine weitere Art, wie sich das Zellplasma gegen den Lindringling zu schitzen scheint, wird a. a. Ort zu be-
sprechen sein. Auch in den gebréunten Zellen der Hauptwurzel fanden sich Hyphen. Das Dickenwachstum
derselben hatte schon begomnen, die sekundéren GefaBteile waren bereits zu erkennen, doch war der
Cambiumring noch nicht l{;‘eisférmig geworden. Eine Hypertrophie von Zellen oder Zellkernen war
nirgends vorhanden. |

Am 6. Mérz wurde eine zweite Synthese vorgenommen zwischen einem acht Monate alten, steril
gezogenen Pflinzchen von Pinus Strobus und Hydnum imbricatum ebenfalls in Brotkultur. Die Unter-
suchung wurde am 14. April vorgenommen. Sie zeigte, daB sich an einer Seitenwurzel sechs Héckerchen
neu gebildet hatten; Gabelbildung war nicht eingetreten. Die mikroskopische Untersuchung ergab vollige
Abwesenheit der ektotmphen Myecorhiza: kein Pilzmantel, kein interzellulares Mycel. Die Hyphen be-
decktén an einigen Stellen des Querschnittes lose die Wurzel; doch ein Emdrmgen derselben konnte
mrgends festgestellt werden. I mntra zellulare Hyphen waren zu sehen, doch nur in gebraumen Z ellen

1) Beispiel zweier Synthesen Tafel II, Fig. 17 (Phot.).
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Eine dritte Synthese vom 10. Mérz zwischen einem neun Monate alten IPinus Strobq&Pﬂ'&nzqhen und
Laectartus deliciosus auf Humus wurde am 19. April untersucht. Die Wurzeln wiesen zahlreiche Neubildungen
auf. Kin Seitenastchen hatte das Ausschen einer typischen Mycorhizagabel. ]_Di@. nghere Un'tersuchung
ergab jedoch monopodiale, nicht dichotome Verzweigung -und \-rollkommel}e Fr.e1hel1.; von Pllzfaden.' Bel
Untersuchung der iibrigen Neubildungen erwiesen sich die meisten als pilzfrei; bei dreien waren intra-
zellulare Hyphen in gebriunten Zellen zu sehen. ’ ‘

Die Untersuchung der ibrigen Synthesen, alle auf Humus ausgefiihrt, wurde im Herbste vorgenommen,
da dann nach einer Versuchsdauer von iiber einem halben Jahre mit mehr Sicherheit geurteilt werden
konnte. Sie brachte in bezug auf die Mycorhizenbildung nichts Neues. Nirgends war interzellulares Mycel
nachzuweisen. Die Pflinzchen waren mit Ausnahme von zweien gesund gebliehen. Im ganzen wurden
gweiunddreiBig Synthesen untersucht.

Im Laufe der Untersuchungen zeigten sich einige auffallende Erscheinungen, die hier mitgeteilt sein
mogen. Bemerkenswert ist, daB sich intrazellulare Hyp hen einige Male auch in der
Rinde des hypocotylen Gliedes bis zu denCotyledonen vorfanden, sowohl
bei in der Natur gewachsenen Pflinzchen, als auch bei steril gezogenen und zwar bel Picea
und Abies. Die Hyphen hatten bei letzteren ein anderesAussehen als die des
Impfpilzes. : |

Eine auffallende Erscheinung brachte ferner eine Synthese zwischen einem sechs Monate alten
DPinus Sirobus-Pllanzchen und Lactarins deliciosus. Die gebrdunten Rindenzellen der Wurzel waren von
den Hyphen des Impfpilzes kreuz und quer durchwachsen; aus den &duBeren Zellen waren die Pilzladen
vielfach in die Wurzelhaare eingedrungen. Obwohl nun die Kultur von anderen Keimen vollig verschont
geblieben war, war eine Reihe von Zellen vorhanden, in die aus den Inter-
zellularen kurze Hyphen eingedrungen waren, von ganz anderem Aus-
sehen, als das des Impfpilzes. (Tafel IT Fig. 19.) , ' :

Eine Abies-Wurzel aus einer Synthese mit Coprinus micacens zeigte dieselbe Erscheinung. Ferner
waren elnigemale in der Wurzelrinde von Pinus Strobus- und Picea-Pflinzchen zépfehenartige Gebilde
zu sehen, die in das Zellumen vordrangen. Im Verlaufe der Zapfchen war stets ein enges Lumen zu ver-
folgen (Tafel II Fig. 20). Die Lichtbrechung dieser Gebilde entsprach der der Zellwénde; Behandlung mit
Chlorzinkjod ergab schwache Blaufarbung. Vermutlich handelte es sich hier um ge-
totete, in das Zellumen eingedrungene Hyphen, gegen die das Zellplasma sich in
der Weise schitzte, daB es einen Zellulosemantel um sie hildete; dieser preBte dann die Hyphen fast bis
zum Verschwinden des Lumens zusammen. Diese Z#pfchen waren in verschiedener GroBe gebildet und
traten 6fters zu mehreren in einer Zelle auf. Die eingehendste Untersuchung der Substrate und der Peri-
pherie der Wurzeln ergab kein fremdes Mycel. '

Diesen Wahrnehmungen seien noch einige andere angeschlossen, die Verfasser schon frither gemacht,
jedoch nicht zu deuten vermocht hatte. Bei Gelegenheit einer Schnittserie durch die Wurzel eines steril
gezogenen, vierzehn Tage alten Pinus Strobus-Ptlanzchens zeigten sich in zwei Zellen der Rinde zweier Quer-
schnitte je eine groBe, mauerférmige Dauerspore. Sie schienen einer zu den Pleosporeen zu rechnenden
Alternaria-Art anzugehoren. Das deutlichste Bild der Sporen zeigte sich bei scharfer Einstellung der Zell-
winde (Tafel TIT Fig. 23). Hyphenreste konnten nicht festgestellt werden. An einigen anderen Stellen
zeigten sich Sporen, die nicht in Zellen lagen. Es ist also moglich, daB es sich hier um Sporen handelte,
die durch Zufall in die Zellen zu liegen gekommen waren. D agegen spricht jedoch der Umstand, daB
auch die tbrigen Sporen innerhalb der Rinde lagen und auBerhalb derselben nirgends eine Spur von ihnen
zu entdecken war. ' ‘ |

. 'Bei Gelegenheit von Picea-Kulturen in unsterilisiertem Humus zeigte sich in einem Schnitte durch
eine vierzehn Tage alte Wurzel in einer Rindenzelle neuerdings eine Dauerspore, die einer Brandspore
t*fiu.schend ghnlich sah.  Auffallend war, daB das warzige Epispor bei nochmaliger Untersuchung nach
elnigen Tfigen glatt geworden war (Tafel II Fig. 22). Endlich fanden sich noch zwei Sporen in der Rinde
emer zwet Monate alten, steril gezogenen Pinus Strobus-Wurzel, wegen ihres Zusammenhanges mit anderen
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Beobachtungen wohl die auffallendste Erscheinung. Die eine der Sporen lag mitten in einer Zelle, die andere
seitlich, aber noch in der Rinde (Tafel 11, Fig. 21). Bemerkenswert ist, daB die Zelle, in welcher die Spore
lag, bedeutend gréfer war als die umgebenden; eine zweite groBere Zelle befand sich neben der zweiten
Spore, so daB wobl auch diese in der gréBeren Zelle O’elegen durch das Schneiden jedoch herausgerissen
worden war. Das Interessanteste ist nun die frappierende Ahnlichkeit der zwei Sporen mit den von Neger?)
in Tannensamen gefundenen und abgebildeten Sporen. Alles stimmte {iberein, die Form, die GroBe (25 w
Durchmesser) und die Farbe, die zwischen hell- und dunkelbraun schwankte. Die Sporen Negers ge-
horen einem Urocystis-ahnlichen Pilz, einer Hypomyces-Art an. Neger hilt ihn fiir keinen Parasiten, sondern
glaubt, daB} er sich selkundér auf dem ihm vorliegenden verkiimmerten Tannenendospermen angesiedelt hat
und zwar deshalb, ,,weil man in zahlreichen dickschaligen Samen ebenso verkiimmerte Rudimente des
Embryo und Endosperms findet, ohne eine Spur von Mycelfdiden oder Sporen.*

Damit hatte hohe Wahrscheinlichkeit erlangt, was schon anfangs vom Verfasser vermutet worden
war: dafB derPilz imPflanzchen unterUmstdnden seineHerkunft garnicht
vomSubstrat, sondern vom Samen ableitet. Im Zusammenhange damit, daB sich auch
im hypocotylen Gliede Hyphen gezeigt hatten — auch M 611er2) hat sie dort gefunden, allerdings nicht
in steril gezogenen Pflinzchen — ist zu vermuten, daB es sich hier um einen Parasiten handelt, der im
Samen ausdauert, um dann im Pflinzchen eine Krankheit hervorzurufen. Tatséichlich war einmal in einer
sterilen Kolbenkultur ein Pinus Sirobus-Pflinzchen an den Cotyledonen erkrankt und dann abgestorben.
Da zu jener Zeit obige Beobachtungen noch nicht gemacht worden waren, war die Erkrankung auf einen
trotz aller Vorsicht eingedrungenen Parasiten zuriickgefiithrt und das Pflanzchen nicht unfersucht worden.

Es ist eine Frage fiir sich, wie der Pilz in den Samen kommt. Seit den Untersuchungen Brefelds
iiber die Bliiteninfektion des Weizens durch Ustilago Tritici, ferner seit denen Nestlers iiber Lolium
temulentum, der nachwies, dafl das in der hyalinen Schicht des Samens vorkommende Pilzmycel sich durch
die ganze Pflanze verbreitet, konnte man sogar an eine Blitteninfektion denken, obwohl es wahrscheinlicher
ist, daBl die Sporen als solche bei der Samenbildung mit eingeschlossen werden.

Da bei den Koniferen die Samenanlagen nackt sind, kénnen etwa hinzugeflogene Pilzkeime leicht in
den sich entwickelnden Samen kommen.

Auch die Samenkeimung bot Auffilliges und zwar bei Pinus Strobus in drei Fillen. Die Samenschale

" wurde gesprengt und das Endosperm quoll bis zum Doppelten des urspriinglichen Volumens an. Diec Unter-
suchung ergab einen Hohlraum zwischen Endosperm und Embryo. Die Zellen des Endosperms wiesen
keine auffallenden Verdnderungen auf, hingegen die des Embryos, der makroskopisch véllig normal aussah.
In ihnen waren vielfach Ringe zu sehen, dhnlich denen quer durchschnittener Hyphen der Zellkern war
stets degeneriert, entweder. uberhaupt nicht mehr zu erkennen oder nur mehr in kérnchenartigen Rudi-
menten vorhanden.

III. Mycorhizenbildung an wenige Wochen alten, in unsterilisiertem Humus
| gewachsenen Picea-Pflinzchen.

Um tiber die Entstehung der ektotrophen Pilzwurzel Néheres zu erfahren, hat Md1ler im Frih-
jahre 1902 Wurzeln von Kiefern nach der Keimung alle zwei Tage untersucht. Er richtete sein Augenmerk
nur auf die Bildung von Gabeléstchen und stellte die erste Andeutung derselben etwa siechen Wochen nach
der Keimung fest. Nun kommt aber ektdétrophe Mycorhiza auch ohne Bildung von Gabeldstchen vor, wie er
selbst angibt in der zitierten Arbeit 1903 Seite 323: ,,Deswegen kann man leider, wo die Gabeln fehlen,

1) Neger: Beobachtungen und Erfahrungen ither Krankheiten einiger Gehdlzsamen. Thar. forstl. J ahrbuch 1909,

Bd. 60, Seite 222-—252.
' Moller: Untersuchungen iber ein- und zweijahrige Kielern im mdrk. Sandboden 1902, Seife 209,
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mit. bloBem Auge oder mit Hilfe der Lupe noch nicht das Fehlen der ekiotrophen Mycorhiza feststellen”
und kurz vorher ist erwahnt, daB dieselbe héufig auch an kurz bleibendgn Seitenwurzeln dgr Kiefer vor-
kommt, die nicht gegabelt sind. Ein Beweis des ersten Auftretens der Mygorhiza war also mit dieser Fest-l
stelling noch nicht gegeben. : ’ . »

" Um zu untersuchen, ob etwa schon in die junge Keimwurzel ein Eindringen statifindet, wurden im
Januar 1910 sterilisierte Samen von Picea ézcelsa auf unsterilisiertem Humus ausgelegt. Die Samen waren
im Herbste 1909 gesammelt worden, der Humus stammte aus einem Fichtenwalde. Die Keimung erfolgte
rasch; sehon nach vierzehn Tagen waren fast alle gekeimt, Nach weiteren acht Tagen wurden die Pflinzehen,
deren Samen zuerst gekeimt waren, herausgenommen zur Untersuchung, ob etwa schon Pilzfaden mit thnen
in Berithrung getreten waren. Die Schnitte wurden hier wie auch bei den spéteren Untersuchungen mif
dem Gefriermikrotom ausgefiihrt. Nachdem sich bei zweien keine Spur einer Infelction gezeigt hatte, ergab
die Untersuchung des dritten das tiberraschende Resultat, daf Pilzhyphen schon interzel-
lular in die suBerste Rindenschicht eingedrungen waren. Diepidermis war
schon abgestoBen; an verschiedenen Stellen waren die charakteristischen Ringe der quer durchschnittenen
Hyphen zwischen den Zellen zu sehen. | ‘ '

Die Stelle, an welcher sich das infizierte Pllanzchen befunden hatte, wurde markiert und nach weiteren
dcht Tagen wurden drei Pflinzchen in néchster Nahe der markierten Stelle untersucht. Alle drei
zeigten Infektion; sie war nicht viel weiter vorgeschritten als beim ersten (Tafel ITT Fig. 24).

Nach weiteren acht Tagen wurden ohne Erfolg acht Pflanzchen untersucht, bis endlich bei zweien
sich wiederum Pilzinvasion feststellen lieB. Die Infektion war bedeutend weiter vorgeschritten (Tafel TII
Fig. 25 u. 26). o ‘ '

Es zeigten sich schon gebrdunte infizierte Zellen, die vom Zellverbande getrennt waren. Zwischen
der vierten und fiinften Woche wurde die Bildung des Hartigschen Flechtwerks festgestellt. Im Laufe der
fiinften Woche wurde eine Anzahl von Pfldnzchen ohne Erfolg untersucht; alle Wurzeln ohne Ausnahme
waren gebraunt. Die Pilze dringen offenbar nur in die jungen, noch unvergilbten Gewebe ein, wie ja auch
bei der Mycorhizenbildung an den Seitenistchen Infektion immer nur an dem jungen Gewebe kurz hinter
der Spitze festgestellt wurde. Ganz anders bei den endotrophen Pilzfiden; diese dringen immer erst in
schon absterbenden Zellen ein, in Zellen also mit mehr oder weniger gebraunten Wanden. Sind sie einmal
eingedrungen, dann gelingt es ihnen auch wohl, wie schon erwihnt, in die lebenden Zellen zu kommen und
erfaliren dann die bekannte Deformation. ' '

Die junge Wurzel entledigt sich der infizierten Zellen sehr energisch; da, wo reichlichere Infektion
stattgefunden hatte, war regelmiBig Braunung der Zellwénde und zum Teil auch Loslésung der Zellen vom
Zellverbarnide zu konstatieren. Mit der vollkommenen: Braunung der Wurzel sind meist wohl auch alle in-
fizierten Zellen abgestofen. Bei einer sechs Wochen alten Wurzel zeigten sich allerdings in einigen tiefer
liegenden Interzellularen eines Querschnittes vom oberen Ende reichlich Hyphen. (Tafel III, Fig. 27.)

Die duBerste Zellschicht hatte kutikularisierte AuBenwinde, daritber lag eine Schicht gebréunter,
obliterierter Rindenzellen. Diese eigentiimliche Anordnung ist wohl daraul zurtckzufiihren, daB Ein-
wirkung von Licht eine nachtréigliche Umbildung zu sproBartigem Habitus in der Kutikularisierung der
AvBenwiinde bewirkt hatte. Die #uBeren Interzellularen waren vollkommen frei von Infektion, ebenso der
untere Teil der Wurzel iberhaupt. Es muBten also die Hyphen von unteren Wurzelteilen in die Hohe ge-
wachsen sein. Wihrend die infizierten Partien der unteren Wurzelteile abgestoBen worden waren, war die
junge Infektion der oberen Wurzel noch erhalten. Schwache Gelbfarbung der Zellwande lieB vermuten,
dall auch hier binnen kurzem Abschirfung erfolgt wiire. - ' '

Die energische Beseitigung des Pilzes ist auf das schnelle Wachstum der jungen Wurzel zurfickzu-
fhren. ]')aB.dleses die Infektion hindert oder doch erschwert, ist ja bekannt und wurde besonders von
S.tahl in e?ngehenden Untersuchungén zugleich iiber Wasserdurchstromung dargetan.” Sarauw?l)
nimmt noch eine Wachstumssteigerung nach der Abschiirfung an: ,,Die Wurzeln, welche das stirkste Wachs-

') Sarauw: ,Uber die Mycorhizen der Waldbsume®. Revue mycologique 1903, T. XXV, No. 100, p. 157—472.
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tum besitzen, schiwrfen den Pilz ab und entwickeln sich darnach kréftiger, Wahrend die kurzen Wurzeln deren
Raub werden und bleiben.* :

Das H art1igsche Flechtwerk zeigte sich zum ersten Male bei einer etwa vier Wochen alten Wurzel;
zum Teil war es erst im Entstehen begriffen, zum Teil schon ausgebildet. An Langsschnitten konnten die
einzelnen Stadien genau festgestellt werden. Die Hyphen wachsen regellos tber die Zellwinde, beriihren
sich und legen sich aneinander. Im weiteren Verlaufe werden gewisse Partien der Hyphenwinde aufgelost
und damit das Netzwerk fertig gebildet (Tafel IIT Fig. 28 u. 29).

Tafel IV Fig. 30 zeigt an einem Querschnitt dersclben Wurzel das Eindringen von Hyphen mit
Schnallenfusionen. Schon lingst wurde vermutet, dal Schnallen bildende Pilze an der Mycorhiza beteiligt
sind (Frank, v. Tubeuf, Noack, Kramar). Doch waren immer &ltere Wurzeln die Objekte der Untersuchung
gewesen, Wurzeln, die schon lingst allen moglichen Infektionen ausgesetzt gewesen waren und deren Ver-
bindung mit Schnallenhyphen eine rein oberflachliche sein konnte, umsomehr, als man im Innern der Wurzel
keine Schnallen feststellen konnte. D afl die Schnallenhyphen tatsdchliech an der
Mycorhizenbildung beteiligt sind, unterliegt nun keinem Zweifel mehr,
da auch an dem noch nicht ausgebildeten Hartigschen Flechtwerk die
Schnallen festgestellt werden konnten (Tafel III, Fig 28 u. 29). :

'Nach der Briaunung der ganzen Wurzel erfolgt weiteres Wachstum mit einer hellen Spitze. Damit
ist wieder eine Stelle gegeben, an der Infektion stattfinden kann. Verfasser konnte an zwel
Picea-Pfldnzchen, welche bereits Seitenwiirzelchen angelegt hatten —
sie waren etwa zwei Monate alt —nahe der Spitze derHauptwurzel einelnfektion
feststellen. DieMeinung von Sarauw?) und M 611er?), daB die Hauptwurzelspitze nicht infiziert
werden kann, trifft also nicht zu. ‘ : .

Die energische Art, mit der sich die junge Wurzel der Infektion erwchrt, ist wiederum ein Bewels,
dafB es sich beil der ektotrophenMycorhiza um keine Symbiose handeln
kann, von der die Wirtspflanze einen nennenswerten Nutzen hat. Auch
wiirde es sonst zu irgendwelchen davernden Einrichtungen gekommen sein.

Auch bei der Mycorhizenbildung an Seitenéstchen werden ja die infiziertén Gewebe schlieflich ab-
gestoBen. Schon H'artig hatte die Ansicht ausgesprochen, dafl die Baumwurzeln nicht dauernd von dem.:
Pilz bekleidet seien, daB sie erst im Herbst und Winter von den Pilzen befallen wiirden und dafl im Sommer
zahlreiche neugebildete Wurzelspitzen vollig pilzirei seien. M 61ler hat beobachtet, daB im April alle
pilzbefallenen Zellen durch die neu sich bildende Korkschicht abgestoen werden.

Auch der Pilz der ektotrophen Pilzwurzel kann nicht viel Vorteil von der Wirtspflanze haben, da er
zwischen den Zellen lebt. Er wird, wie S ar au w vermutet, hauptséichlich Wasser dort suchen. Schlieflich.
wird er ja offenbar — die Erscheinung des Hartigschen Flechtwerks heweist dies — von der Wirtspflanze
getotet. Gegen perniziésen Parasitismus spricht natiirlich die allgemeine Verbreitung der Pilzwurzel
und der Umstand, daB die Wirtspflanze keinen ersichtlichen Schaden erleidet. Es wird also den Tatsachen
die Ansicht ,,des ertragbharen Parasitismusam néchsten kommen, wobei der Wirtspflanze wohl ein Schaden,
jedoch kein nennenswerter, vom Pilze zugefiigt wird, bis sie den ungebetenen Gast unschédlich macht. End-

giiltig wird die Frage erst zu ldsen sein, wenn man die Pilze kennt, die hier in Betracht kommen.

1) Sarauw: Sur les Mycorhizes des arbres forestiers et sur le sens de la symbiose des racines 1908: .
. ,»3ur les longues racines du Pinus Strobus je trouvai ce qui suit: la pointe de la racine est entourée d'une forte coiffe,
En arriére de- celle-ci, la -surface est dépourvue de champignon®. Weiterhin: ,,De ce mode d’organisation que je viens de
décrire chez la Pinus Strobus et qui existe également chez les autres Coniféres et chez les Cupuliféres . . . .
- 2 Mdller: Untersuchungen iiber ein- und zweijiahr. Kiefern 1908, 8. 326: ,,Niemals ist die Spitze der Hauptwurzel
verpilzt®. Da Méller kurz vorher davon spricht, daB das Eindringen der Pilze in die Seitenwurzeln nicht an der Spitze, sondern
dicht unter derselben erfolgt, ist also mit der ,,Spitze® der Hauptwurzel auch die Zone kurz hinter derselben gemeint.
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IV. Wiederholte Versuche, auf analytischem Wege einen Mycorhizenpilz zu
' bekommen,

Da manche Untersuchungen von Interesse sein diirften, seien sie hier mitgeteilt, obwohl die Synthese
mit den gewonnenen Pilzen resultatlos verlief. ' '

Fichtenwurzeln, bei denen die Untersuchung Myocorhizen ergeben hatte, wurden zerschnitten, unter
Zugabe von wenig Wasser im Morser zerstoBen und die erhaltene Flissigkeit filtriert. Diese, zuvor gelb,
nahm bei der Sterilisation eine braune Farbe an. AufBierdem wurden einige Petrischalen, in welche weiles
Filtrierpapier gelegt worden war, im Heibluftapparat sterilisiert, daranf im stromenden Dampl das steri-
lisierte Filtrat in die Petrischalen gegossen und zwar so, daB das Papier gleichméfig durchtrinkt war. Dann
wurden die Saugwurzeln von Fichtenpflinzchen mikroskopisch untersucht und einige, bei denen sich ein
Pilzmantel feststellen lieB, eine halbe Stunde im flieBenden Wasser abgewaschen, dann mit dem sterilisierten
Rasiermesser in diinne Scheibchen zerschnitten und diese auf das feuchte FlieBpapier gelegt.

Dieses Verfahren wurde zweimal, jedesmal mit frischen Wurzeln, eingehalten. Beim ersten Versuch
zeigte sich nur bei einem einzigen Scheibohen nach zwei T'agen deutliches Aussprossen septierter Hyphen
von ziemlicher Dicke (4—6 p) mit basipetaler Conidienbildung; diese, sowie die Anordnung der Conidien-
triiger und Sterigmen lieBen auf eine Penicilliumart schlieBen. Bei zehn Scheibchen war keine Sprofung
erfolgt.

' Beim zweiten Versuch waren an der Peripherie eines Scheibchens reichlich Mycelfiaden ausgesprofit,
die wie Oidienketten aussahen, dhnlich wie sie bei Irpex, Pholiota, Hypholome und Collybia, also bei Hydneen,
und Agaricineen vorkommen. Unter den Ascomyceten bildet wohl noch Endomyces shnliche Oidienketten,
doch 1st von diesem Pilz nur parasitische Lebensweise in den Fruchtkérpern von Armillaria mellea bekannt.
Ein weiterer Faden hatte génzlich runde, oidienartige Bildungen, die in gewissem Sinne an eine sehr kleine
Nostocacee erinnerten; doch fehlten Heterocysten und jede blaugriine Farbung.

Zwei andere Scheibchen zeigten ebenfalls sprossende Hyphen, doch ohne Septierungen, ein viertes
hatte Hyphen, die in Oidien zerfallen waren, doch von anderer Art als die besprochenen, abgerundet und
durch Zwischenréume getrennt, so daf man im Zweilel sein konnte, ob man es mit Oidien- oder Gemmen-
bildung zu tun hatte. Ein letztes Scheibchen zeigte neben solchen Hyphen noch die genannten ohne Septen.

Der Umstand, dafl sich aus einem einzigen Saugwurzelstiick von wenigen Millimetern Lénge vier
verschiedene Sprossungen ergaben, die wahrscheinlich auch auf vier verschiedene Pilze zuriickzufithren
waren, zeigt, dal diese Methode kein Mittel ist, einen Mycorhizenpilz ohne weiteres zu finden, will man
nicht annehmen, daB an einer einen Bruchteil eines Millimeters dicken Wurzelzone mehrere Pilze an der
Mycorhizenbildung beteiligt sind, Immerhin war man zu der Annahme berechtigt, daB sie ein Mittel an
die Hand gibt, durch Bestimmen und Reinkultur der erhaltenen Pilzformen und nachtrigliche Infektion
auf steril gezogene Wurzeln schlieflich doch einen' Mycorhizenpilz zu finden.

Ein Spezifikum fir einen Mycorhizenpilz, wie P el 1o angibt, ist das Decoct nicht.

Auch die weiteren Bemithungen, auf dem Wege der Trennung zum Ziele zu kommen, seien mit-
geteilt, obwohl die mehrere Monate hindurch fortgesetzten Versuche nur negative Resultate ergeben haben.

Das Auslegen von Schnittstiickchen der Mycorhiza auf verschiedene neue Nihrmedien erwies sich
bald als ungeeignet. Abgesehen davon, daB angesuerte Nahrgelatine und Agar iiberhaupt kein Wachstum
zeigten, wurden Kulturen auf ungesiuerter Nihrgelatine und auf Agar -+ Mycorhizendecoct bald von
Schimmel- und anderen Pilzen und Bakterien derart herwuchert, da8 an eine Reinkultur nicht gedacht
werden konnte. Auch das reichlichste Abspiilen der Wurzel kann nicht gentigen, Verunreinigungen ab-
zuhalten. ‘ ‘ = ' _ :

Durch ein gutes Verfahren gelang es schlieBlich, aussprossende Hyphen rein auf ein Substrat
zu bringen. In Glasdosen, deren Deckel durchlocht war, wurde Filirierpapier gelegt, letzteres stark ange-
feuchtet, darauf einige Korkstiickchen und iher diese ein Objekttriiger, wie er zum Mikroskopieren dient,
gelegt; dann wurde die Offnung im Deckel mit Watte verstopft, durch dies ein Platindraht gesteckt und die



so préparierte Schale im Autoclaven sterilisiert. Nachdem auch das Nahrmedium im Dampfiopf sterilisiert
war (Agar -+ Mycorhizendecoct und Néhrgelatine ohne Siurezusatz), wurde die sterilisierte Dose in
strémenden Dampf gestellt, darauf in diesem von dem sterilisierten Nahrmedium einige Tropfen auf den
Objekttrager in der Dose gegossen. Waren die Tropfen in festen Zustand iibergegangen, dann wurde mit
sterilisiertem Rasiermesser die gut abgespiilte Pilzwurzel in kleine Scheibchen geschnitten, diese an die
Spitze des Platindrahtes gebracht und letzterer so orientiert, daB die Scheibchen nur 1/,—1 mm vom
Substrat entfernt waren. Nach finf bis acht Tagen zeigte sich bei durchschnittlich der Halfte der Versuche
ein Aussprossen der Hyphen, die nach einigen weiteren Tagen auf das Substrat tibertraten und von da
auf verschiedene Nihrmedien: Brot, Nahrgelatine und Humus, tbergeimpft wurden. Als Schnittobjekte
waren Mycorhizen von Abtes pectinata, Picea excelsa und Pinus Strobus verwendet worden.

Im ganzen wurden drei verschiedene Pilze gewonnen: finfmal ein und derselbe Conidienpilz (Tafel IV
Fig. 31—34) teils von Picea, teils von Abies, einmal ein zweiter von 4bies und einmal ein dritter von Picea.
Die beiden letzteren bildeten keine Fruktifikation und konnten deshalb nicht bestimmt werden. Der erstere
ist eine Fusarium-Art. Alle drei Pilze wurden mit steril gezogenen Pflinzehen zusammengebracht, teils
mit Picea-, teils mit Abies-Pflanzchen im Alter von zwei bis fiinf Wochen. Die Pflinzchen wurden nach
acht und vierzehn Tagen untersucht. |

War die Synthese auf einem Substrat vorgenommen worden, das wie Brot oder Nahrgelatine der
Wurzel kein Gedeihen erlaubte, dann wurden sie schon finf bis acht Tage nach der Vereinigung untersucht.

Die Ergebnisse waren, wie gesagt, negativ. Keiner der drei Pilze war interzellular eingedrungen.
Dabei war stets darauf geachtet worden, daf die Wurzeln in die Ndhe des Mycels zu liegen kamen; Be-
rithrung der Wurzel mit Mycel war auch bei allen eingetreten. Der Conidienpilz war wohl eingedrungen,
aber nicht nur interzellular, sondern auch intrazellular und hatte die Gewebe zum Teil zerstért. Die beiden
andern hatten sich véllig harmlos verhalten und waren an der Peripherie der Wurzel hingewachsen.

Damit war die Unwahrscheinlichkeit -des Gelingens solcher Versuche abermals dargetan und die
theoretische Erwagung, daf der Pilz nach dem Eindringen in die Wurzel eine Veréinderung erleidet und
deshalb gar nicht herauswachsen k ann, als begriindet erwiesen.

Die tiberraschenden Ergebnisse der Versuche mit unsterilisiertem Humus lieBen dann die analytische
Methode wiederum in freudigerem Lichte erscheinen. Denn wenn noch nicht Briiunung eingetreten ist,
wenn es sich um eine junge, frisch infizierte Wurzel handelt, muB immerhin an die Mdglichkeit gedacht
werden, daB man den Pilz heraushekommt, teils weil die junge Wurzel noch nicht so vielen Verunreinigungen
ausgesetzt war, teils weil der frisch eingedrungene Pilz die Fahigkeit, in feuchte Luft herauszuwachsen,
noch eher besitzt. Die Methode des Herausstanzens, wie sie Bur ge ff bei den Orchideen angewendet hat,
ist bei den so diinnen Objekten der Mycorhizen nicht mdglich. AuBerdem dringen die Pilzfdden nicht tief
in das Gewebe ein, so dal durch das Stanzen gerade der Teil, in dem die Pilzfdden sich befinden, zerstort
wiirde oder verloren ginge.

Da die Wurzeln der auf unsterilisiertem Humus gewachsenen Picea-Pllinzchen inzwischen alle ge-
briunt waren und die helle Zone hinter der Spitze zu kurz ist, um zu solchen Versuchen tauglich zu sein,
wurde eine neue Kultur angelegt. Nach langem Suchen fand sich endlich eine Wurzel mit frischer Infektion.
Die Pilzgewinnung wurde in der beschriebenen Weise vorgenommen. Das Ergebnis war ein Conidienpilz,
wahrscheinlich eine Verticilliwm-Art. Die Synthesen verliefen simtlich resultatlos. ‘

V. Letzte synthetische Versuche.

Um die Ergebnisse der Synthesen zwischen den Hymenomyceten und den Abietineen nochmals zu
priifen — da die Infektion, wie nun nacligewiesen, schon sehr frith stattfinden kann, war dies nun leicht —
wurden die Kulturen der Pilze erneuert und junge, acht Tage alte Picéa-Wurzeln mit den Mycelien zu-
sammengebracht. Obwolil nun an dem altén Ergebnis sich nichts &nderte, brachten die Versuche eine

Bibliotheca botanica. Heft 6. ‘ A
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{Uberraschung. Unter den in Kultur genommenen Pilzen war auch eine Russula-Art, Russula virescens,
gewesen (Tafel 1V Fig. 36—47). '

Da von dem Pilz kein Identitatsnachweis geliefert werden konnte — er bildete weder Schnallen noch
irgend eine Fruktifikationsform, noch galt er iberhaupt als kultivierbar (Brefeld) — war er pei der
erstmaligen Synthese itbergangen worden. Diesmal wurde er zur Synthgse Vervs'rendet und zwar m}t vierzehn
Tage alten Wurzeln von Pinus Pines und Picen. Nach acht Tagen zeigten die Wurzeln von Pmus Pinea
deutlich ektotrophe Verpilzung; der Pilz war typisch interzellular eingedrungen (Tafel 1V Fig. 35).

Daraufhin wurden sechs neue Synthesen vorgenommen, drei mit Picea und drei mit Pinus Pineq.
Die Untersuchung nach vier Wochen ergab bei drei Pflanzehen interzellulare Infektion; in zwei Fillen
(Piaea) war itberhaupt keine Infektion eingetreten, obwoh! die Wurzeln mit Mycel in Bertthrung gekommen
waren, und in einem Falle (Pinus Pinea) war das Mycel sekundir auch intrazellular eingedrungen.
In diesem Falle sah jedoch das Pflinzchen nicht mehr gesund aus; da die anderen mit interzellularer In-
fektion gesund aussahen, ist zu vermuten, daf eine Schwiche des Pllanzchens das Primédre war und dem
Pilz erst einen direkten Angriff auf das Plasma moglich machte, daff es sich in diesem Falle also um keinen
pernizigsen Parasitismus handelte.

D. Die wichtigsten Ergebnisse sdmtlicher Untersuchungen.

Die monatelang fortgesetzten Versuche, auf analytischem Wege zu einem Mycorhizenpilz zu kommen,
haben ergeben, daf solche Versuche nahezu aussichtslos sind. Dies ist jedoch nicht dadurch bedingt, da8
alle moglicheri Pilze sich entwickeln — man konnte ja schlieBlich doch den richtigen herausfinden —
sondern dadurch, dafl die Mycorhizenpilze iiberhaupt nicht aus der Wurzel
herauswachsemn Alsesdem Verfasser gelungen war, bei ganz jungen Picea-Wurzeln schon Infektion
durch einen Mycorhizenpilz festzustellen, nachdem die Samen auf unsterilisiertern Humus ausgelegt worden
waren und binnen acht Tagen gekeimt hatten, war noch am meisten Aussicht auf Erfolg gegeben. Denn
wenn die Wurzel noch jung ist, kann sie noch nicht von vielen Pilzkeimen hefallen sein; anderseits
hat der frisch eingedrungenePilz noch keineVerédinderung erlitten Dall
er diese erleidet, unterliegt keinem Zweifel und - ist wohl der Hauptgrund, warum all die vielen bis jetzt
unternommenen Versuche, einen Mycorhizenpilz durch Analyse zu gewinnen, vergeblich gewesen sind. Die
synthetischen Versuche mit dem unter den genannten giinstigsten Umstinden gewonnenen Pilz verliefen
ebenfalls resultatlos. Eine Moglichkeit, daf unter den geziichteten Pilzen echte Mycorhizabildner sind,
ist allerdings noch gegeben: wenn ndmlich die Bildung der Mycorhiza von be-
stimmten physikalischen oder chemischen Bedingungen abhingig ist,
wie sie nur in der Natur und besonders im unsterilisierten Humus ge-
geben sind. Dies ist freilich nicht unwahrscheinlich und 148t die Moglichkeit einer Losung der My-
corhizenirage auf experimentellem Wege sehr gering erscheinen. D agegen spricht das Verhalten des
kultivierten Russula-Pilzes, der tatséchlich interzellular eingedrungen ist. DaB der genannte Pilz wirklich
Russula virescens ist, kann Verfasser nicht beweisen. Denn er bildete bis jetzt weder Schnallen noch irgend
eine Haupt- oder Nebenfruktifikation; auch ist noch keine Russula-Art in Reinkultur gezogen worden,
da alle Kulturen bis jetzt miSlungen sind. :

In bezug auf die iitbrigen kultivierten Hymenomyceten steht fest,
daB direkte,Mycorhizen anstrebende Beziehungen zwischen ihnen und
den-kultivierten Abietineen, unabhéingig von besonderen physikalisch-
chemischenBedingungen nicht bestehen. Das Bild der ektotrophen Mycorhiza zeigte
sich gar nicht, weder bel der ersten Synthese, noch bei der zweiten, als die Pilze nochmals mit jungen Wurzeln



zusammengebracht worden waren. Das Bild der endotrophen Mycorhiza hot sich ein einzigesMal, bei einer
Synthese zwischen Collybia macrourus und Pinus Strobus. Gebriunte Zellen waren haufig von Hyphen
durchzogen. Untersuchungen, die an ganz jungen Picea-Pflinzchen, deren Samen auf unsterilisiertem
Humus gekeimt hatten, gemacht wurden, hatten die Feststellung der tiberraschenden Tatsache zur Folge,
daBl schonacht Tagemnach der Kelmung Infektion durch einen Mycorhizen-
pilz erfoloen kann und zwar im ganzen Verlaufe der Wurzel Nach etwa
vier Wochen kommt es zur Bildung des Hartigschen Flechtwerks, jedoch nicht immer; manechmal werden
die infizierten Zellen schon nach drei bis vier Wochen abgestoBen. Nach finf bis sechs Wochen ist die
ganze Wurzel gebrdunt und hat sich meist aller infizierten Zellen entledigf. Die fortwachsende
Spitze der Hauptwurzel bleibt nicht, wie Sarauw und Méller meinen,
immer von Verpilzung verschont. Bel zweien etwa zwel Monate alten Picea-Wurzeln war
die Spitze der Hauptwurzel reichlich verpilzt.

Die Heftigkeit, mit der die junge Pflanze die infizierten Zellen
abschiirft, deutet direkt darauf hin, daB es sich bei der ektotrophen
Mycorhiza um einen Kampf handelt; der Umstand, daB auch an den kurz hleibenden
Seitendistchen im April die infizierten Zellen durch die neu sich bildende Korkschicht abgestoBen werden,
zeigt im Zusammenhange mit der heftigen Reaktion der jungen Pflanze auf die Infektion, daB keine
Symbiose vorliegen kann, bei der dieWirtspflanze einennennenswerten
Nutzen hat. ImLaufe der Aonen wire es auch sonst sicher zu einer dauernden Einrichtung gekommen.

Dasselbe gilt fiir die endotrophe Mycorhiza, soweit man von einer solchen
hei den kultivierten Abietineen tiberhaupt sprechen kann. Auch hier vollzieht sich ein hef-
tiger Kampf. Der Pilz wird vom Zellplasma deformiert und offenbar auch getstet, teils dadureh, daf
die Hyphen ein buckeliges und verquollenes Aussehen annehmen, ihr Plasma verlieren und schlieBlich
verschwinden, teils dadurch, daf§ die eindringenden Fiden mit einem Zellulosemantel umhiillt werden.
Dabei findet ein Energieverbrauch auf seiten der Wirtspflanze statt. Selbst bei der Annahme,
dafl dann die Wirtspflanze durch die Tédtung des Pilzes dennoch einen
Vorteil davon tréagt, kann die endotrophe Mycorhiza der Abietineen
wegen ihrer untergeordneten Bedeutung nicht als nutzbringend an-
gesehen werden. Die allgemeine Verbreitung, die M 611er der endotrophen Pilzwurzel der Kiefer
zuschrieb, besteht nicht. Er kam zu dieser Ansicht dadurch, daf er auch die in gebriunten Zellen und dort
viel hiufiger vorkommenden normalen Hyphen it der endotrophen Mycorhiza in Beziehung brachte.
Die gebrduntenZellen kénnen aber nicht mehr als lebend im Sinne der
Mycorhiza betrachtet werden. Dieendotrophen Pilzfaden traten bei den untersuchten Abie-
tineen mit einer gewissen RegelmiBigkeit auf. Immer zeigten sich an den Astchen — vom apikalen Ende
ausgehend — zuerst normale Hyphen, die regellos die gebrdunten Zellen durchzogen, bis plétzlich die
Faden zum Teil nicht mehr in gebréiunten, sondern in lebenden Zellen mit unvergilbten Zellwinden zu
sehen waren und ein vollig verdndertes Aussehen zeigten. Sie hatten eine Degencration durch das Zell-
plasma erfahren. s

Die Bildung des Hartigschen Flechtwerks konnte da ganz frisch
infizierte Wurzeln zur Verfiigung standen, an Ladngsschnitten genau
verfolgt werden. Die Hyphen wachsen nach allen Richtungen durch die Interzellularen und legen
sich einander an; durch Auflssung einzelner Partien der Hyphenwéinde kommt das eigentiimliche Gedst
zustande. Der Sinn dieses Vorganges ist nicht zu verstehen, wenn man nicht annimmt, daB
‘auch hier der Pilz vor der Wirtspflanze getdtet wird, in diesem Falle
auf exosmotischem Wege. Verfasser hat durch Beobachtung mit den stirksten VergroBerungen
genau feststellen kénnen, daB schon bald nach demAneinanderlegender Hyphen
~keinPlasma mehr in ihnen ist. Das Hartigsche Flechtwerk stellt mithin Rudimente der
eingedrungenen Pilzfiden dar. '

Bei Gelegenheit dieser Untersuchungen zeigten sich auch Schnallen an den das Flechtwerk bildenden



Hyphen. Damit ist bewiesen, dabB Schnallen bildende Hyphen wirklich,
wie man schon vermutet hat, eine ektotrophe Pilzwurzel bilden kénnen.

"Bine SchluBfolgerung, die sich nach verschiedenen Befunden von selbst aufdringt, ist die An-
nahme, daB derPilz imPfldnzchen —in der Warzel oder im hypocotylen Gliede —unter
Umstinden scine Herkunft gar nicht vom Substrat, sondern vom Samen
ableitet. Erst der Umstand, daB dic Kulturen mit peinlicher Sorgfalt steril hergestellt worden waren,
lieB diese Deutung des Auftretens fremder Sporen in der Wurzel, von fremde:a_m Mycel in Wurzel und hypo-
cotylem Gliede zu. Bekraftigend auf diese Anschauung wirkte die groBe Ahnlichkeit zweier Sporen mit
von Neger in Tannensamen gefundenen. '

Eine Schwierigkeit, die die Moglichkeit der vorliegenden Untersuchungen zum Teil von Anfang an
in Frage stellte, lag darin, da die Sporen von Humusbewohnern in der Regel auf
kitnstlichem Substrate nicht keimen. Noch in seinen neuen Untersuchungen 1908
Heft XIV, Secite 48 wiederholt Brefeld seine schon frither gewonnene Uberzeugung, daB es besonders
die den Boden bewohnenden Pilze seien, welche die Keimung versagen. Verfasser gelang es, von dreiund-
dreifig in Kultur genommenen Pilzen zehn dauernd in Reinkultur zu erhalten. Die Kultur
von Lactarius deliciosus, Hydnum imbricatum und Russula virescens war
bis jetzt noch nicht gelungen; noch nicht in Kultur genommen waren,
soweit dem Verfasser bekannt, Agaricus albus Schaeffer, Hypholoma
lateritium, Collybia macrourus und Tricholoma bicolor. Bis zur Fruchthildung
gediehen sehr leicht die Coprinus-Arten, ferner wurde Fruktifikation erzielt bei Collybia macrourus und
Tricholoma bicolor. Der Umstand, daB Coprinus nycthemerus ganz verschieden grofle, ferner Tricholoma
bicolor eine Reihe ganz kleiner Fruchtkorper ausbildete, birgt eine Nutzanwendung fiir die Systematik.
Erst die Kultur kann dartiber Aufschlufl geben, ob die verschiedenen Fruchtkorper auch wirklich verschie-
denen Pilzen angehdren. —

Seinen tief gefithlten Dank spricht Verfasser Herrn Prof. v. Tubeuf aus fir Uberlassung
von Material und der einschligigen Literatur.

Miinchen, botanisches Institut der forstlichen Versuchsanstalt, im Juni 1910.
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Erklirung der Figuren auf Tafel I—IV,

Tafel I.

1—8. Beispiele fiir den Einflul des Substrates auf das Wachstum von Hypholoma lateritinm:
Fig. 1—2. Normales Wachstum auf Nahrgelatine.
Fig. 3—8. Veréindertes Wachstum auf Brot.
Ahnliche Erscheinungen zeigten sich bei Psalliota campestris und Collybia macrourus.

. 9 und 10 Oidienbildungen von Hypholoma lateritium, &hnlich den von Brefeld bei Hypholoma

fasciculare festgestellten Oidien.

. 11. Brotkultur von Collybia macrourus; der Fruchtkdrper hat sich am 21. April gezeigt, nachdem

das Mycel am 29. Jan. von Nahrgelatine anf Brot ubertragen worden war.

. 12, Querschnitt durch eine gebréunte Haut von Collybia macrourus, die der Pilz als Schutzorgan

bildet, wenn er cinen Dauerzustand eingeht.

. 13. Humuskultur von Tricholoma bicolor; die vielen kleinen Fruchtkérper zeigten sich Mitte Oltober,

nachdem das Mycel am 16. Marz von Nahrgelatine auf Humus tbergeimpft worden war.

. 14. Ektotrophe und endotrophe Myecorhiza eines im Freien gewachsenen zweijithrigen Pinus Strobus-

Pflanzchens; Pilzmantel fehlt!

Tafel II.

15. Haustorienbildung des interzellularen Mycels eines im Freien gewachsenen zweijihrigen Pinus
Strobus-Pflinzehens.

16. ,,Myceihaarbﬂdung an einer Mycorhiza eines im Freien gewachsenen zweij ahrlorenAbLes~Pflanzchens

17. Beispiel zweier Synthesen: links Pinus Strobus + Collybia macrourus; rechts Pinus Strobus -
Lactarius deliciosus.

18. Durch Vereinigung von Pinus Strobus mit Collybia macrourus kiinstlich erhaltene endotrophe
Mycorhiza: Der Zellkern hat in einer Zelle die normale Gestalt verloren, ist linglich vergrsBert
und hat eine seitliche Einschniirung erhalten.

19. Querschnitt durch die Hauptwurzel eines sechs Monate alten, in Reinkultur gezogenen Pinus
Strobus-Pflinzchens, nachdem es mit Mycel von Lactarius deliciosus zusammengebracht worden
war. Letzteres hat die gebraunten Rindenzellen nach allen Richtungen durchwachsen. In einigen
Zellen zeigen sich Hyphen von ganz anderem Aussehen.

20. Zipfehenartige Bildungen in Rindenzellen einer sechs Monate alten, steril gezogenen Pinus Strobus-
Wurzel, welche mit Mycel von Hydnum imbricatum zusammengebracht worden war.

Fig. 21, 22 und 23 (Taf. II1) zeigen Querschnitte durch wenige Wochen alte Wurzeln von Pinus Sirobus und

Picea excelsa, die in einigen Zellen Dauersporen von Pilzen enthielten. Fig. 21 Querschnitt durch
eine steril gezogene Pinus Strobus-Wurzel, zwei Monate alt. Die duBerste Zellreihe und ein Teil der
inneren mit gebrdunten Wanden. Die die Spore bergende Zelle ist bedeutend grafer als die andern.
Eine zweite Spore war an einer anderen Stelle des Querschnittes seitlich gelegen neben einer
ebenfalls groferen Zelle. Fig. 22. Querschnitt durch eine vierzehn Tage alte Wurzel eines Picea-
Pflinzchens, das in unsterilisiertem Humus einer Laboratoriumskultur gewachsen war. Noch
keine Gelbfirbung der Zellwinde vorhanden. AuBer der einzigen Spore in der Zelle hatte sich
nirgends eine Spur von Sporen gezeigt.
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Tafel III

23. Querschnitt durch eine vierzehn Tage alte Wurzel eines steril gezogenen Pinu.s St{*ﬂbus-Pflanzchens.
AuBer der abgebildeten Spore, wohl ciner Alternaria-Art angehérend, lag in einer anderfan Zelle
eine zweite; auBerdem waren an einigen anderen Stellen noch funf weitere Sporen, die nicht
in Zellen lagen, zu sehen; doch lagen alle innerhalb des Schnittes; auBerhalb desselben war
keine weitcre Spore zu entdecken. ‘ . e N

24. Querschnitt durch eine Picea-Wurzel, vierzehn Tage nach der Keimung des Samens auf unsterili-
siertemm Humus. Ein Pilz ist interzellular eingedrungen. An den Infektionsstellen schwache
Briunung der Zellwiinde. Linge der Wurzel 2,5 cm. Der Schnitt ist aus dem mittleren Teile

der Wurzel.

‘725. Querschnitt durch eine andere Picea-Wurzel, drei Wochen nach der Keimung. Die Hyphen sind

tiefer in das Gewebe eingedrungen. Die Zellwande sind durch die eingedrungenen Hyphen zum
Teil auseinander gedréingt. Keine Braunung der Zellwénde. Der Schnitt ist aus dem unteren
Teile der Wurzel; Lénge derselben 3 cm.

. 26. Eine andere Picea-Wurzel, drei Wochen alt. Dadurch, daff die Hyphen dicht aneinander gepreft

sind, kommt bereits die bekannte Art des Plektenchyms zustande.

. 27. Eine Picea-Wurzel, sechs Wochen alt. Die Samenschale ist bereits abgeworfen und die Plumula

entfaltet. Der Schnitt ist aus dem obersten Ende der 3 ecm langen Wurzel. Unterhalb der ab-
gestofenen Rindenzellen ist die Epidermis kutikularisiert; veranlaBt wurde dies wahrscheinlich
dadurch, dafl diese Stelle nachtréglich dem Lichte ausgesetzt war. Ein Eindringen von Pilzhyphen
konnte an dieser Stelle nicht stattfinden. Der Umstand, dafl in einigen tiefer liegenden Inter-
zellularen sich trotzdem zahlreiche Hyphen finden, ist ein Beweis dafir, daB letztere von
“unten nach oben durch dieInterzellularen hindurch gewachsen
sind. L
28 und 29. Entstehung des Hartig’schen Flechtwerks an Picea. Die Hyphen zeigen .an einigen
Stellen Schnallenfusionen. .

Tafel IV,

30. Querschnitt durch dieselbe Wurzel; zeigt das Eindringen von Schnallenhyphen in die Wurzel.

31—34. Ein aus einer Abies- und einer Picea-Mycorhiza herauskultivierter Pilz, eine Fusarium-Art.
Die nachfolgende Synthese blieb erfolglos.

35. Ergebnis einer Synthese zwischen einem steril gezogenen Pinus Pinea-Pflinzchen und dem ver-
mutlich als Russula virescens zu bezeichnenden Pilz. DerPilz ist typisch interzel-
lular eingedrungen. Die sechs Wochen bis zu zwei Monaten fortgesetzten Versuche
ergaben keine Bildung von Gabelmycorhizen. :

36-—47. Mycelstiicke von Russula virescens. Der Pilz war in den Wildern von Planegg bei Miinchen
gesammelt worden und hatte auf Humus Keimung und gutes Mycelwachstum ergeben. Sporen,
mit (NH)H,PO, in Van Tieghem-Kulturen genommen, hatten nach zwei Tagen Keimung und
Schnallenfusionen am Mycel ergeben. Das Mycel der Humuskultur war auf Brot tibergeimpft
worden, ferner auf Humus und Nahrgelatine. Als es spéter untersucht wurde, zeigte sich weder -
irgend eine Nebenfruktifikation noch Schnallenbildung. Der Pilz bildet reichlich Luftmycel von
wechselnder Dicke; sie schwankt zwischen 2,4 und 8 y, erreicht also einen Grad, den Verfasser bei
den ibrigen Agaricineen nicht beobachtet hat. Das Myecel ist s‘eptiert, sehr 'Wenig verzweigt,
gelb oder rotlich gefarbt oder farblos und hat die Neigung, sich zu S'Lr:'ingeri zusammenzulegen
und Fusionen zu bilden. Auffallend sind die conidienartigen Bildungen an manchen Hyphenenden,
die in jungem Stadium hyalines Plasma mit kaum sichtbaren Vakuolen enthalten; in édlterem
Stadium zieht sich das Plasma an die Wande zuriick und bekommt eine konsistente Struktur
von gelblicher Farbe. Die Vakuale vergréBert sich entsprechend. = Eine Loslosung dieser

Bildungen konnte nicht ein einziges Mal konstatiert werden.
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