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I. Systematik
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Mit 7 Textabbildungen

( Eingegangen am 27. Juli 1963)

Die modernen Methoden der Submerskultur im Riihr- oder Schiittel-
verfahren mit Beliiftung vermeiden weitgehend die Nachteile der her-
kémmlichen Verfahren, indem sie ein schnelles, homogenes Wachstum
des Mycels unter reproduzierbaren Bedingungen ermoglichen. Damit
wird eine exakte Untersuchung des Zellmaterials, seines Stoffwechsels
und der Stoffwechselprodukte ermoglicht.

Die Vorteile der Submerskultur lassen sich im allgemeinen nur bei der Heran-
zucht von Hefen und anderen einzelligen Mikroorganismen wahrnehmen, wihrend
bei hoheren Pilzen (vornehmlich Basidiomyceten) gewisse Schwierigkeiten auf-
treten. Sie wachsen in Submerskultur meist nur langsam und begrenzt und bilden
Kugeln (..pellets*) oder Klumpen (BURKHOLDER u. SINNOTT 1945; SUGIHARA u.
HumrELD 1954; JENNISON 1956; BENKO 1958; RoBBINS 1958). Diese Mycelklumpen
sind wachstumsphysiologisch inhomogen. da in verschiedenen Zonen unterschied-
liche Sauerstoff- und Nihrstoffbedingungen herrschen, so dal im Inneren bereits
Autolyse einsetzen kann, wihrend das Mycel an der Oberfliche noch aktiv wichst.

1948 fand jedoch HUMFELD bei dem Versuch, den Basidiomyceten
Agaricus campestris' in Submerskultur heranzuziehen, einige Stimme
(NRRL 2334, 2335, 2336), die bei einfachen Néhrstoffanspriichen in
Submerskultur ein schnelles, homogenes, hefeahnliches Wachstum zeigten,
das fiir héhere Pilze ungewohnlich war. Diese Stdmme wurden, vor allem
unter kommerziellen Gesichtspunkten, in der Folgezeit mehrfach unter-
sucht (HuMFELD 1948; HUMFELD u. SUGIHARA 1949; HUMFELD 1950/51 ;

* Gekiirzte gleichlautende Dissertation der mathematisch-naturwissenschaft-
lichen Fakultit der Universitit Gottingen.

1 In den angelsichsischen Landern werden hédufig noch die in der Champignon-
kultur verwandten Stamme als Agaricus campestris bezeichnet, obwohl dieser Name
allein der Wildform mit viersporigem Basidium zukommt, die auch nicht auf
Pferdemist wichst. Der Kulturchampignon trigt wegen seines zweisporigen Ba-
sidiums dagegen den Namen Agaricus (oder Psalliota) bisporus Lange, forma albida
(weiB) und forma avellanea (braun).
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HuMFELD u. SUGIHARA 1952; SUGIHARA u. HUMFELD 1954; O’NEIL 1956;
BENKO 1958; MousTaFa 1960).

Hierbei hatten sich die erwidhnten Stamme fiir stoffwechselphysio-
logische Untersuchungen als besonders geeignet erwiesen. Eigene Vor-
untersuchungen hatten ergeben, dal die Stimme Fett zu speichern ver-
mochten. Die giinstigen Wachstumseigenschaften in Verbindung mit
den Moglichkeiten, moderne Methoden der Stoffwechsel- und Fett-
analyse anzuwenden, lielen daher Untersuchungen iiber die Fett-
synthese besonders aussichtsreich erscheinen; bei héheren Pilzen liegen
zu diesem Problem nur wenige Arbeiten vor (JENNISON, RICHBERG u.
KRikszENs 1957 ; REUSSER, SPENCER u. SALLANS 1958 ; FALANGHE 1962;
HucHEs 1962). Fir diese Untersuchungen sollten nun zunichst in Sub-
merskultur unter normalen Agaricus-Stimmen solche selektioniert und
allgemein charakterisiert werden, die in ihren Eigenschaften den von
HuMFELD beschriebenen Stammen weitgehend entsprachen.

A. Organismen und Methoden
1. Organismen

Die Agaricus bisporus-Staimme wurden von Prof. KNEEBONE, Penn. State Uni-
versity und den Firmen Hullen/Erlangen, Hullen/Osterode und Witt/Bernkastel
bezogen. — Die als Agaricus campestris bezeichneten Staimme NRRL 2334, 2335,
2336 wurden von Prof. HEsSeLTINE, Northern Regional Research Laboratory,
Peoria, zur Verfiigung gestellt. — Die Vergleichsstimme Beauveria bassiana und
Beauveria tenella stammten aus der Sammlung des Centraalbureaus voor Schimmel-
cultures in Baarn/Holland.

2. Niahrmedien

Simtliche Stimme wurden regelmiBig auf Biomalzagar-Schriagrohrchen (2,59,
Biomalz, Kirner Vitabornwerk GmbH; 1,5%, Agar; py etwa 5,5) vermehrt, sowie
in Stammkulturen in Reagensgliasern mit kompostiertem, sterilem Pferdemist ge-
halten. Von den N RRL-Staimmen und den Beauveria-Stimmen aus Baarn wurden
Dauerkulturen nach RHopEs (1950) angefertigt.

Zur Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit und anderer Kultur-
charakteristica wurden feste Substrate aus Kartoffel-. Haferflocken, Kirsch- und
Heuagar angesetzt. Der py-Wert lag dabei jeweils zwischen 5 und 6.

Als fliisssiges Nahrmedium wurde einmal Biomalz-Ndhrlésung verwendet.
Hierzu wurde eine entsprechende Menge Biomalz in aqua dest. gelost und mit
NaOH auf py = 8.0 gebracht. Die Sterilisationszeit in den Erlenmeyerkolben
betrug, wie auch bei allen anderen Substraten, 15 min bei 1,2 atii.

Weiterhin wurde das Medium nach HUMFELD u. SUGIHARA (1949) verwendet.
Grundmedium: KH,PO, 0,87 g; MgHPO, 0,40 g; CaCl, - 2 H,0 0,37 g; H,SO, 2,0 n
5,7 ml; Spurenelementlésung (FeCl, - 6 H,O0 0,50 g; MnCl, - 4 H,0 0,36 g; ZnCl,
0,20 g; CuSO, -5 H,0 0,05 g; aqua dest. auf 1000 ml) 20,0 ml; Glucose 50,0 g

= 5%,); aqua dest. auf 900 ml. Stickstoffquelle: 3%/, Harnstofflésung in aqua dest..

steril filtriert. Das Grundmedium wurde mit NaOH auf py 4,5 gebracht, in Mengen
zu je 36 ml in 300 ml Erlenmeyerkolben mit Watte- oder Schaumstoffhauben ein-
gefiillt, autoklaviert (15 min bei 1,2 atii) und dann unter sterilen Bedingungen mit
je 4 ml der Harnstofflosung versetzt (Endkonzentration Harnstoff = 0,3%/,, Stick-
stoff = 0,14%/,).
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Fiir die Vergleichsversuche mit Beauveria wurde zusitzlich das Medium nach
MacLeop (1954a) verwendet. Grundmedium: KH,PO, 1,5 g; Na,HPO, - 12 H,0
15 g; MgSO0, - 7 H,0 0,025 g; CaCl, - 2 H,0 0,025 g; (NH,),S0, 3,0 g (N-Konzen-
tration = 0,064°/,); Spurenelementlésung [Fe(NH,),(SO,), - 6 H,0 0,05 g; ZnSO,
* 7 H,0 0,05 g; MnSO, - H,0 0,05 g; aqua dest. auf 1000 m1] 20,0 ml; Glucose 10,0 g
(_= 1%/5); aqua dest. auf 1000 ml. Der pg-Wert wurde mit H,SO, ebenfalls auf 4,5
eingestellt und je 40 ml der Losung in 300 ml Kolben sterilisiert. Bei einem Anfangs-
PH von 4,5 war unter den gewihlten Sterilisationsbedingungen die Caramelisierung
des Kohlenhydrats so gering, daB sich eine getrennte Sterilisation eriibrigte.

3. Methodik

a) Versuche auf festem Substrat. Einsporkulturen wurden durch Aus-
spateln verdiinnter Sporensuspensionen auf Agarplatten und Uberimpfung der
gekeimten Einzelsporen (mikroskopische Kontrolle!) auf Schriigrohrchen her-
gestellt.

Die Mikroaufnahmen wurden mit einem Zeiss-Winkel-Standard-Mikroskop
(Neofluare), der Contax-Kleinbildkamera und der Leitz Mikrophotoausriistung
(Photoaufsatz Grundkorper II, BelichtungsmeBgerit, Elektronenblitzgerit Uka-
tron II) angefertigt.

Fiir die Infektionsversuche wurden Agaricus-Fruchtkorper (autoklaviert und
nicht autoklaviert) in Erlenmeyerkolben mit Wattehauben mit dem Beauveria-
Mycel beimpft und bei 25° C inkubiert.

Um die Stamme zur Fruchtkérperbildung zu bringen, wurde aus den Mycelien
»Brut** hergestellt und diese unter verschiedenen normalen Betriebsbedingungen
(Fa. Hullen/Erlangen) weiterverarbeitet.

Zum Nachweis der Katalase wurde ein Myecelstiick einer aktiv wachsenden
Biomalzagarkultur mit frisch angesetzter 3°/, H,0,-Losung iiberspiilt. Blasen-
bildung zeigte einen positiven Ausfall der Reaktion an.

Die Enzyme Laccase, Peroxydase und Tyrosinase wurden an Biomalzagar-
kulturen nach LyR (1958) nachgewiesen.

b) Versuchein Submerskultur. Die Anzucht der Zellen erfolgte in Schiittel-
kultur. Beimpft wurde mit Mycelstiickchen (5x 5 mm) einer mindestens 3 Wochen
alten Biomalzagarkultur. 300 ml Erlenmeyerkolben mit Schaumstoff oder Watte-
hauben und je 40 ml Nihrlésung wurden nach der Beimpfung aerob bei 27° C auf
der Schiittelmaschine (3 cm Weg, 150 Hin- und Herginge/min) inkubiert. Es er-
wies sich als vorteilhaft, tiglich den sich bildenden Mycelrand abzuschiitteln.

Die py-Messung wurde mit der Glaselektrode und dem pp-MeBgeriat der Fa.
Metrohm, Herisau/Schweiz, vorgenommen.

Die Ernte des Zellmaterials erfolgte durch Abnutschen auf Kieselgur-Filter-
Papier (Schl. & Sch. Nr. 287) und zweimaliges Waschen mit aqua dest.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden die Filter bis zur Gewichts-
konstanz bei 105° C getrocknet und nach Abkithlung im Exsiccator gewogen. Fiir
die Leergewichtsbestimmung wurden die Filter entsprechend vorbehandelt.

Die Bestimmung der Glucose im Kulturmedium wurde mit dem Anthron-
reagens nach HEwritr (1958) mit dem Zeiss-Photometer PMQ II durchgefiihrt.

B. Versuche und Ergebnisse

1. Versuche zur Mutantenisolierung aus Agaricus bisporus-Stémmen

Zur Auswahl der fiir die geplanten Untersuchungen geeigneten
Stamme wurden zunichst Submers-Schiittelkulturen mit normalen
Stimmen von Agaricus bisporus angesetzt. Diese Voruntersuchungen
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zielten darauf ab, selbst Staimme zu selektionieren, die in Submerskultur
gut wachsen, eine homogene Suspension liefern und in ihren Eigen-
schaften den von HUMFELD auf dhnlichem Wege (1950/51) isolierten
Stammen gleichen. Es wurden dazu normale, in der Champignonkultur
verwendete Vielsporenkulturen, sowie aus Sporen gezogene Einspor-
kulturen eingesetzt.

Die Erlenmeyerkolben mit 40 ml Nahrlésung (5°/, Biomalz bzw.
Humfeld-Medium) wurden mit aktiv wachsendem Mycel von Biomalz-
Schragrohrchen beimpft und auf der Schiittelmaschine bei 27° C in-
kubiert. Am 9. Tag wurde geerntet und die Kolben auf pg, Trocken-
gewicht, makroskopisches und mikroskopisches Aussehen untersucht.
Von den untersuchten 14 Vielspor- und 44 Einsporkulturen zeigte keine
Merkmale, wie sie von HUMFELD beschrieben wurden. Es wurden daher
die von HUMFELD isolierten Stimme vom Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, als Agaricus campestris NRRL 2334, 2335, 2336 be-
zogen und mit den normalen Agaricus-Stammen nach verschiedenen
Gesichtspunkten verglichen.

2. Vergleich der NRRL-Stamme mit Agaricus bisporus
a) Eigenschaften auf festem Substrat

Bei der Uberimpfung der NRRL-Stimme auf festes Néhrsubstrat
zeigten sich viele Einzelkolonien, die auf eine starke Conidien- oder
Oidienproduktion hinwiesen. Das Mycel war pelzartig bis wattig, bis
etwa 8 mm hoch, zunachst rein weil, bildete keine Strange, wuchs
schnell, wurde im Alter gelblich unter Hautbildung und zeigte dann
Guttationstropfen.

Tabelle 1. Enzymnachweise auf Biomalz- Agarplatten

Agaricus bisporus NRRL-Stamme

Stamme T
E 33 1| 1 | 20 | 22 | 2334 | 2335 | 2336

Enzyme!: ‘ [
Tyrosinase ++4+ | +++ ++4+ | +++] — — .
Laccase SR Ik I I S I By ++ + 4
Katalase ++ P++ | (1) ] (+) | (+)
Peroxydase — — — (+) [ (+) | (+)

1 Stiirke der Enzymreaktion: + + + = sehr stark positiv; + + = stark positiv;

+ = deutlich positiv; (+) = schwach oder unregelmiBig positiv; — = negativ.

Normales Agaricus-Mycel wuchs langsamer, zeigte haufig Strang-
und Sektorenbildung und schied keine Guttationstropfen aus. Auf
kompostiertem Pferdemist riefen die NRRL-Stimme nicht die fiir
Agaricus typische Rotbraunfirbung hervor, sondern firbten das Sub-
strat schwirzlich. Sie wuchsen hier zunichst schnell, blieben dann aber
im Wachstum zuriick.
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Ein Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten auf Biomalzagar-
Platten (25° C; 7 Tage) ergab bei neun getesteten Agaricus-Stimmen
einen durchschnittlichen téiglichen Zuwachs des Koloniedurchmessers
von 0,19 cm, bei den NRRL-Stammen jedoch von 0,36 cm/Tag.

Eine Untersuchung der auf Biomalzagarplatten gebildeten Enzyme
ergab die in Tab.1 gezeigten Verhiltnisse (vgl. auch BENKO 1958).

Tabelle 2. Vergleich normaler Agaricus-Stimme mit den NRRL-Stimmen

Untersuchung/Merkmal A istetwerte) Y Mittetwerte)
A. Festes Substrat
Biomalzagar:
Einzelkolonien b. Uberimpfen — +
Strang- und Sektorenbildung + —
Mycelfarbe gelbl. — gelbl. weifl — gelbl.
Altes Mycel : Hautbildung -— i
Guttationstropfen — +
Enzyme: Tyrosinase + 4+ + | —
Laccase + 4+ 4 4
Katalase + + (+)*t
Peroxydase — (+)?
komp. Pferdemist:
Anfangswachstum langsam schnell
Verfiarbung rot schwarz
Durchwachsung vollig unvollstindig
Fruchtkérperbildung + —
B. Submerskultur
Sudanophile Granula — +
Sekundérsporenbildung — +
Champignon-Geruch und Gieschmack + —
Kulturcharakter Kugeln feindispers
Vakuolisierung der Zellen spit ab 2—3 Tag
Hyphendurchmesser s 3-9 2—4
Ernte: 9. Tag? mg Tr.S./ml N.M.
Humfeld-Medium 0,3 16,1
Biomalzmedium 0,9 5,6

! Schwache oder unbestindige Reaktion.
% Schiittelkultur. beimpft mit Agarmycelstiickchen; mg Tr.S./ml N.M. = mg
Trockensubstanz/ml Nahrmedium.

b) Eigenschaften in Submerskultur
In Schiittelkultur (Beimpfung mit Mycelstiickchen, Ernte am 9.Tag),
wuchsen die NRRL-Stimme in einem einfachen, synthetischen Nahr-
medium (HuMFELD u. SUGIHARA 1949) gut, die normalen Agaricus-
Stimme jedoch nicht. In einfacher 5°/, Biomalzlosung gediehen beide,
die NRRL-Stamme jedoch auch hier weit besser (Tab.2).
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Die NRRL-Stimme unterschieden sich von den normalen Stimmen
auch morphologisch (HumreLp 1948; HumreLD 1950/51). Vom dritten
Kulturtage an wurden nédmlich massenhaft sporenihnliche Gebilde pro-
duziert, die HUMFELD in Anlehnung an Kriemax (1942) | secondary
spores‘‘ nennt.

Kriemax bezeichnete damit chlamydosporenartige, meist runde Zellen in
(ab 3 Monate) alten Hyphenverbinden auf festem Substrat, die durch Lingen-
verkiirzung und Anschwel-
len intercalar, also im Zell-
verband entstehen und die-
sem ein charakteristisches
kettenihnliches Aussehen
verleihen (Abb.1). Diese
,.Kette” kann dann in die
einzelnen Sekundirsporen
zerbrechen und jede davon
zu einem neuen Mycel aus-
keimen.

Beidenvon HUMFELD
beschriebenen Stammen
entstehen die von ihm
ebenfalls als ,,secondary
spores”  bezeichneten,
meist ovalen bis ldng-
lichen Zellen dagegen
terminal an jungen, ak-
tivwachsenden Mycelien
in Flussigkeitskulturen
und bilden keine ,,Ket-
ten** (Abb.2). Diese in
groBler Zahl gebildeten
Sekundérsporen (sie
sollen im folgenden
weiter so bezeichnet
Abb. 1. Sekundiirsporen bei normalen Agaricus-Stimmen in werd.en) gel,)en der Sus-

festem Substrat [aus KLIGMAN (1942)] pension ein ziemlich
homogenes, feinflockiges

Aussehen, wihrend die normalen Agaricus-Stimme in Submerskultur
in Form von Klumpen und Kugeln verschiedener GroBle wuchsen.

Die Hyphender N RR L-Stamme waren diinner, linger und friiher vakuo-
lisiert als beinormalen Agaricus-Staimmen und wiesen stark lichtbrechende
Granula auf, die sich als Sudan-positiv erwiesen. Die Wachstumskurve
(Beimpfung mit Agarmycelstiickchen) erreichte bei den NRRL-Stammen
ihr Maximum am 6.—7. Kulturtag, wiahrend die normalen Agaricus-
Stamme ein Vielfaches dieser Zeit benétigten (vgl. auchTrREscHOW 1944).
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Entwickelten die Agaricus-Stimme auch in Submerskultur einen
angenehmen, typischen Champignongeruch und Geschmack (vgl. auch
Bexko 1958, sowie BLock in Eppy 1958), so fehlte dieser den NRRL-
Stimmen ganz oder wurde nur als wohlriechend, angenehm und nuf3-
artig (SuetHara u. HUMFELD 1954) angegeben. In eigenen Versuchen
konnte bei dem Mycel kein champignonartiger Geruch festgestellt

Abb.2, Sekundiirsporenbildung in Submerskultur, Humfeld-Medium, Stamm NRRL 2334 (% 640)

Wwerden, der Geruch der Kulturen war teilweise sogar unangenehm und
stechend, besonders bei héheren Stickstoffkonzentrationen (Am-
moniak!).

¢) SchluBfolgerungen

HumreLD hatte unter etwa 40 in Submerskultur untersuchten nor-
malen Agaricus-Stimmen der weilen und braunen Form drei so ,,mu-
tierte oder ,,adaptierte” Stimme gefunden (HumreLp 1950/51). In
eigenen Versuchen konnten jedoch aus einem noch gréBeren Vergleichs-
material keine derartigen Stidmme in Submerskultur selektioniert
Wwerden.

Betrachtet man nun ein in so vielen Punkten differierendes morpho-
logisches und physiologisches Verhalten (Tab.2), so liegen Zweifel an
der Identitit der NRRL-Stimme nahe. Es ist auch unwahrscheinlich,
daB durch einen Mutationsschritt in Submerskultur in mehreren Fillen
80 viele Merkmale gleichartig verindert wurden und daB sich in eigenen
und auch anderen Nachuntersuchungen (BExko 1958; Eppy 1958) keine
derartigen Mutationen oder Adaptationen finden lieBen. Vor weiter-
‘gehenden physiologischen Untersuchungen erschien es daher angebracht,
die Staimme nachzubestimmen.
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3. Nachbestimmung der N RRL-Stimme
a) Untersuchung der Hauptfruchtform

Zunichst wurde aus den NRRL-Stimmen und einigen normalen
Agaricus-Staimmen im Labor der Fa. Hullen, Erlangen, ,,Brut zum
,,Besplcken“ der Beete hergestellt In den Anlagen des Betriebes wurde
o dann unter verschiedenen
Bedingungen versucht, die
Stamme zur Fruchtkorper-
bildung zu bringen. Dies
gelang bei den normalen
Agaricus-Stammeninallen
Fallen,die NRR L-Stimme
dagegen wuchsen nicht
einmal in das Deck-
material hinein, starben
bald abund bildeten keine
Hauptfruchtform. Dieses
Ergebnis bestitigt auch
die Befunde von HuMFELD

u. SUGTHARA (1952).

Abb. 3. Ca-Oxalat-Kristallnadeln, normaler Agaricus- b) Unt'ersuChung
St Hii fen, Biomalzagar (x 150) der Nebenfruchtform
. : Zur Gewinnung von
Nebenfruchtformen wur-
den Hingetropfenkultu-
ren auf Biomalzagar an-
gesetzt. Bei normalen
Agaricus-Stammen bildete
sich in allen Féllen an
ganzen Hyphenabschnit-
ten ein typischer (SARAZIN
1951), dichter Besatz von
nadelformigen Ca-Oxalat-
kristallen (Abb.3 und 4),
der bei den NRRL-Stam-
men stets fehlte.
Abb. 4. Co-Oxalat-Kristallnadeln, normaler Agaricus- Rer Hyphe.ndurch.-
St Hii pfen, Biomalzagar ( x 1000) messer betrug bei Agari-
cus bisporus 2,5—58 u,
bei den NRRL-Stimmen 1,1—4.,7 u. Letztere bildeten auch am Deck-
glas stets eigenartig angeschwollene, gekriimmte oder gelappte Ver-
zweigungen in der Art von Appressorien (Abb.5), wie sie bei pathogenen
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Pilzen hiufig sind, die aber bei den normalen Agaricus-Stimmen nicht
auftraten.

In Abb.6 ist deutlich zu sehen, wie eine fertile Hyphe, die in der
Tiefe Conidien ausgebildet hat, an ihrem Ende, beim Auftreffen auf das
Deckglas der Hingetropfenkultur durch diesen mechanischen Reiz zur
Appressorienbildung veranlaBt wird.

Abb. 5 Abb. 6
Abb. 5. Appressorienbildung am Deckglas einer Hingetropfenkultur, Biomalzagar, Stamm N RRL 2335
( % 1000)

Abb.6. Appressorien- und Conidienbildung, Hingetropfenkultur, Stamm NRRL 2335 (% 640)

Es wurden weiterhin nur bei den NRRL-Staimmen vom 3. Tage an
farblose, asexuelle Sporen (Conidiosporen) an meist flaschenformig an-
geschwollenen Zellen gebildet (Abb.6, 7).

Auf Grund der bis dahin gewonnenen Befunde (Tab.2) liel sich
bereits feststellen, daB die drei NRRL-Stamme, die untereinander kaum
Unterschiede aufweisen, nicht zu den Basidiomyceten gehoren, sondern
innerhalb der Fungi imperfecti zu den Moniliaceen zu stellen sind.

¢) Morphologische Untersuchungen'

Zuniichst wurden Entwicklung und Form der asexuellen Fort-
pflanzungsorgane in Objekttriger- und Hingetropfenkulturen genauer
untersucht. Die Conidiophoren erscheinen als gewohnliche, undifferen-
zierte, septierte Hyphen und tragen die sporogenen Zellen (MacLrop

! Die folgenden Untersuchungen zur Identifikation wurden im ,,Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, Holland** durchgefiihrt.

Arch. Mikrobiol., Bd. 47 5
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1954 b). Diese sitzen entweder terminal in Wirteln bis zu dreien oder
einzeln direkt an den Conidiophoren und sind einzellig, variabel in Form
und GroBe, jedoch meist bauchig bis flaschenférmig (Abb.7).

Weit iiber 50°/, der Conidiosporen sind oval bis linglich. Sie sind
farblos, hyalin, von glatter Oberfliche und sitzen so dicht am Mittel-
faden, dall dieser kaum erkennbar ist. In dlteren Kulturen kommen
aulBerdem noch lingliche Makrosporen vor. Die Malle der Conidiosporen
sind 1,8—4.,5 u % 1,8—3,2 u, die der Makrosporen 6,6 —9.4 u x2.4—3.2 u.

<

Abb. 7. Conidienbildung an flaschenférmigen Zellen, Hiingetropfenkultur, Biomalzagar, Stamm
NRRL 2336 (x1600)

An Hand dieser Daten, der Literatur und des reichlichen biologischen
Vergleichsmaterials wurden die drei NRRL-Stimme als Gattung
Beauveria bestimmt und auf Grund der iiberwiegend ovalen Sporenform
zur Art Beauveria tenella (Delacr.) Siem. gestellt.

4. Vergleich mit authentischen Beauveria-Stdammen

Um die Bestimmung zu sichern, wurde nun noch die Conidiosporen-
und Sekundérsporenbildung bei den NRRL-Stammen und zwei authen-
tischen Beauveria-Stimmen (Beauveria bassiana und Beauveria tenella)
untersucht. AuBerdem wurde von Stamm NRRL 2335 eine Einspor-
kultur hergestellt und mit der entsprechenden Vielsporkultur
verglichen, wobei weder auf festem noch in fliisssigem Substrat
Unterschiede festzustellen waren, so dal das Material als einheitlich
angesehen werden konnte. Der Vergleich dieser Kulturen mit den
authentischen Beauveria-Stammen ergab ebenfalls keine Unterschiede
auf festem und fliisssigem Substrat.

Auf verschiedenen festen Nihrmedien (Haferflocken-, Heu-, Kar-
toffel-, Kirsch- und Malzagar) zeigten die NRRL-Einspor- und Viel-
sporkulturen gegeniiber den Beauveria-Staimmen kaum Unterschiede
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in Aussehen, Mycel- und Conidienfarbe. Die Werte der Wachstums-
geschwindigkeit bei den NRRL-Stimmen liegen ziemlich nahe bei-
einander und zwischen den Werten von Beauveria bassiana und Beauveria

Tabelle 3. Vergleich der N RRL-Stimme mit authentischen Beauveria-Stimmen

—

Untersuchung/Merkmal

——

Agaricusg bisporus
(Mittelwerte)

NRRL-Stimme
(Mittelwerte)

Authent. Beauveria
(Mittelwerte)

A. Festes Substrat ( Biomalz)
Platten:

Temperaturoptimum °C 2324 2325 22—25/23—271
Wachstumsgeschwindig-
keit bei 25°C cm/Tag 0,19 0,36 0,31
Mycelfarbe gelbl.—>gelbl. | weiB— gelbl. weiB—> gelbl.
Enzyme: Tyrosinase — —
Laccase ++ —/+++1
Katalase (+)2 +
Peroxydase (+)2 —
Hingetropfen:
Ca-Oxalatnadeln + - —
Appressorien — + +
Sporogene Zellen — -+ farbl. +farbl.
Lange u 3,0—25,0 3,0—28,0
groBter o u 0,7— 2,3 1,0— 3,5
kleinster & u 0,3— 1,1 0,5— 1,0
Conidiosporen — -+ farbl. +farbl.
Linge p 1,8—4,5 2,0— 6,0
s u 1,8-3,2 1,5— 3,0
Makrosporen — -+ farbl. ~+farbl.
Lange u 6,6—9,4 7,0—12,0
o] u 2,4-3,2 3,0— 3,5
B. Submerskultur
sudanophile Granula — + +
Sekundirsporen — + +
Humfeld-Medium:
Farbe, Geruch, Aus-
sehen gleich gleich
Ernte: 6.Tag® mgTr.S./
ml N.M. 15,5 14,5
pPr-Anderung 43568 43 >64
MacLeod-Medium:
Farbe, Geruch, Aus-
sehen gleich gleich
Ernte: 6.Tag? mg
Tr.S./ml N.M. 3,1 2,9
pu-Anderung 45>22 45->35

! Beauveria bassiana/Beauveria tenella.
2 Schwache oder unbestindige Reaktion.
3 Schiittelkultur, beimpft mit Agarmycelstiickchen.

5*
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tenella (Tab.3). Das Temperaturoptimum befindet sich bei den NRRL-
Stammen zwischen 23 und 25° C, bei Beauveria bassiana zwischen 22
und 25° C, bei Beauveria tenella zwischen 23 und 27° C.

Die Enzymuntersuchung ergab, dal von beiden Gruppen weder
Tyrosinase noch Peroxydase gebildet wurde, Laccase war reichlich
(bei Beauveria bassiana jedoch nicht) und Katalase wenig vorhanden
(Tab.3).

In Hingetropfenkulturen zeigten auch die authentischen Beauveria-
Stamme Appressorien-Bildung und stimmten in Form und Gré8e der
sporogenen Zellen und Conidien weitgehend mit den NRRL-Stammen
iiberein, die Conidiosporen sa3en jedoch bei den authentischen Beauveria-
Stammen lockerer am Mittelfaden.

In Submers-Schiittelkulturen wurden vergleichende Untersuchungen
durchgefithrt mit dem Nahrmedium nach HuMFELD und einem dhnlich
zusammengesetzten synthetischen Nahrmedium, das MacLeop (1954a)
fir Beauveria angibt. In Farbe, Geruch, Feinheit der Verteilung, sowie
im mikroskopischen Aussehen der Kulturen, der Tendenz der pu-An-
derung im Medium und der Erntemenge herrschte auch hier weit-
gehende Ubereinstimmung (Tab. 3). Wahrend im Medium nach MacLeop
jeweils stark aufgetriebene und vakuolisierte Zellen entstanden, wurde
im Humfeld-Medium normales Mycel gebildet.

FaBt man die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammen, so be-
stitigen sie die Bestimmung der NRRL-Stimme als Beauveria tenella
(MoLrToris 1962a, 1962b).

C. Diskussion der Hauptergebnisse

Bei Vorversuchen mit den fiir eingehendere physiologische Unter-
suchungen vorgesehenen drei ,,Agaricus campestris*‘-Staimmen NRRL
2334, 2335, 2336 traten Zweifel an deren Identitat mit Agaricus cam-
pestris auf. Wie nachgewiesen werden konnte, handelte es sich bei diesen
Stammen iiberhaupt nicht um die Basidiomyceten-Gattung Agaricus,
sondern um eine zu den Fungi imperfecti gehérende Moniliacee, Beauveria
tenella (Delacr.) Siem.

Um die Méglichkeit auszuschalten, daB bei den eigenen Unter-
suchungen eine Verunreinigung stattgefunden hatte, wurden die NRRL-
Stamme noch ein weiteres Mal bezogen und untersucht. Sie zeigten
jedoch wiederum die gleichen Eigenschaften.

Da die im Laufe dieser Arbeit gewonnenen Untersuchungsergebnisse
mit den bisher iiber diese Stimme veroffentlichten Befunden iiberein-
stimmen, kann man wohl eine Kontaminierung wihrend der Zeit
zwischen der Erstbeschreibung und den jetzigen Untersuchungen aus-
schlieBen. Die Stdimme konnen wihrend der Erstuntersuchung in Sub-
merskultur als Verunreinigung eingeschleppt worden sein und das
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urspriingliche, langsamer wachsende Agaricus-Impfmaterial iiber-
Wachsen haben.
_ Es gibt aber auch noch eine weitere Erklirungsmoglichkeit: Der
Insektenpathogene Pilz Beauveria kommt allgemein auch dort vor, wo
ampignons wachsen oder angebaut werden (BELs, personliche Mit-
teilung), kann aber auch, wie im Verlaufe dieser Arbeit festgestellt werden
konnte, zumindest saprophytisch auf Agaricus-Fruchtkorpern existieren.
Bei der Erstisolierung der Stimme durch HUMFELD (1948) wurde als
Impfmaterial fiir die Submerskulturen Mycel verwendet, das von
A!Iaricus-Fruchtkérpergewebekulturen stammte (SUGIHARA u. HUMFELD
1954). Diese konnten nun aber bereits mit Beauveria (Sporen) infiziert
8ewesen sein. Moglicherweise kam also das Beauveria-Material schon mit
fieul Impfmaterial in die Submerskultur. Dort iiberwuchs es wegen der
besser zusagenden Lebensbedingungen und der besseren Ver-
mehrungsmaoglichkeit durch seine Sekundérsporenbildung den langsam-
Wiichsigen Agaricus-Stamm. Durch duBerliche Ahnlichkeit des Kolonie-
Wachstums blieb die Verunreinigung bisher verborgen.

Nach diesem Untersuchungsergebnis ist es nicht mehr verwunder-
lich, daB die N. ahrungsmittelindustrie ihre mit den angeblichen Agaricus-
Stdmmen nach einigen Patenten (HumrELD 1952; HUMFELD 1954;
Szukcs 1958) aufgenommene Mycelproduktion fiir Suppen und dhnliche
Vel'Wendungszwecke nach einiger Zeit wieder aufgab (STOLLER 1954),
da dem Produkt der typische Champignongeschmack fehlte.

 ViNING, KELLEHER u. SCHWARTING (1962) berichteten kiirzlich iiber einen éhn-

lichen Fall; ein angeblicher Stamm von Amanita muscaria, der in Submerskultur
unter Sekundirsporenbildung gut wuchs, konnte spiter als Beauveria bassiana
identifiziert werden.

Zusammenfassung

Die drei als Agaricus campestris vom Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, Ill., bezogenen Stamme NRRL 2334, 2335, 2336,
Wurden mit authentischen Agaricus-Stdimmen verglichen. Auffallende
orphologische und physiologische Unterschiede veranlaften eine Nach-
bestimmung der NRRL-Stimme. Danach gehoren diese nicht den
Basidiomyceten, sondern innerhalb der Fung: imperfect: der Moniliaceen-
8attung Beauveria an.

Summary
Three fungal strains (NRRL 2334, 2335, 2336), supposedly Agaricus
campestris and obtained from the Northern Regional Research La-
boratory, Peoria, Ill., were compared with authentic Agaricus strains.
The observed morphological and physiological differences led to the
identification of the former (NRRL 2334, 2335, 2336) as Fungi imper-
fecti (Family Moniliaceae, Genus Beauveria) and not as Basidiomycetes.
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Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.

Herrn Prof. Dr. H. G. SCHLEGEL danke ich fiir sein reges Interesse an der
Arbeit und ihre stete Forderung.

Der Leitung des ,,Centraalbureau voor Schimmelcultures Baarn, Holland,
bin ich fiir die Stellung eines Arbeitsplatzes zu Dank verpflichtet, ebenso der Fa.
Hullen, Erlangen, fiir die Moglichkeit, in ihren Anlagen Versuche durchzufiihren.
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