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Besteht ein Zusammenhang zwischen Oxalatausscheidung
und Fruchtkorperbildung beim Kulturchampignon
Agaricus bisporus (Lge.) Sing.?

Von
GERLIND EGER und I. SUCKER

Mit 2 Textabbildungen
(EBingegangen am 25. Juni 1964)

In einer fritheren Arbeit (EcEr 1961) wurde gezeigt, daB die Frucht-
korperbildung beim Kulturchampignon durch Mikroorganismen in der
Deckschicht ausgelost wird. Es wurde vermutet, daf dies durch direkte
Einwirkung dieser Organismen auf einzelne Hyphen geschieht. Ferner
wurde angenommen, daB dabei der Stoffwechsel des Mycels in einen
andersartigen Stoffwechsel der Fruchtkorper umgestaltet wird. Wenn
diese Hypothese zutrifft, miiite sich ein Unterschied im Stoffwechsel von
Mycel und Fruchtkérpern feststellen lassen, und zwar bereits in jungen
Fruchtkorperanlagen. Genaue Respirationsmessungen sowie chemische
Analysen sind moglich. Ein Vergleich der erhaltenen Werte hat jedoch
wenig Sinn, wenn Mycel und Fruchtkérper von verschiedenen Sub-
straten stammen. Bis heute ist es noch nicht gelungen, in Flissigkeits-
kultur, in der sich die Mycelmenge genau erfassen 1aBt, Fruchtkérper
zu erhalten. Umgekehrt konnen wir auf festem, organischem Substrat
mit unsteriler Deckerde (Bedingungen, unter denen es Fruchtkorper
gibt) das Gewicht des Mycels nicht bestimmen. Deshalb bemiihen wir
uns um einen indirekten Nachweis.

Schon bei DE Bary (1866 und 1884) steht, daB das Mycel von
Agaricus campestris' dicht mit Oxalatkristallen besetzt ist. L Roux
(1961) fand bei der Untersuchung der organischen Siuren des Kultur-
champignons nur in jungen, erbsengroBen Exemplaren etwas Oxalsiure.
In groBeren Fruchtkérpern war Oxalsiure nicht nachweisbar. Wir
priiften daher 1. ob das Fehlen von Oxalatkristallen bedeutet, daB keine
oder nur wenig Oxalsdure gebildet wird, und 2. ob diese Kristalle als
Markierung fiir eine bei der Fruchtkérperbildung angenommene Ver-
dnderung des Stoffwechsels verwendbar sind.

10b U(:)amit- der Wiesenchampignon gemeint ist oder der Kulturchampignon, ist
unklar. Uber die Namensverwirrung vgl. SINGER (1961).
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276 GERLIND EGER und 1. SGCRER:

1. Material

Die Anzucht der Champignonstimme 7Ie¢ und 310a erfolgte in Kisten im
Champignonbetrieb (vgl. EGEr 1961) oder in Petrischalen (EGER 1961, 1962). Als
Substrat diente unsteriler und sterilisierter Champignonkompost, als Deckmaterial
,»Terragreen’ und Einheitserde mit Kreidezusatz.

1I. Untersuchungen und Ergebnisse
a) IR-Spektren

Wiichst Champignonmycel in calciumhaltigen Néhrldsungen, so kann
man zwischen den Hyphen zahlreiche Kristalle finden. Neben den fiir
Calciumoxalat-Dihydrat typischen Oktaedern kommen auch Formen
vor, deren Identitit mit Calciumoxalat zweifelhaft ist. An Champignon-
hyphen auf festem Substrat konnten bisher nur Kristallnadeln beob-
achtet werden (vgl. Abb.2a). Es wurde daher zuerst gepriift, ob diese
Nadeln neben Calciumoxalat noch andere Substanzen in wesentlicher
Menge enthalten.

Von alten Kulturen in Petrischalen wurde das Mycel von der Oberfliche sauber
abgezogen und etwas an der Luft getrocknet. Dann wurdgn die Kristalle mit einer
Nadel auf einen Objekttriger abgeklopft. GroBere Verunreinigungen wurden weg-
gepustet und mit einem Pinsel abgefegt. Die Kristalle wurden unter dem Mikroskop
auf Reinheit gepriift. Es fanden sich zahlreiche winzige Mycelbruchstiicke zwischen
den Kristallen, doch diirfte ihre Masse nicht mehr als 5°/, ausgemacht haben.

Ein Teil der Kristalle wurde spektroskopisch und papierchromato-
graphisch auf den Kationengehalt untersucht. Es konnte nur Calcium
nachgewiesen werden. Vom Rest der Kristalle wurden je 1—2 mg mit
250 mg Kaliumbromid verrieben, in einer VacuumpreBform unter
12000 kg/cm? zu Tabletten gepreBt (ScHIEDT u. REINWEIN 1952) und
in einem Infrarotspektralphotometer Beckman IR 4 iiber einen Bereich
von 1—16 u gemessen (Diskussion der Methode: SUCKER 1963). Das
Infrarotspektrum lieferte auBer den beiden Banden der OH-Valenz-
und der HOH-Deformationsschwingung (Wasser) nahe 3 und 6 u die
beiden typischen Oxalatbanden bei 7,5 und 12,8 x (Abb.1a). Die Form
der langerwelligen Bande gestattet auBerdem eine Unterscheidung der
beiden Hydratformen des Calciumoxalats (StorER 1963). Auf Grund
der relativ flachen und breiten Absorptionsbande bei 12,8 4 konnen die
Kristalle des Champignonmycels als Calciumoxalat-Dihydrat (Wed-
dellit) identifiziert werden. Auch die Kristalle zwischen den Hyphen
in Néahrlésung zeigen die fiir Weddellit typische Oktaederform.

Gegenitber dem Spektrum von analysenreinem Calciumoxalat-
Monohydrat (Fa. C. Roth, Karlsruhe) (Abb.1¢) enthalten die Kristalle
am Mycel geringe Mengen eines unbekannten Stoffes, der an einer
breiten, relativ schwachen Absorption im Bereich zwischen 8,5 und
10,5 p mit zwei flachen Maxima bei 9,0 und 9,6 4 zu erkennen ist. Es
wurde gepriift, ob diese breite Bande von Mycelresten herriihren kénnte.
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Champignonmycel wurde in einer calciumfreien N&hrlosung heran-
gezogen. Das Mycel wurde nach sorgfiltigem Auswaschen der anhaften-
den Niahrlosung mit Aqua dest., Trocknung bei 70° und Behandlung im
Achatmérser, als Kaliumbromid-PreBling infrarotspektroskopisch ge-
messen. Das Spektrum des reinen Mycels (Abb.1b) enthilt keine Oxalat-
banden. Es zeigt eine breite Absorptionsbande zwischen 8,3 und 10,8 u.
Da, die Absorptionen des
reinen Mycels aber so-
wohl hinsichtlich der
Lage als auch der Inten-
sitit etwas von der zu a
bestimmenden  breiten
Bande der Kristalle ab-
weichen, kann diese
nicht ganz eindeutig
Mycelresten zugeordnet
werden. Abgesehen von
ey, 1 11707890 FPUD
unreinigung bestehen so-

mit die Kristalle am
Champignonmycel aus
Calciumoxalat-Dihydrat
(Weddellit).

Als néachster Schritt
wurden Mycel und
Fruchtkorper verschie-
dener Entwicklungsstu-
fen sowie Teile reifer
Fruchtkoérper (Hut- und d
Stielhaut, Hut- und Stiel-

fleisch Lameuen) auf Abb.la—d. Infrarotspekiren. ¢ Kristalle von Champignon-
’ myecel, das auf natiirlichem Substrat gewachsen ist; b Cham-
Oxalsdure untersucht. pignonmycel, das in calciumfreier Nihriosung gewachsen ist;
¢ analysenreines Calciumoxalat-Monohydrat (Fa. C. Roth,

DasMycel wurde entwe-  Karlsruhe); d Caleium-Fillung eines Sodasuszuges aus
der aus,,Terragreen sauber ~ Champignonmycel, das auf natfirlichem Substrat gewachsen ist

herausgeschwimmt  oder

von der Deckerde alter Kulturen in Petrischalen abgezogen. Fruchtkérperanlagen
bis 2 mm @ konnten nicht priipariert werden. Anlagen ab 3 mm, die schon kompakt
sind (“pin heads”), wurden mit der Pinzette von Petrischalen ,,gepfliickt* und die
unten haftenden Mycelreste mit einer feinen Schere abgeschnitten. Fiir einen
Teil der Untersuchungen wurden die Anlagen aus der Deckschicht von Kultur-
k‘?'{en genommen. Sie wurden unter Wagser mit einem feinen Borstenpinsel all-
seitig von Schmutz und Mycelresten ,,abgeschrubbt* und auf Filterpapier abge-
trocknet. Fiir eine Bestimmung wurden mehrere hundert Anlagen von 3 mm und etwa
100 Anlagen von 5 mm @ verwendet. Bei jungen Fruchtkérpern ab 10 mm wurde
der unterste, verschmutzte Stielteil abgeschnitten und notigenfalls mit Filterpapier
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nachgeputzt. Je nach FruchtkoérpergroBe geniigten 1—10 Stiick fiir eine Be-
stimmung. Es wurde nur frisches Material prapariert und sofort bei 70° C getrocknet,
im warmen Zustand zermérsert und bis zur Weiterverarbeitung im Exsiccator auf-
bewahrt. Je 1 g des Pulvers wurde mit 10%,iger Sodalésung 20 min gekocht und
filtriert. Das Filtrat wurde mit 12°/,iger Essigsiiure auf pH 6,0—6,4 gebracht und
mit 10%,iger Calciumchlorid-Losung in der Siedehitze versetzt. Ausgefallener
Niederschlag wurde nach 24 Std abfiltriert, getrocknet und gewogen. 1,5—2,0 mg
der Fillungen wurden spektroskopisch untersucht, wie oben fiir die Kristalle be-
schrieben ist.

Das Spektrum der Calcium-Féllungen in den Sodaausziigen (Abb.1d)
ist mit dem Spektrum von reinem Calciumoxalat nahezu identisch. Nur
tritt auch hier, wie in den Kristallpriaparaten (Abb.1a), noch eine
schwache Absorption zwischen 8,5 und 10,56 y auf. Die bei den Kuri-
stallen von Champignonmycel bereits diskutierte Substanz wurde also
durch Soda mitextrahiert und mit Calciumchlorid-Losung gefillt. Die
Spektren der Fillungen von 3 mm grofien Fruchtkérperanlagen zeigen
ebenfalls deutlich die Oxalatbanden. Die Banden der Extrakte von
5 mm groBen Anlagen sind durch Untergrundabsorption abgeflacht.
In Fruchtkérpern von 10, 20 und 40 mm Hutduthmesser oder in Teilen
von Fruchtkérpern (Huthaut, Stielhaut, Hutfleisch, Stielfieisch) traten
meist keine Niederschlige auf. In gelegentlichen Fillungen war Oxalat
nicht zu finden’

Oxalsidure oder ihre Salze sind somit in Mycel und in Fruchtkérper-
anlagen von 3 mm @ in groBen Mengen vorhanden und auch noch in
5 mm groBen Anlagen nachweisbar. In allen Fruchtkérpern, die gréBer
als 10 mm waren (bis zu ausgereiften Exemplaren), konnten wir jedoch
kein Oxalat finden.

b) Mikroskopische Beobachtungen an Material von Kulturen in Kisten

Parallel zu den Oxalatbestimmungen wurden Mycel, Fruchtkorper-
anlagen und Fruchtkorper gleicher Qualitit und Herkunft mit dem Auf-
lichtmikroskop* (Leitz: Ultropak, Objektiv 22; Okular 12,5; Sek-
torenblende 1/,—1/, geiffnet) nach Oxalatkristallen abgesucht. Auch
Handschnitte von der Oberfliche von Anlagen und Fruchtkdrpern
wurden im Durchlichtmikroskop (Objektiv 40, Okular 12,5) betrachtet.
Fast alle Hyphen des Mycels waren mehr oder weniger dicht mit Kristall-
nadeln besetzt (Abb.2a). Bei Anlagen von 3 mm @ trugen ebenfalls fast
alle Hyphen Kristalle, doch gab es eine bemerkenswerte Zonierung:
Direkt am Scheitel war der Kristallbesatz nur locker. Hier wurden die
gleichen Kristallformen beobachtet wie bei Mycel in Flissigkeitskultur
(siehe oben 8. 276). Mit zunehmendem Abstand vom Scheitel waren die
Hyphen immer dichter mit Kristallen verkrustet, und auch Hyphen mit

1 Leihgabe der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Wir danken dafiir.
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Nadeln traten auf. Sie waren
in der unteren Hilfte der An-
lagen besonders zahlreich.

Bei 5 mm grofien Anlagen
waren direkt am Scheitel die
Hyphen meistens nackt. Es
folgte ein Bereich, in dem
die Hyphen mehr oder weniger
locker mit verschiedenen Kri-
stallen besetzt waren. Nadeln
waren selten. Dichten Kristall-
besatz (Krusten oder Nadeln)
gab es erst im unteren Teil
der Anlagen.

An jungen Fruchtkérpern
ab 10 mm konnten die iib-
lichen Kristalle nicht mehr
beobachtet werden. Nur win-
zige runde Kornchen waren in
groBen Abstinden zuweilen
sichtbar, wie sie ZELLNER
(1907) in den Membranen von
Basidiomyceten  beschreibt.
Ganz unten, an der Basis der
Fruchtkorper, gab es einige
Hyphen mit Kristallen. Diese
Hyphen koénnen wir jedoch
bereits zum Mycel rechnen.
Sie wurden vor der Oxalat-
bestimmung  abgeschnitten.
An ausgewachsenen Frucht-
korpern wurden ebenfalls
keine Kristalle gefunden
(Abb.2b).

Die mikroskopischen Beob-
achtungen zeigen einesehr gute
Ubereinstimmung mit den

Abb.2. a Kristalle an Champignon-
mycel, das auf Kompost gewachsen ist;
b nackte Hyphen am Scheitel eines ernte-
reifen Fruchtkorpers; ¢ mit Nadeln be-
setzte Hyphenspitzen einer Fruchtkérper-
anlage von weniger als }/ymm @.a Durch-
licht, Vergroerung 500mal; bund ¢ Auf-
licht, VergréBerung etwa 400mal
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IR-spektroskopischen Befunden. Oxalsiure konnte nur in demjenigen
Material nachgewiesen werden, an dem auch Kristalle beobachtet wur-
den. Ferner waren Calcium-Fillungen und Oxalatbanden bei 5 mm
groBen Anlagen wesentlich geringer als bei den 3 mm grofien Anlagen,
genau wie der Besatz der Hyphen mit Kristallen. Wir kénnen somit
die erste Frage, die wir eingangs stellten, positiv beantworten. Dort,
wo keine Kristalle an den Hyphen zu finden sind, kann Oxalsiure nur
in sehr geringen (fiir uns nicht nachweisbaren) Mengen vorhanden sein.

¢) Beobachtungen an Kulturen in Petrischalen

Das Material, das wir fiir die bisherigen Untersuchungen verwendet
hatten, lieB feine Beobachtungen nicht zu. Deshalb wurden neue Kul-
turen in Petrischalen angelegt und wachsendes Mycel sowie Anlagen
und Fruchtkorper aller Altersstufen betrachtet.

Am #uBlersten, wachsenden Mycelrand waren auf Kompost wie auf
der Deckerde niemals Kristalle zu finden. Im Inneren des Mycels war der
Kiristallbesatz um so dichter, je dlter die Hyphen waren. War das Sub-
strat ganz durchsponnen, so gab es hochstens roch einzelne Lufthyphen
ohne Kristalle. Winzige Fruchtkorperanlagen um etwa '/, mm & sahen
wie runde Quasten aus. Von einem Zentrum strahlten allseitig freie
Hyphenenden aus. Diese waren in der Regel selbst an der Spitze dicht
mit Kristallnadeln bedeckt (Abb.2¢). Das sie umgebende Myecel auf der
Deckerde trug dann ebenfalls dichten Nadelbesatz. Nur in zwei Féillen
waren alle Hyphen dieser Anlagen nackt. In einem wurde vermerkt, daf3
die Anlage im jungen Mycelteil lag. Auch die dem Substrat anliegenden
Hyphen hatten hier noch keine Kristalle. An Anlagen iiber 1 mm und
gesunden, prallen Fruchtkorpern von Kulturen in Petrischalen machten
wir dieselben Beobachtungen bezughch des Kristallbesatzes wie bei dem
Material von Kistenkulturen.

In zwei Petrischalen mit alten ausgetrockneten Kulturen gab es
jedoch einen abweichenden Befund. Es hatten sich etwa 10 mm groBe
Fruchtkoérper gebildet, die wohl aus Wassermangel ihr Wachstum ein-
gestellt hatten und schlieBlich verschrumpelt waren. Der Hut dieser
Fruchtkérper war von einem lockeren Netz nadeltragender Hyphen
iberzogen, die eindeutig aus dem Plektenchym stammten. In der einen
Schale war am Rand der Pilzhiite eine Anzahl Fruchtkérperanlagen
hervorgebrochen, von denen zwei einen Durchmesser von 3 mm erreicht
hatten. Bei einer war der Scheitel frei von kristalltragenden Hyphen.
Im unteren Teil und bei allen anderen Anlagen waren die Hyphen dicht
mit Nadeln besetzt.

II1. Diskussion der Ergebnisse

Die Versuche und Beobachtungen zeigen, daBi bei dem Kultur-
champignon auf natiirlichem Substrat Oxalatkristalle regelmifig zu
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finden sind: a) an ilteren Mycelteilen, b) an allen Hyphen von Frucht-
kérperanlagen unter 1 mm, wenn auch das sie umgebende Mycel Kristalle
trigt, — c¢) mindestens in der unteren Hilfte groBerer Anlagen bis
5 mm . Oxalatkristalle fehlen dagegen: a) an jungen, wachsenden
Hyphen am Mycelrand und an einzelnen Hyphen des Luftmycels bei
alten Kulturen, — b) an ganz jungen Anlagen, die an nackten Hyphen
des Mycelrandes liegen, — ¢) am Scheitel groBerer Anlagen, bei wach-
senden Fruchtkérpern aller GroBen und bei reifen Fruchtkérpern, die
ihr Wachstum in normaler Weise abgeschlossen haben. Jedoch kann es
auch an Fruchtkorpern zur Kristallbildung kommen, wenn die Ent-
faltung des Hutes und die Streckung des Stieles fiir lingere Zeit ein-
gestellt ist.

Die Calciumoxalat-Ausscheidung bietet also keinen Anhaltspunkt
fiir einen unterschiedlichen Stoffwechsel bei Mycel und Fruchtkérpern.
Hingegen scheint es einen Stoffwechsel des Wachstums zu geben, bei
dem keine oder nur wenig Oxalsiure anfillt und einen ,,Ruhestoff-
wechsel*‘, der mit hoher Oxalsdure-Produktion verbunden ist.

Uber erhohte Ausscheidung von organischen Siuren, insbesondere
Oxalsdure, durch Pilzmycelien in Flissigkeitskultur als Folge einer
Wachstumshemmung ist wiederholt berichtet worden (CocHrANE 1958).
Dabei konnte die verstarkte Oxalatbildung auch auf Autolysevorginge
zuriickzufiithren sein (MULLER 1960). Wieweit die Verhiltnisse an den
Lufthyphen zwischen den festen Partikein des natiirlichen Substrates
vergleichbar sind mit denen von untergetauchten Hyphen in einer Nihr-
l6sung, sei dahingestellt. An einem kriftig erndhrten Champignonmyecel
auf Kompostsubstrat kann die voriibergehende Einstellung des Wachs-
tums der Fruchtkorperanlagen jedenfalls nicht auf den Mangel an
organischen Néhrsalzen oder Vitaminen zuriickgefithrt werden, da das
Myecel iiber ausreichende Reserven verfiigh, um in mehreren Schitben
hintereinander groBe Fruchtkorper aufschiefen und reifen zu lassen.
An Autolyse kann schon gar nicht gedacht werden, wenn man sieht, mit
welcher Intensitit Anlagen nach einer Wachstumsstockung wieder
weiterwachsen. Eher wire an die Wirkung von Wuchsstoffen zu denken,
die das Wachstum von Mycel und Fruchtkérpern regulieren und damit
auch die Oxalatbildung. Uberhaupt wire es untersuchenswert, wieweit
das Oxalat beim Champignon als Exkret anzusehen ist und mit den
Oxalatkristallen in den Zellen héherer Pflanzen vergleichbar ist.

Nachdem SPRECHER 1962 gezeigt hat, daB atherische Ole bei dem
Pilz Ceratocystis coerulescens (im Gegensatz zu #therischen Olen bei
hoheren Pflanzen) dem Stoffwechsel wieder zugefithrt werden konnen,
wire es denkbar, dafl auch das Calciumoxalat beim Kulturchampignon
notfalls wieder als Kohlenstoffquelle ausgenutzt werden kann. Wenn
auch Calciumoxalat als nicht angreifbar firr Pilze gilt (FosTER 1949),
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80 hat andererseits TRESCHOW 1944 berichtet, daB das Mycel des Kultur-
champignons auf Calciumoxalat als alleiniger Kohlenstoffquelle wuchs.
Laut WEBMER (giehe FosTER 1949) betrigt der Energieinhalt von 1 g-
Mol Oxalséure nur 60 Cal gegeniiber 705 Cal bei Glucose. Da das Volumen
der von einem Champignonmycel ausgeschiedenen Kristalle ein Viel-
faches des Volumens der Hyphen betrigt, muBl die Ausscheidung von
Calciumoxalat als betrichtliche Energievergeudung angesehen werden.

Zusammenfassung

Champignonmycel und -fruchtkérper von Kompostsubstrat wurden
infrarotspektroskopisch auf ihren Gehalt an Oxalsdure und mikroskopisch
auf das Vorkommen von Oxalatkristallen untersucht. Mit beiden Me-
thoden wurde in der Regel Oxalat an dlteren Mycelteilen sowie bei
Fruchtkorperanlagen bis 5 mm @ gefunden. Bei groBeren Frucht-
korpern war Oxalsdure nicht nachweisbar.

Die Oxalatausscheidung zeigt keine Beziehung zur Fruchtkérper-
bildung, sondern zum Wachstum der Hyphen: Oxalatkristalle werden
gebildet, wenn das Wachstum stagniert.
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In einer fritheren Arbeit (EcEr 1961) wurde gezeigt, daB die Frucht-
korperbildung beim Kulturchampignon durch Mikroorganismen in der
Deckschicht ausgelost wird. Es wurde vermutet, daf dies durch direkte
Einwirkung dieser Organismen auf einzelne Hyphen geschieht. Ferner
wurde angenommen, daB dabei der Stoffwechsel des Mycels in einen
andersartigen Stoffwechsel der Fruchtkorper umgestaltet wird. Wenn
diese Hypothese zutrifft, miiite sich ein Unterschied im Stoffwechsel von
Mycel und Fruchtkérpern feststellen lassen, und zwar bereits in jungen
Fruchtkorperanlagen. Genaue Respirationsmessungen sowie chemische
Analysen sind moglich. Ein Vergleich der erhaltenen Werte hat jedoch
wenig Sinn, wenn Mycel und Fruchtkérper von verschiedenen Sub-
straten stammen. Bis heute ist es noch nicht gelungen, in Flissigkeits-
kultur, in der sich die Mycelmenge genau erfassen 1aBt, Fruchtkérper
zu erhalten. Umgekehrt konnen wir auf festem, organischem Substrat
mit unsteriler Deckerde (Bedingungen, unter denen es Fruchtkorper
gibt) das Gewicht des Mycels nicht bestimmen. Deshalb bemiihen wir
uns um einen indirekten Nachweis.

Schon bei DE Bary (1866 und 1884) steht, daB das Mycel von
Agaricus campestris' dicht mit Oxalatkristallen besetzt ist. L Roux
(1961) fand bei der Untersuchung der organischen Siuren des Kultur-
champignons nur in jungen, erbsengroBen Exemplaren etwas Oxalsiure.
In groBeren Fruchtkérpern war Oxalsiure nicht nachweisbar. Wir
priiften daher 1. ob das Fehlen von Oxalatkristallen bedeutet, daB keine
oder nur wenig Oxalsdure gebildet wird, und 2. ob diese Kristalle als
Markierung fiir eine bei der Fruchtkérperbildung angenommene Ver-
dnderung des Stoffwechsels verwendbar sind.

10b U(:)amit- der Wiesenchampignon gemeint ist oder der Kulturchampignon, ist
unklar. Uber die Namensverwirrung vgl. SINGER (1961).
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1. Material

Die Anzucht der Champignonstimme 7Ie¢ und 310a erfolgte in Kisten im
Champignonbetrieb (vgl. EGEr 1961) oder in Petrischalen (EGER 1961, 1962). Als
Substrat diente unsteriler und sterilisierter Champignonkompost, als Deckmaterial
,»Terragreen’ und Einheitserde mit Kreidezusatz.

1I. Untersuchungen und Ergebnisse
a) IR-Spektren

Wiichst Champignonmycel in calciumhaltigen Néhrldsungen, so kann
man zwischen den Hyphen zahlreiche Kristalle finden. Neben den fiir
Calciumoxalat-Dihydrat typischen Oktaedern kommen auch Formen
vor, deren Identitit mit Calciumoxalat zweifelhaft ist. An Champignon-
hyphen auf festem Substrat konnten bisher nur Kristallnadeln beob-
achtet werden (vgl. Abb.2a). Es wurde daher zuerst gepriift, ob diese
Nadeln neben Calciumoxalat noch andere Substanzen in wesentlicher
Menge enthalten.

Von alten Kulturen in Petrischalen wurde das Mycel von der Oberfliche sauber
abgezogen und etwas an der Luft getrocknet. Dann wurdgn die Kristalle mit einer
Nadel auf einen Objekttriger abgeklopft. GroBere Verunreinigungen wurden weg-
gepustet und mit einem Pinsel abgefegt. Die Kristalle wurden unter dem Mikroskop
auf Reinheit gepriift. Es fanden sich zahlreiche winzige Mycelbruchstiicke zwischen
den Kristallen, doch diirfte ihre Masse nicht mehr als 5°/, ausgemacht haben.

Ein Teil der Kristalle wurde spektroskopisch und papierchromato-
graphisch auf den Kationengehalt untersucht. Es konnte nur Calcium
nachgewiesen werden. Vom Rest der Kristalle wurden je 1—2 mg mit
250 mg Kaliumbromid verrieben, in einer VacuumpreBform unter
12000 kg/cm? zu Tabletten gepreBt (ScHIEDT u. REINWEIN 1952) und
in einem Infrarotspektralphotometer Beckman IR 4 iiber einen Bereich
von 1—16 u gemessen (Diskussion der Methode: SUCKER 1963). Das
Infrarotspektrum lieferte auBer den beiden Banden der OH-Valenz-
und der HOH-Deformationsschwingung (Wasser) nahe 3 und 6 u die
beiden typischen Oxalatbanden bei 7,5 und 12,8 x (Abb.1a). Die Form
der langerwelligen Bande gestattet auBerdem eine Unterscheidung der
beiden Hydratformen des Calciumoxalats (StorER 1963). Auf Grund
der relativ flachen und breiten Absorptionsbande bei 12,8 4 konnen die
Kristalle des Champignonmycels als Calciumoxalat-Dihydrat (Wed-
dellit) identifiziert werden. Auch die Kristalle zwischen den Hyphen
in Néahrlésung zeigen die fiir Weddellit typische Oktaederform.

Gegenitber dem Spektrum von analysenreinem Calciumoxalat-
Monohydrat (Fa. C. Roth, Karlsruhe) (Abb.1¢) enthalten die Kristalle
am Mycel geringe Mengen eines unbekannten Stoffes, der an einer
breiten, relativ schwachen Absorption im Bereich zwischen 8,5 und
10,5 p mit zwei flachen Maxima bei 9,0 und 9,6 4 zu erkennen ist. Es
wurde gepriift, ob diese breite Bande von Mycelresten herriihren kénnte.



Oxalatausscheidung und Fruchtkorperbildung bei Agaricus bisporus 277

Champignonmycel wurde in einer calciumfreien N&hrlosung heran-
gezogen. Das Mycel wurde nach sorgfiltigem Auswaschen der anhaften-
den Niahrlosung mit Aqua dest., Trocknung bei 70° und Behandlung im
Achatmérser, als Kaliumbromid-PreBling infrarotspektroskopisch ge-
messen. Das Spektrum des reinen Mycels (Abb.1b) enthilt keine Oxalat-
banden. Es zeigt eine breite Absorptionsbande zwischen 8,3 und 10,8 u.
Da, die Absorptionen des
reinen Mycels aber so-
wohl hinsichtlich der
Lage als auch der Inten-
sitit etwas von der zu a
bestimmenden  breiten
Bande der Kristalle ab-
weichen, kann diese
nicht ganz eindeutig
Mycelresten zugeordnet
werden. Abgesehen von
ey, 1 11707890 FPUD
unreinigung bestehen so-

mit die Kristalle am
Champignonmycel aus
Calciumoxalat-Dihydrat
(Weddellit).

Als néachster Schritt
wurden Mycel und
Fruchtkorper verschie-
dener Entwicklungsstu-
fen sowie Teile reifer
Fruchtkoérper (Hut- und d
Stielhaut, Hut- und Stiel-

fleisch Lameuen) auf Abb.la—d. Infrarotspekiren. ¢ Kristalle von Champignon-
’ myecel, das auf natiirlichem Substrat gewachsen ist; b Cham-
Oxalsdure untersucht. pignonmycel, das in calciumfreier Nihriosung gewachsen ist;
¢ analysenreines Calciumoxalat-Monohydrat (Fa. C. Roth,

DasMycel wurde entwe-  Karlsruhe); d Caleium-Fillung eines Sodasuszuges aus
der aus,,Terragreen sauber ~ Champignonmycel, das auf natfirlichem Substrat gewachsen ist

herausgeschwimmt  oder

von der Deckerde alter Kulturen in Petrischalen abgezogen. Fruchtkérperanlagen
bis 2 mm @ konnten nicht priipariert werden. Anlagen ab 3 mm, die schon kompakt
sind (“pin heads”), wurden mit der Pinzette von Petrischalen ,,gepfliickt* und die
unten haftenden Mycelreste mit einer feinen Schere abgeschnitten. Fiir einen
Teil der Untersuchungen wurden die Anlagen aus der Deckschicht von Kultur-
k‘?'{en genommen. Sie wurden unter Wagser mit einem feinen Borstenpinsel all-
seitig von Schmutz und Mycelresten ,,abgeschrubbt* und auf Filterpapier abge-
trocknet. Fiir eine Bestimmung wurden mehrere hundert Anlagen von 3 mm und etwa
100 Anlagen von 5 mm @ verwendet. Bei jungen Fruchtkérpern ab 10 mm wurde
der unterste, verschmutzte Stielteil abgeschnitten und notigenfalls mit Filterpapier

O
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nachgeputzt. Je nach FruchtkoérpergroBe geniigten 1—10 Stiick fiir eine Be-
stimmung. Es wurde nur frisches Material prapariert und sofort bei 70° C getrocknet,
im warmen Zustand zermérsert und bis zur Weiterverarbeitung im Exsiccator auf-
bewahrt. Je 1 g des Pulvers wurde mit 10%,iger Sodalésung 20 min gekocht und
filtriert. Das Filtrat wurde mit 12°/,iger Essigsiiure auf pH 6,0—6,4 gebracht und
mit 10%,iger Calciumchlorid-Losung in der Siedehitze versetzt. Ausgefallener
Niederschlag wurde nach 24 Std abfiltriert, getrocknet und gewogen. 1,5—2,0 mg
der Fillungen wurden spektroskopisch untersucht, wie oben fiir die Kristalle be-
schrieben ist.

Das Spektrum der Calcium-Féllungen in den Sodaausziigen (Abb.1d)
ist mit dem Spektrum von reinem Calciumoxalat nahezu identisch. Nur
tritt auch hier, wie in den Kristallpriaparaten (Abb.1a), noch eine
schwache Absorption zwischen 8,5 und 10,56 y auf. Die bei den Kuri-
stallen von Champignonmycel bereits diskutierte Substanz wurde also
durch Soda mitextrahiert und mit Calciumchlorid-Losung gefillt. Die
Spektren der Fillungen von 3 mm grofien Fruchtkérperanlagen zeigen
ebenfalls deutlich die Oxalatbanden. Die Banden der Extrakte von
5 mm groBen Anlagen sind durch Untergrundabsorption abgeflacht.
In Fruchtkérpern von 10, 20 und 40 mm Hutduthmesser oder in Teilen
von Fruchtkérpern (Huthaut, Stielhaut, Hutfleisch, Stielfieisch) traten
meist keine Niederschlige auf. In gelegentlichen Fillungen war Oxalat
nicht zu finden’

Oxalsidure oder ihre Salze sind somit in Mycel und in Fruchtkérper-
anlagen von 3 mm @ in groBen Mengen vorhanden und auch noch in
5 mm groBen Anlagen nachweisbar. In allen Fruchtkérpern, die gréBer
als 10 mm waren (bis zu ausgereiften Exemplaren), konnten wir jedoch
kein Oxalat finden.

b) Mikroskopische Beobachtungen an Material von Kulturen in Kisten

Parallel zu den Oxalatbestimmungen wurden Mycel, Fruchtkorper-
anlagen und Fruchtkorper gleicher Qualitit und Herkunft mit dem Auf-
lichtmikroskop* (Leitz: Ultropak, Objektiv 22; Okular 12,5; Sek-
torenblende 1/,—1/, geiffnet) nach Oxalatkristallen abgesucht. Auch
Handschnitte von der Oberfliche von Anlagen und Fruchtkdrpern
wurden im Durchlichtmikroskop (Objektiv 40, Okular 12,5) betrachtet.
Fast alle Hyphen des Mycels waren mehr oder weniger dicht mit Kristall-
nadeln besetzt (Abb.2a). Bei Anlagen von 3 mm @ trugen ebenfalls fast
alle Hyphen Kristalle, doch gab es eine bemerkenswerte Zonierung:
Direkt am Scheitel war der Kristallbesatz nur locker. Hier wurden die
gleichen Kristallformen beobachtet wie bei Mycel in Flissigkeitskultur
(siehe oben 8. 276). Mit zunehmendem Abstand vom Scheitel waren die
Hyphen immer dichter mit Kristallen verkrustet, und auch Hyphen mit

1 Leihgabe der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Wir danken dafiir.
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Nadeln traten auf. Sie waren
in der unteren Hilfte der An-
lagen besonders zahlreich.

Bei 5 mm groBen Anlagen
waren direkt am Scheitel die
Hyphen meistens nackt. Es
folgte ein Bereich, in dem
die Hyphen mehr oder weniger
locker mit verschiedenen Kri-
stallen besetzt waren. Nadeln
waren selten. Dichten Kristall-
besatz (Krusten oder Nadeln)
gab es erst im unteren Teil
der Anlagen.

An jungen Fruchtkérpern
ab 10 mm konnten die iib-
lichen Kristalle nicht mehr
beobachtet werden. Nur win-
zige runde Kornchen waren in
groflen Abstinden zuweilen
sichtbar, wie sie ZELLNER
(1907) in den Membranen von
Basidiomyceten  beschreibt.
Ganz unten, an der Basis der
Fruchtkérper, gab es einige
Hyphen mit Kristallen. Diese
Hyphen kénnen wir jedoch
bereits zum Mycel rechnen.
Sie wurden vor der Oxalat-
bestimmung  abgeschnitten.
An ausgewachsenen Frucht-
korpern  wurden  ebenfalls
keine Kristalle gefunden
(Abb.2b).

Die mikroskopischen Beob-
achtungen zeigen eine sehr gute
Ubereinstimmung mit  den

Abb.2. a Kristalle an Champignon-
mycel, das auf Kompost gewachsen ist;
b nackte Hyphen am Scheitel eines ernte-
reifen Fruchtkorpers; ¢ mit Nadeln be-
setzte Hyphenspitzen einer Fruchtkérper-
anlage von weniger als !/;mm @. a Durch-
licht, VergroBerung 500mal; bund ¢ Auf-
licht, VergroBerung etwa 400mal
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IR-spektroskopischen Befunden. Oxalsiure konnte nur in demjenigen
Material nachgewiesen werden, an dem auch Kristalle beobachtet wur-
den. Ferner waren Calcium-Fillungen und Oxalatbanden bei 5 mm
groBen Anlagen wesentlich geringer als bei den 3 mm grofien Anlagen,
genau wie der Besatz der Hyphen mit Kristallen. Wir kénnen somit
die erste Frage, die wir eingangs stellten, positiv beantworten. Dort,
wo keine Kristalle an den Hyphen zu finden sind, kann Oxalsiure nur
in sehr geringen (fiir uns nicht nachweisbaren) Mengen vorhanden sein.

¢) Beobachtungen an Kulturen in Petrischalen

Das Material, das wir fiir die bisherigen Untersuchungen verwendet
hatten, lieB feine Beobachtungen nicht zu. Deshalb wurden neue Kul-
turen in Petrischalen angelegt und wachsendes Mycel sowie Anlagen
und Fruchtkorper aller Altersstufen betrachtet.

Am #uBlersten, wachsenden Mycelrand waren auf Kompost wie auf
der Deckerde niemals Kristalle zu finden. Im Inneren des Mycels war der
Kiristallbesatz um so dichter, je dlter die Hyphen waren. War das Sub-
strat ganz durchsponnen, so gab es hochstens roch einzelne Lufthyphen
ohne Kristalle. Winzige Fruchtkorperanlagen um etwa '/, mm & sahen
wie runde Quasten aus. Von einem Zentrum strahlten allseitig freie
Hyphenenden aus. Diese waren in der Regel selbst an der Spitze dicht
mit Kristallnadeln bedeckt (Abb.2¢). Das sie umgebende Myecel auf der
Deckerde trug dann ebenfalls dichten Nadelbesatz. Nur in zwei Féillen
waren alle Hyphen dieser Anlagen nackt. In einem wurde vermerkt, daf3
die Anlage im jungen Mycelteil lag. Auch die dem Substrat anliegenden
Hyphen hatten hier noch keine Kristalle. An Anlagen iiber 1 mm und
gesunden, prallen Fruchtkorpern von Kulturen in Petrischalen machten
wir dieselben Beobachtungen bezughch des Kristallbesatzes wie bei dem
Material von Kistenkulturen.

In zwei Petrischalen mit alten ausgetrockneten Kulturen gab es
jedoch einen abweichenden Befund. Es hatten sich etwa 10 mm groBe
Fruchtkoérper gebildet, die wohl aus Wassermangel ihr Wachstum ein-
gestellt hatten und schlieBlich verschrumpelt waren. Der Hut dieser
Fruchtkérper war von einem lockeren Netz nadeltragender Hyphen
iberzogen, die eindeutig aus dem Plektenchym stammten. In der einen
Schale war am Rand der Pilzhiite eine Anzahl Fruchtkérperanlagen
hervorgebrochen, von denen zwei einen Durchmesser von 3 mm erreicht
hatten. Bei einer war der Scheitel frei von kristalltragenden Hyphen.
Im unteren Teil und bei allen anderen Anlagen waren die Hyphen dicht
mit Nadeln besetzt.

II1. Diskussion der Ergebnisse

Die Versuche und Beobachtungen zeigen, daBi bei dem Kultur-
champignon auf natiirlichem Substrat Oxalatkristalle regelmifig zu
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finden sind: a) an ilteren Mycelteilen, b) an allen Hyphen von Frucht-
kérperanlagen unter 1 mm, wenn auch das sie umgebende Mycel Kristalle
trigt, — c¢) mindestens in der unteren Hilfte groBerer Anlagen bis
5 mm . Oxalatkristalle fehlen dagegen: a) an jungen, wachsenden
Hyphen am Mycelrand und an einzelnen Hyphen des Luftmycels bei
alten Kulturen, — b) an ganz jungen Anlagen, die an nackten Hyphen
des Mycelrandes liegen, — ¢) am Scheitel groBerer Anlagen, bei wach-
senden Fruchtkérpern aller GroBen und bei reifen Fruchtkérpern, die
ihr Wachstum in normaler Weise abgeschlossen haben. Jedoch kann es
auch an Fruchtkorpern zur Kristallbildung kommen, wenn die Ent-
faltung des Hutes und die Streckung des Stieles fiir lingere Zeit ein-
gestellt ist.

Die Calciumoxalat-Ausscheidung bietet also keinen Anhaltspunkt
fiir einen unterschiedlichen Stoffwechsel bei Mycel und Fruchtkérpern.
Hingegen scheint es einen Stoffwechsel des Wachstums zu geben, bei
dem keine oder nur wenig Oxalsiure anfillt und einen ,,Ruhestoff-
wechsel*‘, der mit hoher Oxalsdure-Produktion verbunden ist.

Uber erhohte Ausscheidung von organischen Siuren, insbesondere
Oxalsdure, durch Pilzmycelien in Flissigkeitskultur als Folge einer
Wachstumshemmung ist wiederholt berichtet worden (CocHrANE 1958).
Dabei konnte die verstarkte Oxalatbildung auch auf Autolysevorginge
zuriickzufiithren sein (MULLER 1960). Wieweit die Verhiltnisse an den
Lufthyphen zwischen den festen Partikein des natiirlichen Substrates
vergleichbar sind mit denen von untergetauchten Hyphen in einer Nihr-
l6sung, sei dahingestellt. An einem kriftig erndhrten Champignonmyecel
auf Kompostsubstrat kann die voriibergehende Einstellung des Wachs-
tums der Fruchtkorperanlagen jedenfalls nicht auf den Mangel an
organischen Néhrsalzen oder Vitaminen zuriickgefithrt werden, da das
Myecel iiber ausreichende Reserven verfiigh, um in mehreren Schitben
hintereinander groBe Fruchtkorper aufschiefen und reifen zu lassen.
An Autolyse kann schon gar nicht gedacht werden, wenn man sieht, mit
welcher Intensitit Anlagen nach einer Wachstumsstockung wieder
weiterwachsen. Eher wire an die Wirkung von Wuchsstoffen zu denken,
die das Wachstum von Mycel und Fruchtkérpern regulieren und damit
auch die Oxalatbildung. Uberhaupt wire es untersuchenswert, wieweit
das Oxalat beim Champignon als Exkret anzusehen ist und mit den
Oxalatkristallen in den Zellen héherer Pflanzen vergleichbar ist.

Nachdem SPRECHER 1962 gezeigt hat, daB atherische Ole bei dem
Pilz Ceratocystis coerulescens (im Gegensatz zu #therischen Olen bei
hoheren Pflanzen) dem Stoffwechsel wieder zugefithrt werden konnen,
wire es denkbar, dafl auch das Calciumoxalat beim Kulturchampignon
notfalls wieder als Kohlenstoffquelle ausgenutzt werden kann. Wenn
auch Calciumoxalat als nicht angreifbar firr Pilze gilt (FosTER 1949),
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80 hat andererseits TRESCHOW 1944 berichtet, daB das Mycel des Kultur-
champignons auf Calciumoxalat als alleiniger Kohlenstoffquelle wuchs.
Laut WEBMER (giehe FosTER 1949) betrigt der Energieinhalt von 1 g-
Mol Oxalséure nur 60 Cal gegeniiber 705 Cal bei Glucose. Da das Volumen
der von einem Champignonmycel ausgeschiedenen Kristalle ein Viel-
faches des Volumens der Hyphen betrigt, muBl die Ausscheidung von
Calciumoxalat als betrichtliche Energievergeudung angesehen werden.

Zusammenfassung

Champignonmycel und -fruchtkérper von Kompostsubstrat wurden
infrarotspektroskopisch auf ihren Gehalt an Oxalsdure und mikroskopisch
auf das Vorkommen von Oxalatkristallen untersucht. Mit beiden Me-
thoden wurde in der Regel Oxalat an dlteren Mycelteilen sowie bei
Fruchtkorperanlagen bis 5 mm @ gefunden. Bei groBeren Frucht-
korpern war Oxalsdure nicht nachweisbar.

Die Oxalatausscheidung zeigt keine Beziehung zur Fruchtkérper-
bildung, sondern zum Wachstum der Hyphen: Oxalatkristalle werden
gebildet, wenn das Wachstum stagniert.
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