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ABSTRACT

TITLE: The dgnificance of ectotrophic mycorrhiza for the nutrient supply of
Nothofagus obliqgua under the consideration of local soil parameters in uthern Chile,

Aspectsfor futurereforestation and sustainable forest management

Nothofagus species form the mogst important native congtituents in the temperate humid
forets of southen Chilee Due to extensve faming and nonsudstainable forestry, their
population has been reduced extensvely for more than a century. As a consequence, vast
aress are presently covered with monocultures of Pinus radiata and Eucalyptus globulus.

Differentiated symbiotic associations between plant roots and fungi, so-cdled mycor-
rhiza, have been shown to play a ggnificant role not only for stable forest ecosystems, but
dso for reforedtation. In this context, mycorrhiza can be of subgantia importance for the
basic nutrient supply and can increase the tolerance of trees againgt different kinds of environ
mental stress. Presently, there is little consolidated knowledge about the importance of the
mycorrhizal associations, formed by Nothofagus species and its specific mycrobionts.

The presented work concentrates on the evauation of the rdevance of severd specific
and nonspecific ectomycorrhiza for Nothofagus. First, a general survey of ectomycorrhiza
found in association to N. obliqua and P. radiata near Vadivia (Chile) is presented. Further
work concentrated on the specific mycorrhizad fungi Austropaxillus boletinoides, Boletus
loyo, Austropaxillus statuum, and Descolea antartica. Invesigated mycorrhiza fungi, not
specificaly redtricted to Nothofagus are Cenococcum geophilum, Paxillus involutus, and
Pisolithus tinctorius. Fruit-bodies and ectomycorrhiza were characterised morphologicaly
and anatomicdly prior to sysematic classfication. The ectomycorrhiza N. obliqua — A.
boletinoides and — B. loyo have been described for the firgt time in this context.

In order to obtan derile sock cultures of the fungi for physologica experiments,
mycdium was iolaed from the collected fruit-bodies or from the mantle sructure of N.
obliqgua mycorrhiza. Seedlings of N. obliqua were inoculated with specific and unspecific
stock culturesin order to test for early stage mycorrhiza fungi.

The physologica experiments concentrated on an important feature of mycorrhiza. The
extracdlular and membrane bound phosphatase ectivity was determined in  cultured
mycdium, roots and entire mycorrhiza under different externad parameters and growth

conditions.



Detalled soil anadyss, which were performed in the aress of investigation showed a
remarkable low concentration of the avalable phosphate (P) fraction. Phosphatase activities
of mycorrhiza-assodations are of increased interest in areas of limited P supply, because they
can enzymaticaly open the access to sources of phosphate, which are inaccessble for plants
under isolated conditions. This holds especidly in soils of volcanic origin, snce they
represent a naturd snk for P due to highly active soil components like dalophanes.
Allophanes are weekly ordered duminium-dlicates which dominate in many volcanic ash
soils in temperate humid regions (eg. in Chile, Jgpan, and Germany). They hold important
implications to the use and management in agriculture and forestry. In experiments, the PO4”
binding capacity of dlophane was determined a different pH (3-7) which resulted in an
enhanced binding capacity for P with increasing pH-leves

Extracdlula and membrane bound phosphatase activity (PA) were quantified at
different pH-vaues (3-7) in isolated cultures of A. boletinoides, P. involutus, P. tinctorius, D.
antartica, and C. geophilum, which had been adapted to grow in media with varying

concentrations of dissolved P.

Extracdlular PA were quantified by an edablished colorimetric method using p-
Nitrophenyl-Phosphat (pNPP). For the detection of membrane bound PA in fungd hyphae,
we compared the pNPP-method with a newly developed method based on enzyme activated
fluorescence of ELF®-97 substrate and image processed confocad  Laser-Scanning-
Microscopy. ELF2-97 fluorescence has shown to reliably stain PA in fungd hyphee. For
membrane bound PA, the fluorescence based method not only reproduced quditatively the
results obtained by pNPP, but additiondly contributed vauable information about the
structure and distribution of the phosphatase spotsin the fungi.

The ELF?-97 method aso provided relisble properties to be used for the determination of
PA even in mycorrhizad and non-mycorrhizal roots of N. obliqua. In this case, a set of
different physo-anatomica parameters were derived with image processed confocal Laser-
Scanning-Microscopy for P. involutus, P. tinctorius, D. antartica, and C. geophilum. Agan,
specid dtention was paid to variations in respect to differing pH-environments. The results
showed that PA in ectomycorrhiza formed with P. tinctorius was three times higher than in
nor-mycorrhizal roots of N. obliqua. The other inoculants did not increase PA sSgnificantly or
even decreased PA asit was observed with D. antartica, and C. geophilum.

In concluson, totd phosphatase activity and physio-anatomica parameters derived with
image processed confoca Laser-Scanning-Microscopy in isolated fungd hyphae as well as in



mycorrhiza associations was found to vary intensvely between fungi. The externd variation
of the pH-conditions had different effects on the phosphatase activity of isolated fungd
hyphae, of mycorrhiza associations, and of nortmycorrhiza roots of N. obliqua.

The obsarvations underline that pogtive effects of mycorrhiza associations for the plant
highly depend on the specific partners, the specific nutrient, and the specific externd
conditions (pH). For defined conditions, certan mycorrhiza associations can sgnificantly
increase the phosphatase activity. This festure can be of essentid importance in areas where
direct accessble P-concentration are naturdly low. Once the naturd, locd fungi spectrum in
an aea is logt due to extensve farming or non-sudtainable forestry (especialy monocultures
of introduced species), reforestation with N. obliqua will possbly fal if the naturd spectra of
mycobionts is not consdered sufficiently.
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1. HINTERGRUND UND MOTIVATION

Die eingd ausgedehnten gemd3gten immerfeuchten Wader Sidamerikas wurden im Ver-
lauf der letzten Jdhrhundete auf wenige Restbesténde zurlickgedrangt. Nicht regulierte
weide-, land- und forstwirtschaftliche Nutzung geféhrdet akut die noch verblelbenden Wald-
gebigte. Die im Rahmen diesr Arbet untersuchten Urwdder der Nothofago-Perseetum
linguae in Sudchile bendtigen 400 Jahre, um nach einer Zerstérung das urspriingliche sozio-
Okologsche Gleichgewicht wieder zu erlangen. Damit dch ein Gleichgewicht Uberhaupt
wieder einstdlen kann, is es Voraussetzung, dass nachwachsenden Baumarten ihre natUrli-
chen Rlzpartner (Mykobionten) zur Verflgung sehen. Mit diesen Mykobionten bilden die
Wurzeln der Bd&ume symbiotische Funktionsainheiten, die fir beide Partner Uberlebenswichtig
snd. Wedche Mykobionten en Baum bendtigt, hangt von Randbedingungen wie Klima,
lokalen Bodenbeschaffenheiten sowie dem Wachstumsstadium des Baumes ab. Da durch
Abholzung von Wirtsbédumen auch das spezifische Mykobiontenspektrum zerstért wird, muss
diesss im Velasd ene Aufforsung wieder hergestdlt werden. Die vorliegende Arbet <oll
ihren Betrag ledten, die noch geringen Kenntnisse Uber das spezifische Mykobiontenspek-
trum von Nothofagus obligua zu ewetern, um dringend benétigtes Grundlagenwissen fir
Projekte der Wiederaufforstung oder der nachhdtigen Forstwirtschaft bereitzustel len.

1.1 Gliederung der Arbeit

Die wesentlichen Telle dieser Arbeit gliedern sch zundchgt in eine Einleitung (Kap. 2), in
eine Beschreibung der verwendeten Materidien und Methoden (Kap. 3), in enen Ergebnigell
(Kap. 4) und in eine Diskusson und Interpretation der Ergebnisse (Kap. 5). Dabe ig zu
berlicksichtigen, dass in jedem der Kapitd eine Untertellung nach den folgenden Themen
schwerpunkten vorgenommen wird. Diese Sind:

I. Die Charakteriserung des Untersuchungsgebietes Nothofago-Per seetum linguae.
I1. Dielsolation und Aufzucht von Mykobionten und S&mlingen von Nothofagus obliqua.

I11. Die Bestimmung der extrazd luldren und oberflachengebundenen Phosphataseaktivitdten.

Zu Punkt 111, ig anzumerken, dass Ergebnisse und Diskussonen, die im Verlauf der Ent-
wicklung und Vdidierung ener neuen Methode zur quantitativen und quditativen Bestim-
mung oberflachengebundener Phosphataseaktivitéten an Pilzhyphen gehen, ebenfals in Kapi-
td 3 engeordnet sind. Zu den Kapitdln Zusammenfassung (Kap. 6), Literatur (Kap. 7), An-
hang (Kap. 8) und der abschliel¥enden Danksagung (Kap. 9) sind keine Anmerkungen nétig.






2. EINLEITUNG

2.1 Ektomykorrhizen

Zwischen Rlzen und Wurzen hoherer Pflanzen bildet sich unter besimmten Bedingun-
gen ene besondere symbiotische Funktionseinheit, die Mykorrhizaa Mykorrhizen snd sait
dem Jahre 1885 durch Frank bekannt und konnen, wie wir heute wissen, von nahezu 90 %
dler Landpflanzen ausgebildet werden. Das wohl wesentlichste Merkma der Mykorrhiza ist
der bidirektionde Stoffaustausch. Bel diesem Stoffaustausch verbessern die Filze die Wasser-

und Nahrstoffversorgung der Pflanze und werden dafir von dieser mit Assmilaten versorgt.

Entsprechend dem morphologisch-anatomischen Aufbau sowie den betelligten Pflanzen
und PRilzgruppen lassen dch verschiedene Mykorrhiza-Typen unterscheiden:  Ektomykorrhi-
zen (EM), Ektendomykorrhizen, veskula-arbuskuléare (VA) Mykorrhizen, verschiedene For-
men von Ericdes-Mykorrhizen (ericoid, arbutoid, monotropoid) sowie Orchideen-Mykorrhi-
zen (Smith & Read 1997).

Ektomykorrhizen kommen hauptsachlich an Wadbéaumen vor, ebenso an Stréuchern,
sdtener an Kréutern. Se werden von Pilzen aus mehreren Familien der Basdiomyceten, von
engen Ascomyceten, von Fungi imperfecti sowie von enigen wenigen Zygomyceten ge-
bildet.

Zu den wesentlichsen Merkmden von Ektomykorrhizen zéhlt der Hyphenmante, der die
Wurzel umhillt (Abb. 4.10.9), und das Hartigsche Netz. Das Hartigsche Netz dringt in die
Zdlwédnde zwischen Epidermis- und Rindenzdlen vor (Abb. 4.10.b). Es erdreckt sich inter-
zdlug maxima bis zur Endodermis. Be dteren Mykorrhizen dringen die PBilzhyphen
manchmd auch in Rindenzelen ein (Smith & Read 1997).

Von den Hyphenménteln ziehen Hyphen und/oder Rhizomorphen ab und stellen en Netz
enger Verbindungen zum umgebenden Boden her (Abb. 4.8.a-b).

Da Ektomykorrhizen, wie erwéhnt, von verschiedenen Pilzarten gebildet werden, snd die
oben genannten Merkmale unterschiedlich ausgepragt. Diese Unterschiede konnen sch auch
in unterschiedlichen Funktionen widerspiegeln (Agerer et al. 1986).

Der Hyphenmante der Mykorrhizen erfiillt mehrere Funktionen (Gronbach 1988):

Ubernahme und Waitertransport von Néahrsubstanzen zum Hartigschen Netz und Wur-
zelgewebe. Trangport von Kohlenhydraten in entgegengesetzter Richtung.
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Speicherfunktion flr verschiedene Substanzen (Phosphate, Stickstoff, Kaium, Cacium
und die von der Pflanze gelieferten Kohlenhydrate).

Abkapsdung der Wurzd vom Boden, um mechanischen und gofflichen Schutz vor ein-
dringenden Pathogenen zu bieten.

Erhbhung der Toleranzgrenze der Pflanze gegeniber toxischen Metdlen (Fdandysz &
Chwir 1997).

Das Hatigsches Netz gdlt die Kontakt-Augtauschzone zwischen dem Rilz und den Zd-
len der Pflanze dar.

Die abziehenden Hyphen und Rhizomorphen Ubernehmen die Funktion fehlender Wur-
zehaare. Zudem bewirken se im Subgtrat eine starke Vergroferung der absorbierenden Ober-
flache und erhthen so das Bodenvolumen, das fir die Wasser- und Néhrgoffaufnahme zu-
ganglichist (Smith & Read 1997).

2.2 Die ektotrophen Areale Sidamerikas

Auf dem Sidamerikanischen Kontinent nehmen Gehdlze an vegeadiondtendlichen, ex-
tremen Standorten (die sogenannten Ektotropherwdder) im Verglech zu Gehdlzen an vege-
tationsfreundlichen Standorten  (sogenannte  Anektotrophenwédder) ene vergleichsweise ge-
ringe Ausdehnung an. Daher ig auf diesem Kontinent der Anteil der Gebiete, in denen ekto-
trophe Formen von Mykorrhiza- Assozigtionen vorkommen, relativ gering (Singer 1964). In
der bislang wohl umfangreichsten und exaktesten Arbeit Uber ektotrophe Mykorrhiza- Asso-
Ziationen in Siidamerika gibt Garrido 1988 einen umfassenden Uberblick tber die wichtigsten
ektotrophen Regionen, die im Folgenden kurz zusammengefasst sind.

In Kolumbien befinden sch die sog. Quercus-Areale, welche durch zwei  Quercus-Arten
(Q. columbiana und Q. humboldtii) definiet werden und deren mykologischer Aspekt
erstmals von Singer (1973, 1978a), Moser & Horak (1975) und Singer et al. (1983) beschrie-
ben wurde.

Im Velauf der Andenkette (von Mexiko bis Nordargentinien) bilden Alnus-Arten das
sog. Alnus-Areal (Singer 1964). Diesem Gebiet werden auch Regionen zugeordnet, in denen
Salix humboldtiana angetroffen wird (vornehmlich in Venezuda, Kolumbien und Peru,
Singer et al. 1983).

Das groflde der ektotrophen Arede Sidamerikas wird durch Vorkommen von Notho-
fagus-Arten in Chile und Argentinien bestimmt und as Nothofagus-Areal bezeichnet. Singer,
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Moser und Horak haben Uber dieses Ared grundlegende Beschreibungen durchgefiihrt, die
sich dlerdings hauptséchlich auf die Gebiete Patagoniens bezogen (s. Kap. 2.2.2).

Auch im Einzugsherech der Amazonasregion kommen ektotrophe Mykorrhiza- Assozia
tionen in Areden der Igapd- und Campinara-Vegetation vor (Singer 1984). Se assoziieren
mit Leguminosae, Nyctaginaceae, Sapotaceae, Rubiaceae, Pamaceae, Sapindaceae, Lecythi-
daceae und Euphorbiaceae (Singer 1978a, 1978b, 1984, Singer & Araujo 1979, Singer et al.
1983). Absdts der Amazonasregion exigtieren ektotrophe Mykorrhiza-Assozigionen im

Cerrado-Gehidt, hier in Verbindung mit Myrtaceae und Leguminosae (Thomazini 1974).

In grundlegenden Arbeiten Uber die Nothofagus-Arede (z. B. Snger & Mordlo 1960 und
Singer & Moser 1965) wurde auf die Exigenz von ektotrophen Mykorrhiza- Assoziationen
noch weitgehend dadurch geschlossen, dass Fruchtkorper eines bekannten ektotrophen My-
korrhizapilzes unter Nothofagus-Arten wuchsen. Untersuchungen, die das Wurzelsysem der
Vegetation sarker mit enbezogen, wurden in Chile hingegen et von Garrido (1988) und
Carillo et al. (1992) vorgenommen. Durch mikroskopische Untersuchungen wies Garrido
1988 edmas die Prasenz ektotropher Mykorrhiza bei 8 Nothofagus-Arten nach (N.
alessandrii, N. alpina, N. antartica, N. dombeyi, N. glauca, N. leoni, N. obliqua und N.
pumilio). Garrido beobachtete weiter ektotrophe Mykorrhiza bei der Myrtaceae Ugni molinae.
Bel der Myrtaceae Luma apiculata beschrieb er sowohl ektotrophe as auch ektendotrophe
Charakterigiken. Carrillo et al. fanden 1992 weitere Ektomykorrhiza-Assozidionen mit N.
antartica, N. dombeyi und N. obliqua. In den genannten Myrtacese berichteten diese Autoren
aber auch Uber endotrophe Formen von Mykorrhiza- Assoziationen.

Abschliel?end i hervorzuheben, dass dle Gymnospermen der gemédigten Wader Sid-

amerikas (Definition s. 2.2.1) im Gegensatiz zu den Gynmospermen der Nordhemisphére kei-
ne Ektomykorrhiza- Assoziation aufweisen.

2.2.1 Die Bedeutung der Nothofagus-Arten fur die
geméaldigten immerfeuchten Wader Stidchiles

Obwohl die gemaddgten Wdader der Erde denen in tropischen Regionen an Arterreichtum
nechstehen, haben se aufgrund ihrer Ausdehnung doch grof¥e Bedeutung. In ihrer Produkti-
vitdt reichen die gemddgten Wader sogar tellweise an die Produktivitét in tropischen Zonen
heran.

Die Naturwdder im Siden von Argentinien und Chile werden as gemdigte Wéder
klassfizet. Se dand im Winter niedrigen Temperaturen ausgesetzt, welche das Wachstum
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der vorhandenen Vegetation limitieren (Armesto et al. 1997). Die gemdligten Wader dieser
Region gdlen st dem Quat& ene wahre biogeographische Insd mit  einzigatigen
klimatischen und topographischen Bedingungen dar (Donoso 1996). lhre Barrieren sind der
alantische und der pazifische Ozean sowie die grof3en angrerzenden ariden Gebiete, z.B. die
Atacama Wige. Diese vollsdndige Isolierung hingchtlich enes Audauschs von Flora und
Fauna macht diese Region in Bezug auf Aspekte der Okologie und der Evolution besonders
interessant. Vidle der auffélligen Charakteristiken (wie beispielsveise der ausgepragte Ende-
mismus und der Endotrophismus) komen durch diese lang anhdtende Isolationszeit erklart

werden.

Die Naturwéder der Region erdrecken sch auf einem groftentells recht schmaen Vege-
tationsstreifen (~120 km) Uber mehr as 2000 km in Nord-Sid-Richtung. Die ausgepragten
Hohenunterschiede in West-Ogt Richtung (0 m bis 6000 m), welche durch die Andenkette de-
finlet dnd, sowie vulkanische Aktivitdten schaffen dabel aullerst heterogene Bedingungen
hindchtlich der Klima- und Bodenbedingungen mit starken Auswirkungen auf die Ortliche
V egetationszusammensetzung (Armesto et al. 1997).

Telle dieser Naturwdder sind die sog. gemaRigten Walder. Sie befinden sch in der Zen
tral-Region Chiles (33-37°S) und snd im Norden durch sklerophylle Vegetation begrenzt. Als
geméaRigte immerfeuchte Walder werden im Allgemeinen Wéder der Regionen ab 37°S re-
ferenziert, welche die regenreichen Regionen westlich der Andenkette bedecken. Zwischen 37
und 43°S liegen die Valdivianischen immerfeuchten Walder. Zwischen 43 und 47°S domi-
nieren die Nordpatagonischen immerfeuchten Walder und weiter sidlich abschlief3end die
M agellanischen immerfeuchten Wélder (Veblen et al. 1997).

Jahrliche Niederschlagsmengen von Uber 1400 mm/a und mittlere HOchsttemperaturen
von nicht mehr ds 16°C dnd Voraussetzungen fur die Entwicklung gemd@gter immerfeuch
ter Wédder (Alaback 1991). Eine genauere Beschrelbung der lokalen klimatisch-topographi-
schen Bedingungen efolgt in Kapitd 2.3.3. Die Vegetation der gemddgten immerfeuchten
Waédder in Slidamerika besteht nach Arroyo et al. (1997) aus folgenden Gruppen:

1. Ein Antel von 34 % ig endemische Vegetaion, weche auschliedich in den phytogeo-
graphischen Regionen Chiles vorhanden ist.

2. Ein Antel von 25 % bedteht aus neotropischer Vegetation, die bis in tropische Zonen
hineinreicht.

3. Der grolde Antell von 38 % bestent aus Vegetation gondwanischen Ursprungs, die ebent
fdls in Audrdien, Tasmanien, Neussdand und in weteren gondwanischen Gebigten zu
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finden is. Zu diesem Kontingent gehdrt unter anderem die Gattung Nothofagus, die aus-
schligdich in der Sidhemisphére vorkommt. 75 % der Nothofagus-Wdder mit 31 Arten
befinden dch in Audrdasen und lediglich 25 % mit 9 Arten in Sidamerika. Aufgrund
von Fosslfunden von Nothofagus aus dem Terti& auf dem antarktischen Kontinent wird
angenommen, dass Nothofagus-Bestdnde der audrdasiatischen und der  Slidamerikani-
schen Kontinente engt verbunden waren (Mdville 1973).

4. Die engefiihrte Vegetation aus angrenzenden Okosystemen macht nur einen sehr kleinen
Antell der Gesamtvegetation aus.

5. Ein weterer sehr kleiner Antell an Gattungen wurde aus boreden Zonen der Nordhemi-
sphére eingeftihrt.

Die Gatung Nothofagus ig die einzige Gettung der Familie der Nothofagaceen. Sie ge-
hort zu der Ordnung der Fagales, der Klasse der Rosopsida, und ist eine Angiospermae. Diese
urtimliche, sehr isolierte und bis in die Kreldeperiode zuriickgehende slidhemisphérisch-ant-
arktische Familie verknipft die Familie der Fagaceae mit der Familie der Betulacese (Ehren
dorfer 1998).

In Sidamerika existieren 9 Arten der Gattung Nothofagus: N. alessandrii, N. glauca, N.
alpina, N. obliqua, N. dombeyi, N. pumilio, N. antartica, N. nitida und N. betuloides (Abb.
21). Von dieen Arten exidieren auch einige Hybriden: N. glauca X obliqua = N. leoni
(Donoso & Landrum 1979), N. obliqua X alpina (Donoso et al. 1990), N. dombeyi X nitida,
N. dombeyi X betuloides und N. nitida X betuloides (Donoso & Atienza 1983). Diese Arten
vertellen sch in Sidamerika vom 33. bis zum 56. Bretengrad Sid und bilden integrde
Bestandteile der gemé&dgten Wdder dieser Region.

Wie in Abbildung 2.1 zu sehen ig, wachsen die aufgeflihrten Nothofagus-Arten préferen
tidl unter bestimmten geographischen Bedingungen. Die am wetesen nérdlich vorkom-
mende Nothofagus-Art i N. glauca. In N. glauca-Wddern snd Baumgruppen von N.
alessandrii zu finden. Beide wachsen in mittleren Hohen und werden sowohl an der oberen
as auch an der unteren Grenze von N. obliqua eingegrenzt. Weiter sidlich wachsen der Hohe
nach N. obliqua, N. alpina, N. dombeyi, N. pumilio und N. antartica. Ganz im Siiden bilden
ebenfals N. obligua und N. antartica den Extrembewuchs. In mittleren Hohen wachsen hier
N. nitida und N. betul oides.

Im Gegensatz zu den gemddgten Wdadern Nordamerikas dominieren in den dSid-
amerikanischen gemddgten Wadern immergrine Pflanzen (Arroyo et al. 1997). In Sidame-
rika bildet die Gattung Nothofagus jedoch eine Ausnahme, da ihr be 6 sommergriinen nur 3
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Abb. 2.1: Nothofagus-Arten in Chile. [a]: Vertelung von Nothofagus-Arten in Abhangigkeit
des Bretengrades. [b]: Jahrliche Niederschlagamengen in Abhdngigkeit des Bretengrades.
[c]: Vetealung von Nothofagus-Arten in Abhangigkeit des Bretengrades und in Abhangigkeit
der Wachstumshohe Uber dem Meeresspiegel (modifiziert nach Donoso 1995).

immergrine Arten gegentiberstehen (N. dombeyi, N. nitida und N. betuloides). In Gebieten
mit hauptsichlich sommergrinen Nothofagus-W&adern bilden die immergrinen Arten aber
immer noch bedeutende Anteile. In Audrdasen sehen hingegen einer sommergriinen Art 31
immergrine Arten gegeniber (N. gunni  in Tasmanien). Donoso (1995) definiert in Chile 12
zu unterscheidende Wadarten. In 10 von ihnen dominieren Nothofagus-Besténde. In den ver-
bleibenden 2 stellen sie noch bedeutende Anteile dar.

Die gexchdizten Héchen an naiven Wddern, die in Chile zur nachhdtigen Forstwirt-
schaft genutzt werden, betragen etwa 7.611.900 ha (Holzvolumen von ca 94040° nt). Fast
50 % davon befinden sich in der X. Region Chiles (zwischen 39° und 45°S, s. Abb. 2.1 und
Kap. 2.3.1). Auf diesem Héchenantell von etwa 50 % befinden sich fast 80 % des gesamten
Holzvolumens Chiles. Dieses Holzvolumen satzt sch hauptsichlich aus Nothofagus-Arten zu-
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sammen, gefolgt von Fitzroya cupressoides, Pilgerodendron uviferum und anderen immer-
grinen Arten (Donoso & Lara 1997).

2.2.2 DieAgaricaesChiles:
Ektomykorrhizapartner von Nothofagus

Untersuchungen der Agaricales s. . in Chile fanden ihren Anfang im 19. Jahrhundert mit
den Arbeiten von Bertero (1828, 1829). Es folgten Sammlungen von europ&ischen Expedi-
tiongeisenden (unter ihnen auch Dawin). Die Andysen diesss Maerids efolgten durch
Montagne (1853), Berkeley (1841, 1842, 1847, 1877), Hariot (1889), Philippi (1869),
Bresadola (1900), Bommer & Rousseau (1900) und Romel (1926). Der itdienisch-argentini-
sche Wissenschaftler Spegazzini beschrieb die chilenischen Agaricdes in seinen Werken zwi-
schen 1910 und 1925.

Wéhrend der zweiten Héfte des 20. Jahrhunderts wurde insbesondere mit den Arbeiten
von Singer, z. B. mit der grundlegenden taxonomischen Arbeit , Mycoflora Australis® (Sin-
ger 1969), en wichtiger Schritt zur Erforschung der Agaricdes des Nothofagus-Areds getan.
Fur Cortinarius-Arten ig die Vedffentlichung von Moser & Horak (1975) von Bedeutung.
Horak leistete dariber hinaus mit ,Fungi, Basidiomycetes. Agaricales y Gasteromycetes
secotioides® (Horak 1979a) und seiner Untersuchung Uber Boletus-Arten in der Region um
Vddivia (Horak 1977) einen bemerkenswerten Beitrag.

Unter den chilenischen Mykologen i Espinosa mit seinen Arbeten aus der Zet von
1915-1940 hervorzuheben (s. insh. 1926, 1937). Lazo untersuchte ab 1966 hauptsachlich das
Zentralgebiet Chiles (s. insh. 1982, 1983, 1984). Donoso forschte in Chile insbesondere mit
Agaricales lignicols (1981a, 1981b). Die ewédhnten Arbeiten widmen sch vor dlem isolier-
ten taxonomischen Untersuchungen der Fruchtkorper. Einige Autoren gehen auch sehr kurz
auf den Habitus en und klassfizieren die Agaricades as sgprophytische oder Mykorrhizen
bildende Pilze.

Mykosoziologische und o©kologische Untersuchungen Uber Assozaionen zwischen Aga-
ricales s. . und den Nothofagus-Arten Slidamerikas sind kaum vorhanden. Singer & Mordlo
(1960) fuhrten hierzu erste Versuche durch. Singer (1971), Wright (1988) und Godeas €t al.
(19933, 1993b, 1993c) widmeten sich dem andino-patagonischen Gebiet. Garrido (1985) er-
brachte mit seiner Arbeit ,, Index Agaricalium Chilensum®, mit seiner Arbeat Uber die Agari-
cdes Zentrdchiles und mit zahlreichen Verdffentlichungen Uber Agaricdes in Assoziation
mit P. radiata- Pflanzungen enige herausragende Beltrége.
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Systematisch-6kologische und mykosoziologische Untersuchungen fir das Gebiegt um
Vddivia exigieren hauptsichlich fir die Region der Kigerkordillere (Snger & Moser 1965
und Valenzuela 1993, s. Kap. 2.3.3). Vadenzuela erstellte dabel einen Kataog und eine syste-
matische taxonomische, chorologische und oOkologische Untersuchung der Agaricales s. I. in
den nativen Nothofagus-Wé&dern der X. Region.

Ektomykorrhizen zwischen Agaricdes s. |. und Nothofagus-Arten wurden bidang nur
hinschtlich der Vegetaionsbedingungen untersucht, welche die wachsenden PFilzarten defi-
nieren. Uber anatomische und histologische Strukturierung von Mykorrhizen der Nothofagus-
Arten Sldamerikas it bisher kaum etwas bekannt. Garrido (1988) beschrieb ds erster Autor
morphologische und anatomische Charakteristiken von Nothofagus-Arten. Er synthetiserte
im Labor Ektomykorrhizen mit Renkulturen von Amanita muscaria, Paxillus involutus und

Paxillus statuum (vergl. neue Nomenklatur in Kap. 4.2.1).

In Chile fUhrten ersmas Pafner (1996, 1997) und Pafner & Godoy (1996a, 1996b) mor-
phologische und anatomische Beschrelbungen von Ektomykorrhizen in ihrem  natrlichen
Habitat durch. Darunter: N. pumilio / Thaxterogaster albocanus, N. alpina / Descolea
antartica, N. pumilio / Nothofagirhiza vinicolor und N. pumilio / Russula fuegiana. Godoy &
Pdfner (1997) beschrieben aulferdem die EktomykorrhizenAssozigtionen von N. dombeyi /
Laccaria laccata und N. alpina/ Paxillus involutus. Cenococcum geophilum, der haufigste
Ektomykorrhizapilz, der sowohl in der didlichen ds auch in der ndrdliichen Hemisphére
auftritt, wurde vom  morphologisch-anatomischen  Standpunkt  bel der  Bildung von
Ektomykorrhizen mit Nothofagus von Garrido (1988) und Flores et al. (1997) charakterisert.
Garido (1988) wes auf 621 Mykobionten ds mdgliche Ektomykorrhizapartner fur
Nothofagus hin.

Die morphologische und anatomische Charakteriserung der Ektomykorrhizen von No-
thofagus-Arten is demnach noch en recht offenes Arbetsgebiet, in dem es noch vid Grund-
legendes zu beschreiben und zu definieren gilt.
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2.3 Das Untersuchungsgebiet

2.3.1 Die Lokaiserung des Untersuchungsgebietes

Chile ig palitisch in XIl. Regionen unterteilt (Abb. 2.1). Das Gebiet, auf das sch dle im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen beziehen, trégt den Namen Quita Cd-
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Abb. 2.2: Geographische Pogtion des Untersuchungsge-
bietes ‘Quita Cdzon' (@), nahe Vddivia in der X. Region
Chiles. Modifiziert aus Soto & Campus (1997).

zon. Es befindet dch in
der X. Region, nahe der
Stadt  Vadivia, 39°78
sudlicher Brete und 73°
02" wedtlicher Lénge (s
Abb. 2.1 und Abb. 2.2).

In diesem Gebiet wird
die urspringliche Vegeta
tion von N. obliqgua be-
sgimmt (Kap. 2.3.2). An-
thropogene  Einflisse  be-
wirken noch immer, dass
die bestehenden Wadfla
chen mit N. obliqua zw
rickgedrangt werden und
durch Pflazungen von Pi-
nus radiata und Eucalyp-
tus globulus ersetzt wer-
den (s. Kap. 2.3.2.1).

Aulerdem sind Vielr und Landwirtschaft in diesem Gebiet sark konzentriert. Folgende

Flachen wurden fur Untersuchungen ausgewahlt:

1. Hachen mit naiver Wadvegetation des Typs Nothofago-Perseetum linguae (s. Kap.

23.2).

2. Hachen mit Monokulturpflanzungen von Pinus radiata. Alter: 15 Jahre.

3. Hachen mit Monokulturpflanzungen von Eucalyptus globulus. Alter: 10 Jahre.

4. Landwirtschaftlich genutztes Weiddand.
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2.3.2 Native Vegetation: Nothofago-Perseetum linguae

Die Vegetation der nativen Wader des Untersuchungsgebietes Quita Cazdn lasst sich

phytosoziologisch ds tellweise sommergrine Mischwadassoziation klassfizeren. Sie gehort

Abb. 2.3: Native Vegetation: Nothofago-Persee-
tum linguae in Quita Cazon.

zu der Gruppe der Nothofago-
Perseetum linguae, welche auch
unter der Bezeichnung “Roble-
Laure-Lingue® bekannt ist (To-
mesdli 1981, San Martin & Ra-
mirez 1987). Eine syntkolog-
sche Studie Uber Nothofago-
Perseetum linguae der Zentra-
bis didlichen Region Chiles
wurde 1991 von San Martin et
al. verdffentlicht.

Die Wdder ereichen Wip-
fehthen bis zu 40 m und snd
zu bedeutenden Antelen aus
Nothofagus obliqua (Roble) zu-
sammengesetzt. Laurelia sem-
pervirens (Laurd) und Persea
lingue (Lingue) tragen mit ihren
immergrinen  Wipfdn,  insbe-
sondere in der mittleren Baum+-
schicht, bedeutend zum Erschei-
nungsbild der  Pflarzengemein
schaft bel (s. Abb. 2.3).

Da der Mensch in entschei-
dender Form den Charakter die-
ser Waldgebiete gepragt hat und
auch noch weterhin prégen
wird, 0l an dieser Sdle zu-
sammenfassend auf die wichtig-
den hidorischen  Zusammen
hange eingegangen werden.
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2.3.2.1 Anthropogene EinflUsse auf die native Vegetation Sudchiles

Frihe Funde menschlicher Uberreste in den waldreichen Regionen werden auf das Jahr
9000 bc. datiert (Mooney 1977). Der Einfluss diessr Menschengruppe auf die Pflarzensozio-
logie der Zone wird jedoch gemenhin ds gering angenommen (Rundel 1981).

Scherer wird die Geschichtsschrelbung mit der Ankunft der Spanier in der Zentra-
Sidlichen Region. Es wird von ewa 1 Million Bewohnern, den "Huilliches' (Sid-Menschen),
berichtet. Diese Siedler bewirtschafteten von ihnen gerodetes Land durch Ackerbau und durch
grol¥léchige Weiden, auf denen sie Guanacos ziichteten (Donoso 1995).

Nachdem die Spanier nahezu die gesamte Gemenschaft der Huilliches entweder vertrie-
ben oder ermordet hatten, wurden durch Brandrodung weitere Héchen zum Ackerbau und zur
nun engefiihriten Viehzucht nutzbar gemacht. Holz wurde ebenfdls zur Konsruktion und as
Brennstoff verwendet. Insbesondere N. obliqua wurde sdektiv wegen seiner guten Eigen
schaften fir Konstruktionszwecke geschlagen (Mooney et al. 1972, Saelzer 1977).

Teille des Landes (inshesondere der Regionen zwischen Concepcion und Vddivia) wur-
den jedoch bad von Gruppen des indigenen Stammes der Mapuches vollstandig zuriicker-
obert, was zur Folge hatte, dass sch die Wadgebiete Uber eine Dauer von 3 Jahrhunderten
fast ungestort regenerieren und entwickeln konnten.

Mit der Ankunft vorwiegend deutscher Sedler ab 1856 wendete sich jedoch das Blatt
wieder und durch intendve und grof¥lachige Brandrodungen wurden die Waldgebiete erneut
entscheidend  zurlickgedrangt (Wilhem 1968). Die Mapuches leisteten noch bis zum Jahr
1881 Widergand. Nach deren vollgdndiger Niederlage rodeten schweizer und itaienische
Sedler mehr ds 300000 ha Wad und betricben durch Monokulturen gepragten
Getreideanbau. Diese Wirtschaftsform hatte grof3skalige Erosionsbewegungen zur Folge, von
deren Auswirkungen sch bis heute noch nicht dle Gebiete erholt haben (Cunill 1970).

Die forswirtschaftliche Nutzung der Restbesténde der Naturwdder erfolgte bis etwa
1970 ohne durchgrefende Regulierungen. Zwar wurden verschiedentlich gesatzliche
Maiahmen zur Einddmmung der Misswirtschait und zur regulieten  Wiederaufforstung
unternommen (ergmals 1931), sie wurden jedoch kaum durchgesetzt (Donoso 1995). Insbe-
sondere die Einfihrung von Pinus radiata as Nutzholz (welche auf die Jahre 1880 bis 1890
zuriickgeht) veranderte weitraumig den Charakter der Waldgebiete (Donoso 1983). 1971
waren die Naturwdder auf wenige unzugangliche Gebiete zurtickgedrangt.

Erg sait 1971 veranderte sch langsam das Bewusstsein und die Eingdlung der chileni-
schen Bevolkerung hindchtlich der Nutzung der Wadgebiete. Erste universtére Forstprojekte
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zur nachhdtigen Forstwirtschaft wurden initiiert, und es wurden Héachen zur Wiederherstel-
lung der nativen Vegetation ausgewiesen (Donoso & Lara 1997).

Auch im Jahr 2001 besteht der landschaftliche Charakter noch aus grof¥lachigen Weiden
sowie aus Anpflanzungen von Monokulturen mit P. radiata und E. globulus. Die ds , nativ*
bezeichneten Wadfléchen sstzen sch zu groRen Antellen aus den Arten N. obliqua und L.

sempervirens zusammen (Ramirez et al. 1989).

Der Grund, warum auch beraits sat mehreren Jahrzehnten sch sdbst Uberlassene Wald-
flachen noch ene dterierte Artenzusammensetzung zeigen, it folgender: Es werden etwa 400
Jahre bendtigt, damit Waldgebiete von Nothofago-Perseetum linguae en soziodkologsches
Gleichgewicht erreichen (Donoso 1995, Armesto et al. 1998). Daher sind Flachen, in denen
von enem solchen Gleichgewicht ausgegangen werden kann, nicht vorhanden.

2.3.2.2 Die Sonderrolle von N. obliqua als Pionierpflanze

Vor dem Hintergrund der Dynamik der Pflanzengemeinscheften in Wadgebieten von
Nothofago-Perseetum linguae nmmt N. obliqua eine Sonderrolle ein. N. obliqua bestzt Ei-
genschaften ener Pionierpflanze mit einer ausgepragten Toleranz flr extreme Bedingungen
(Ausnahme Schatten). Nach Waldbrénden oder Rodungen besiedelt N. obliqua free Féchen
in etwa 10 Jahren. Insbesondere durch schndle Samenkeimung und  Samlingsentwicklung,
aber auch durch die Fahigkeit, aus noch intakten Baumstimpfen neu auszutreiben, erreichen
N. obliqua-Bestande bereits nach 30 bis 40 Jahren ihre natiirliche Grofenverteilung.

Durch das Wachsum unter diesen "extremen' Bedingungen schafft N. obliqua erst die
nétigen Voraussstzungen, die andere ehemas vorhandene Arten fir ihre Entwicklung
bendtigen (zB. L. sempervirens, P. lingue und Aextoxicon punctatum). Durch ihre
Eigenschaft, sch auch in déakeren Schattenzonen entwicken zu konnen, bestzen L.
sempervirens, P. lingue und Aextoxicon punctatum enen Wachsumsvortell und verdrangen
N. obligua as dominante Art (Donoso 1995). Die Vorkommen von N. obliqua in den
gemdigten immefeuchten Waldern sind demnach stark von grofReren, aber auch kleineren
Naturkatastrophen abhangig (Veblen & Ashton 1978, Veblen 1985, Veblen et al. 1997).

2.3.3 Topographische und klimatische Bedingungen

Die Region um Vddivia kann in West-Ost-Richtung geomorphologisch in drel klar von
enander abgesetzte tektonische Elemente gegliedert werden:

1. Im Weden liegt die Kustenkordillere (mit maximaen Erhebungen von 2000 m ba 38°S
und 800 m bel 42°S).
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et o, VULKANE Lingen JAHR DER
et A AKTIVITATEN
Tlaima 304 | 1640-1852-1862-
1866-1876-1887-
' Valdivia 1889-1895- 1896-
1903-1912-1917-
1927-1941-1955-
1957-1979
Antuco 024" | 1752-1620-1929-
1952-1953 1961
Lonquimay 38022 | 1853-1887-1889-1988
Argentinien Villarrica 39025° | 1822-1869-1874-
{ 1883-1918-1920-
1958-1959-1971-1984
Choshuenco 39°55° | 1864-1869-1893-1907
Carran 0010 | 19551979
Rinihue 0 | 1907
Puyehue 20039 | 1907-1921-1922-
1926-1960
Osorno 41°06° | 1719-1790-1835
Calbuco 410200 | 1837-1836-1917-
1929-1961

Abb. 2.4: Geographische Lage und Jahreszahlen grofRerer Ausbriiche von Vulkanen nahe

des Untersuchungsgebietes.

2. Waeter im Ogen befindet Sch die Langstalsenke (Valle Central), eine landwirtschaftlich

sehr stark genutzte, fruchtbare Zone.

3. Als drittes tektonisches Element schlidfld sch 6slich die Andenkordillere an. Sie Uber-

geigt in ihrer Hohe 3000 m und schliefd aktive Vulkane mit ein (Abb. 2.4).

Das Untersuchungsgebiet wird den gemddgten immerfeuchten Wdadern zugeordnet

(vergl. Kap. 2.2.1). Im Sommer wie im Winter kommt es zu starken Niederschlégen, welche
ihr Maximum im Herbst und im spdten Winter erreichen  (Huber 1975, Armesto et al. 1997).
Die Niederschigge fadlen vorrangig an den Westhdngen der Kisten und der Andenkordillere
und nehmen von Norden nach Siden hin setig zu (1.500 mm bel 39°S bhis 4500 mm bel
47°S, Di Castri & Haek 1976, s. Abb. 2.1). Auch im Verlauf der tektonischen Elemente
kommt es von Westen nach Oden zu darken Niederschlagsvariationen. Sie erreichen be
40°S an der Kugenkordillere jahrlich zwischen 3000-4000 mm, reduzieren sch in der Langs-
tasenke auf lediglich 1.400-2500 mm und verstéaken sch erneut an der Anderkordillere auf

4.500-5000 mm (Veblen et al. 1997).
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Da die Wolkenbildung groidenteils Uber dem Pezifischen Ozean efolgt, it die Wasser-
qualitdt aufgrund vernachléssgbarer anthropogener Eintrége eine der reingen der Erde. We-
gen beider Gebirgsbarieren findet zwischen dem Pazifischen Ozean und dem Sidamerikani-
schen Kontinent ein sehr eingeschrankter L uftmassenaustausch datt.

Von besimmender Bedeutung fir das Klima in Sid- und Mittelchile ist dariiber hinaus
das wetwet grolde Auftriebsgebiet ozeanischen Tieferwassars vor der chilenischen Kiste,
welches mit den antarktisch geprégten Wassermassen des Humboldtsroms interferiert. Als
Folge davon variieren die Wassartemperaturen an der vddivianischen Kige zwischen
Sommer und Winter lediglich um etwa 1°C (12 bis 13°C). Die Wassermassen hilden so enen
bedeutenden, stabilen Temperaturpuffer mit einem besimmenden Einfluss auf das Festlands
klima. Die Lufttemperaturen schwanken in ihren Extremen zwischen Sommer und Winter um
nicht mehr ds 20°C, die mittleren Jahrestemperaiuren in den Regionen um das Untersu-
chungsgebiet liegen zwischen 10 und 15°C.

Es herscht ene glechmddge, hohe Luftfeuchtigkeit mit ener daken Tendenz zur
Nebelbildung, welche einen guten Schutz vor Wadbranden darsdIt (Arroyo et al. 1997). In
anderen Erdteilen haben Waldorande einen besimmenden Einfluss auf die Okologie groRer
Waddgebiete. Die dabilen klimatischen Bedingungen zeichnen die gemddgten immerfeuch
ten Wéder Chiles in besonderer Weise aus und missen bel Vergleichen mit anderen Wadge-
bieten unbedingt beriicksichtigt werden (Axelrod 1992). Sie werden auch nicht von grol3skali-
gen meteorologischen Ereignissen, wie dem “El Nifio"-Phanomen, bednflusst, welcher welter
ndrdlich fir Flora und Fauna relevante klimatische Abnormalitéten induziert.

Die klimatischen Eigenschaften der Region snd auch in Hinscht auf die Bildung der
aktiven Bodenkomponente Allophan wichtig (vergl. Kgp.2.34.2). Denn die Bildung von
Allophan in Boden aus vulkanischen Aschen ist nur unter der Voraussetzung ausreichender
Feuchtigkeit und Drainage moglich. In aidem und auch in kdtem Klima bildet dch ken
Allophan oder nur in geringer Menge (Besoain 1969, 1974).

2.3.4 Bodenbedingungen

Bdden vulkanischen Ursprungs kommen auf dlen Kontinenten der Erde vor. Sie werden
definiert durch ihre Didanz zu den jeweligen eruptiven Zentren, der Gréflie der Eruptionen,
der regionden Topographie, der Form der Vertelung des vulkanischen Materids sowie den
Klimatischen Bedingungen (Grez 1977).
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Chile befindet dch in saner ganzen Lange genau auf der Grenze zwee sSch Uber-
einander schiebender Kontinentalplatten (der Nasca und der Sldamerikanischen Platte). Die
gesamte Region it vulkanisch und tektonisch aktiv (Abb. 2.4). Besoain (1969) telt Chile in
zwel Sektoren en, die hingchtlich ihrer vulkanischen Aktivitdten charekterisert sind. Zonen
mit starken vulkanischen Aktivitéten befinden sch zum enen im Norden (17°20'-27°30°S),
zum anderen im Slden (35°15'-45°S), wo auch das in dieser Arbeit behanddte Untersu-
chungsgebiet liegt (Kap. 2.3.1). Die vulkanische Aktivité haite im Tertia ihr Maximum und
veringerte dch bis zum Quatar (Vet & Garleff 1997). Momentan befinden sch noch 21
aktive Vulkane auf chilenischem Gebiet.

Wegen der geographischen Vertellung der aktiven Zentren sowie der Stérke ihrer Aktivi-
td ist ein grol}er Antel des chilenischen Teritoriums mit Boden vulkanischen Ursprungs be-
deckt. Im Siden Chiles dominieren bassche Basdt-Bdoden mit hohen Antellen an Slizum-
oxids (45 bis 52 %, Fassbender 1975). Se enthdten darliber hinaus vulkanisches Glas, Augit,
Magnetit, Hornblende, Olivin, Orthoklas, Plagioklas, Quarz und wetere Minerdien (Moreno
1974). Ebenfdls Folge vulkanischer Aktivitdeen snd die hohen Konzentrationen an Alumini-
um, Schwefd und Eisen. Verschiedene Bodentypen konnen durch unterschiedliche Verwitte-
rung des vulkanischen Materid's entstehen.

2.3.4.1 Bodentypen

Als Oberbegriff fir Bodenbildungen aus rezenten Aschen vulkanischen Ursprungs wird
im Allgemenen “Andosol* (Grez 1977, FAO-UNESCO 1971, 1988) oder auch “Andepts’
(USDA Soil Survey Staff 1975, Rovira 1984) verwendet. Der Hauptanteil der Boden in der
Region des Untersuchungsgebietes besteht aus schwach entwickdten Boden unterschiedlicher
Entwicklungssufen. Die Entwicklung diessr Boden efogie aus Andosolen, die ihren
Ursprung wahrscheinlich wéhrend des Postglazid / Holozén haben (Laugénie et al. 1975).

Die junggen in der Region des Untersuchungsgebietes vorkommenden Andosole werden
ds “Ranker-Andosole® bezeichnet (Grez 1977). Aufgrund deutlicher Humusakkumulationen
wird dieser Bodentyp auch “Humus-Andosol“ genannt. In ihnen weist das Gestein graue bis
violette Farbtone auf.

Andosole mittlerer Entwicklungsstufe, die in diessr Region vorkommen, entsprechen
dem Typ “Brauner Andosol“. Sie snd in Chile unter der Bezeichnung “Trumao Boden” be-
kannt, was in der indigenen Mapuche-Sprache * Staubanh&ufung” bedeutet. Es kommen eben
fdls Andosole aus Ateren Entwicklungsstadien vor, die unter “Rotbrauner Andosol*  bekannt
and. Andosole mit einer Entwicklungszeit von mehr ds 2000 Jahren weisen in der Regd eine
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rotbraune bis rotviolette Verwitterungsfarbe auf. Sie werden nach Grez (1977) ds “Roter
Andosol* bezeichnet. In Chile ig diesr Bodentyp dlgemen ds “Rojos arcillosos' bekannt.
Mit diessr Bezeichnung muss dlerdings vorschtig umgegangen werden, da unter “Rojos
acdillosos' auch die sdtener vorkommenden Rotlehme zusammengefast werden, die nicht
vukanischen Ursprungs sind. Aulerdem werden as “Rojos acillosos® ebenfdls Rotlehme
vukanischer Aschen aus dem Plestozén bezeichnet, die Schlatter (1999) unter der Bezeich
nung “Ultisol* fuhrt.

Weitere Bodentypen, die nahe des Untersuchungsgebietes vorkommen und gleichfals
aus rezenten vulkanischen Sedimenten entstanden snd, werden unter den Bezeichnungen
“Acuepts’ (USDA Soil Survey Staff 1975, Rovira 1984), “Placandepts’ (Mdla & Kihne
1985) und “Gleysole® (FAO-UNESCO 1971) klassfiziert. Diese Boden tragen in Chile den
Namen Nadis-Baden und befinden sich bevorzugt in Niederungen (Veit & Garleff 1997).

2.3.4.2 Allophan

Die Hauptvertellung von Allophanen liegt in Gebieten vulkanischen Ursprungs im cir-
cumpazifischen Raum, vorwiegend in Jgpan, auf den Philippinen, in Indonesen, Mexiko,
Equador, Peru und Chile, jedoch auch in Kamerun, Odafrika und auf Idand. In Deutschland
finden dch Allophane in der Eifd und in enigen anderen Mittelgebirgen (Sekr & Meyer
1970, Scheffer & Schachtschabel 1998). Allophane sind wassarreiche, sekundare Aluminium-
dlicae mit eénem S/Al-Molverhdtnis zwischen 05 und 1, zum Tel bis 4. Allophane entste-
hen durch Vewitterung frisch gefdlener vulkenischer Aschen unter humiden Bedingungen.
De spezifische Verwitterungsprozess wird im Folgenden kurz zusammengefasst (Freiberg
1985):

Frisch gefadlene Aschen reagieren wegen schwefdhdtiger Antelle zundchst sark sauer.
Da die sauren Elemente durch Regenwasser relativ einfach herausgddst und verfrachtet
werden konnen, erhoht sich der pH-Wert und es entsteht ein fast neutrales Milieu.

In Ascheteilchen mit @nem hohen Oberfléchen/Volumen-Verhdtnis und hoher innerer
Drainage schreitet die Verwitterung, insbesondere durch humides Klima, rasch voran (s.
Kap. 2.3.3). Es findet ein Basenaustrag aus den Aschen datt, wodurch der pH-Wert des
Bodens erneut sinkt. Eswerden Si- und Al-Gele gebildet, die sch zu Allophan verbinden.

Die Waterentwicklung des Allophans verlauft Uber hydratisertes Metahdloyst und
Gibbst schlieflich zum Kadlinit.
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De Antell von Allophan in Boden hangt demnach stark vom Fortschritt des Verwitte-
rungsprozesses und damit vom Alter eines Bodens ab. In jungen Bodentypen des Typs
Andosol-Ranker (vergl. Kap. 2.34.1) ig somit der Anteil an Allophan noch sehr gering und
es dominieren die Primé&minerde (u.a vulkanisches Glas und Fedspat). Als eine Hauptkom-
ponente der Tonfraktion erreicht Allophan enen maximaen Antel in Braunen Andosolen. In
Braunen Andosolen ist das Gibbst und/oder Metahdloyst noch reativ wenig vorhanden. Die
Fraktion an Gibbgt / Metahdloyst geigt in Rotbraunen Andosolen schliefdich durch Verwit-
terung des Allophanantells an. Roter Andosol enthdt letztendlich einen Uberwiegenden Antell
an Gibbgt / Metahdloyst (Grez 1977).

Die Struktur der Allophane bestent aus Hohlkugeln mit mittleren Durchmessern von 3,5
bis 5 nm und &ul¥eren Wandstérken zwischen 0,7 und 1 nm. Die Wénde dieser Hohlkugeln
bestehen aus gebogenen Al-O-OH-Oktaederschichten. An Innen und Aulenseiten dieser
Wande snd unvollgandige S-O-OH-Tetraederschichten tber O-Bricken gebunden (Scheffer
& Schachtschabd 1998). Die Krigtdlordnung ersreckt sich bei Allophan nur Uber den sehr
klenen Bereich der Hohlkugeln (Nahordnung). Daher werden Allophane im Gegensatz zu
den anderen Tonminerden oft as amorph bezeichnet. Ebenfdls im Gegensatz zu anderen
Tonminerdien bedtzen Allophane keine permanenten Oberflachenladungen, sondern  adsor-
bieren in Abhéngigkeit vom pH-Waert und auch von der Sdzkonzentration unterschiedliche
Mengen an Kationen oder Anionen. Der Ladungsnullpunkt des Allophans liegt zwischen pH
6 und 7. Da es demzufolge im sauren pH-Bereich vorwiegend postive Ladungen trégt,
werden zum Ausgleich vorzugsveise Anionen adsorbiert (Scheffer & Schachtschabel 1998).

Aufgrund der hohen lonen-Austauschkapazitét adsorbieren Allophane insbesondere fir
Pflanzen verflgbares Phosphat (vorwiegend priméres Phosphat: HoPO,4’). Allophane adsorbie-
ren aber nicht nur 16diches Phospha, Se wanddn es dartiber hinaus in fir die Pflanze unzu-
gangliche Vaistit- oder Srrengitmineradien um (Lindsay et al. 1989). Diese phosphathaltigen
Minerde werden in die Umgebung abgegeben. So entstent am Allophanteilchen Platiz fir eine
erneute Adsorption. Es handdt sch dso nicht nur um ene Séitigungsresktion, sondern um
eine Kataysatorreaktion, welche dem Boden déandig Phosphate entziehen kann. Boden, in
denen egentlich geniigend grofl3e Mengen an Phosphat vorhanden sind, verlieren so grole
Antelle an fur die Pflaze nutzbarem Phosphat, und auch be zusitzlicher Phosphatdiingung
wird en wesatlicher Antel in unlédiche Verbindungen umgewanddt (Zunino & Borie
1985). Durch die pH-Wert-abhéngige Adsorptionskepazitét von Allophan wird dlerdings der
Humusantal in Bdden erhtht. Es kommt zur Bildung von Humus-AllophanKomplexen
grof3er Stabilitét.
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2.4 Der Mineralstoff Phosphor als
Nahreement der Pflanze

Dem Makrondhrdement Phosphor kommt neben dem Stickstoff eine grundlegende Be-
deutung bel der Regulierung des Pflanzenwachsums zu. Phosphor trégt ca 02 % zum
Trockengewicht von Pflanzen ba und spidt eine wichtige Rolle ads Bausein biologisch
aktiver Molekule. Eine Regulierung der zdlul&ren Energieversorgung, die Weltergabe von
Erbinformation oder die Aufrechthdtung der Membranintegritéten snd ohne Phosphor nicht
denkbar. Phosphor ist u.a Bestandteil von Nukleotiden und deren Derivaten, von Nukleinsiu
ren, Zuckerphosphaten, Phospholipiden, Enzymen und von dem Phytin der Aleuronglobuline.

Trotz der unangefochtenen Reevanz dieses Néhrdements fir Pflanzen snd verschiedene
Aspekte der Phosphataufnahme und des Phosphattrangports noch unzulanglich geklart. Dies
hat zundchs seine Ursache in der Vidfdt der Verbindungen, in denen Phosphor in Bdden
anzutreffen ist (s Kap. 24.1). Daaus resultiert, dass Pflanzen grofie Anpassungsfahigkeiten
bestzen missen, um unter unterschiedlichen Wachstumsbedingungen bestehen zu konnen. Es
existieren starke Hinwelse, dass Pflanzen ene Auswahl an verschiedenen Phosphat- Transpor-
tern zur Verflgung seht, die je nach temporéren und raumlichen Bedingungen exprimiert und
so den &uleren Bedingungen mdglichst optima angepasst werden kdnnen (Schachtmen et al.
1998).

2.4.1 Phosphor in B&den

Phosphor (P) liegt in Boden Uberwiegend in fester Form vor. Gebundenes P findet Sch in
anorganischen Salzen (Al-, Fe- oder Ca-Phosphaten), an Oberflachen von anorganischen Sor-
benten gebunden (Fe-und Al-Oxide, Allophane, Kaolinit und Cdcit), in organischen Verbin-
dungen (Phytate, Nukleotid-Phosphate und Phospholipide) oder in Bodenorganismen (Schef-
fer & Schachtschabel 1998). Die organischen Verbindungen gellen dabel mit einem prozen
tuden Antal von 20-80 % en besonders wichtiges P-Reservoir dar (Richardson 1994). Die
anorganische P-Fraktion beinhdtet etwa 170 verschiedene Minerdformen (Holford 1997).
Die gebundenen Formen sind Uber Bodenldsungen mitenander verbunden. In diesen betrégt
der P-Antell dlerdings nur etwa 0,1 % (Scheffer & Schachtschabel 1998). Gerade Sie bilden
aber die wesentlichen Phosphatfraktionen, die den Unmsatz und die Anligferung an die Pflant
zenwurzel besimmen. Phosphor wird von der Pflanze ds Dihydrogernphosphat (H2PO4") unter
sauren Bodenbedingungen und ds Hydrogenphosphat (HPO,?) unter neutrden Bedingungen
aufgenommen (Richter 1998). Abweichend von Nitrat- und Sulfat-lonen wird das Phosphat-
lon jedoch nicht reduziert, sondern direkt vom pflanzlichen Organismus eingebaut.
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Im Gegensatz zu wassrlGdichen Nahrminerdien, wie bespidswvese dem Kaium, wird
P nur zu enem unbedeutenden Antell Uber den Wassafluss transportiert. Es dominiert
hingegen der recht langsame Trangport Uber Diffusongprozesse entlang von Konzentrations-
gradienten (1012-10*® n?- s1), wodurch auch die bekannten Rverarmten Zonen um Pflanzen
wurzen zu erkldren snd (Schachtman et al. 1998). Aus diesen Erkenntnissen wird berets
klar, dass morphologischen Wurzelparametern aus einfachen geometrischen Griinden, wie der
Optimierung des Oberflachen/VolumenVerhdtnisses, eine grole Bedeutung be der P-
Aufnahme zukommt (Lynch 1995). Dieser Aspekt l&sst bereits eénen Vortell von mykorrhi-
Zierten gegentber unmykorrhizieten Pflanzerwurzen fur die P-Acquigtion erahnen, auf die
in Kapited 2.4.2 genauer eingegangen werden wird. Aber auch ohne Mykorrhizierung kénnen
Wurzen eniger Pflanzen auf P-Limitierung resgieren. Unter anderem geschieht dies durch
Verdnderungen der Wurzemorphologie (z.B. Bildung von sog. Proteoid-Wurzeln). Aul3erdem
konnen Pflazerwurzen durch Ausstol3 organischer Sauren die pH-Werte in umliegenden
Boden emiedrigen und die Bildung von Metdl-Cheat-Komplexen fordern. P und weitere
Néhrsoffe werden dadurch freigesstzt und fir die Pflanze verfigbar gemacht (s z.B.
Marschner 1995).

2.4.2 DieBedeutung der Mykorrhizafur die Phosphataufnahme

Mykorrhizen kénnen aus verschiedenen Griinden die Phosphataufnahme von Wirtspflan
zen begindigen. Hier ig zunéchst ein Argument rein morphologischer Naur zu nennet Die
in Kapitd 241 bereits angesprochene Optimierung des Verhdtnisses von Oberfléchen zu
Volumen durch Mykorrhizierung der Pflanzenwurzd. Insbesondere den abzweigenden Rhizo-
morphen kommt in diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu.

Uber den morphologischen Aspekt hinaus tben Mykorrhizen aber auch biochemische
BEinflisse auf den umgebenden Boden aus. Erste Beobachtungen, dass schlecht l6diches, an
Bodenkomponenten gebundenes Phosphat durch Ektomykorrhizen (darunter auch die Mykor-
rhiza-Assozition P. radiata / C. geophilum) absorbiert werden konnte, gehen auf Stone
(1950) und Bowen & Theodorou (1967) zuriick. Ansduerungen des Bodens sowie en ver-
mehrtes Auftreten von Cadcum-Oxadaten wurden von Cromack et al. (1979) im Bereich von
Mykorrhizen fesigestellt. Organische Séuren kdnnen mit  Metalkomponenten  Chelatbindun-
gen eingehen und dadurch P von der Bindung an Fe und Al befreien (Smith & Read 1997).

Mit Hilfe der Elektronenmkroskopie wurden in Bodenproben verstérkte Verwitterungs-
erscheinungen festgestdlt, welche durch aktive Oxdate in Hyphenndhe hervorgerufen worden

waren. Auch die Mykorrhiza-Assoziation P. radiata / P. tinctorius konnte P von unlddichen
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Aluminium:-Phosphatverbindungen  durch Anséuerungen oder den Ausstol3 von Zitraten ad-
quirieren (Cummings & Weingein 1990). In oberfléchennahen Wadbdden, dso gerade dort,
wo auch die meigen Ektomykorrhizen lokdisert snd, liegt P insbesondere in organischen
Verbindungen vor (Harrison 1983). Darunter exigiert P in Phosphormonoester-Verbindung-
en, wie den Phytaten (Inositol Hexaphosphat), aber auch ads Phosphordiester, wie in Nuklein-
sduren und Phospholipiden (Smith & Read 1997). Hier sind insbesondere enzymatisch aktive
Komponenten der Mykorrhiza, wie Phosphomono- und Phosphodiesterasen, von  hoher
Bedeutung. Phosphomonoesterasen (oder Phytasen, erstmas direkt nachgewiesen von Theo-
dorou 1968) kodnnen zunéchst in drei Klassen eingeteilt werden, die zytoplasmatischen, die
extrazellularen und die oberflachengebundenen Phosphatasen. Als extrazdluldre Phos
phatasen werden dabe gemeinhin jene Enzyme bezeichnet, die von den produzierenden
Zdlen an en auleres Medium abgegeben werden. Unter oberflachengebundenen Phos-
phatasen hingegen werden verschiedene Unterfraktionen subsummiert:

1. Die membrangebundenen Phosphatasen (lokalisert an der Plasmamembran von Zdlen).
2. Dielddichen, an die Zdlwand gebundenen Phosphatasen.
3. Dieunlddichen, an die Zdlwand gebundenen Phosphatasen.

Unterschiedliche Autoren verwenden dabe  verschiedene Behandlungsmethoden, um
zwischen |6dichen und unlédichen Phosphatasen zu unterscheiden (NaCl, Ultraschdlbehand-
lung, Enzymbehandlung, s. Straker & Mitchell 1986 und McElhinney & Mitchell 1993).

Durch die Beobachtung, dass die Aktivitdéeen von Phosphomonoesterasen unterschiedli-
che pH-Optima aufwiesen und aulerdem in der Lage waren, nicht nur organische P-Verbin
dungen, sondern auch anorganische Pyrophosphatquelen zu erschlief?en, lief¥en bald die Ver-
mutung auf die Exigenz chaakterigtischer, sehr pezidiserter Enzymgruppen zu (Balett &
Lewis 1973). Ebenfdls wichtig war die Entdeckung der adaptiven Fahigkeiten von Mykorrhi-
zen, dch an unterschiedliche Bodenbedingungen awupassen. In diesem  Zusammenhang
wurde die Aktivitdd von Phosphatasen umgekehrt proportiond zum verflgbaren Phosphat-
antel in Boden festgestdlt (Alexander & Hardy 1981), was dlerdings nicht immer bestétigt
wird (Straker & Mitchell 1986, Kap. 5.3.1.1-2). Die Aktivité von Phosphatasen kann neben
dem pH-Wert auch von den Temperaturbedingungen abhangen (Antibus et al. 1986).

2.4.3 Methoden zur Untersuchung der Phosphataseaktivitéat
in Pilzhyphen und Mykorrhizen

Erde Vesuche, enzymaische Aktivitdten von Phosphatasen zu bestimmen, gehen auf die
30er Jahre des 20. Jahrhunderts zurlick (Tibbett et al. 1998). Es wurde hier zundchst noch
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indirekt die Freisstzung von Phosphat aus b-Glycerophosphat bestimmt (Kay 1930, Bodansky
1933). Heute etablierte Methoden zur Untersuchung der Phosphatasesktivitét (PA) in Rilzhy-
phen und Mykorrhizen lassen sch zunéchg enma grob in quditative und gquantitative Me-
thoden untergliedern, die sowohl direkt as auch indirekt Rickschlisse auf die PA zulassen.
Zu den direkten, quditativen Methoden gehdrte bidang die Mikroskopie. Die Aktivitdt akali-
ner Phosphatasen kann hierbae direkt ds dunkle Anfarbung mit Hilfe einfacher Durchlichtmi-
kroskopie schtbar gemacht werden (Anféarbung z.B: mit Fast Blue RR Salt (FB) @-benzoyl-
amino-2,5-dimethoxybenzenediazonium chloride hemi[zinc chloride] salt), Tisserant et al.
1993). Diese Methode ig auch im Zusammenhang mit Vitditdtsmessungen von VA-Mykor-
rhizen vorgexchlagen worden (Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi 1995). Als Alternative zur
lichtmikroskopischen Detektion der PA von Pilzhyphen, aber auch in ganzen VA-Mykorrhi-
zen, wurde unléngst das dkaine Phosphatase-Substrat ELF-97 von van Aale et al. (2001)
vorgeschlagen. Das Prézipitat des enzymeaktivierten Huorophors ELF-97 (s. Kap. 3.3.2) formt
nach diesen Ergebnissen krigdline Agglomeraionen um phosphataseektive Zertren in biolo-
gschem Materid. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wird hier eine direkte, im Vergleich
zu FB-Sdz um vide Ddails verbessate quditative Visudiserung der  phosphatasesktiven
Zentren ermglicht (van Aarle et al. 2001).

Zu den quantitativen Methoden der direkten Bestimmung der PA gehdren bidang vor
dlem colorimetrische Verfaren. Sehr verbreitet fir Messungen der PA in Boden (Tabataba
& Bremner 1969), Pflanzenwurzeln und Mykorrhizen (Woolhouse 1969, Barlett & Lewis
1973) ist das Substrat p-Nitrophenyl-Phosphat  (pNPP, s. Kgp. 3.3.1). Die Reaktion basert
auf ener Hydrolyse von pNPP durch Phosphomonoesterasen in  p-Nitrophenol- Phosphat
(pPNP) + P (Abb. 3.28). Zur Quantifizierung der Aktivitdten von Phosphodiesterasen wird
auch das Substrat bis-pNPP verwendet (Hayano 1987, Antibus et al. 1997).

Ebenfdls zu den quantitativen, direkten Methoden zur PA-Bestimmung gehort der direk-
te Nachwels von hydrolytischen Produkten aus angebotenen organischen, aber auch anorgani-
schen P-hdtigen Subdraten. Die Quantifizierung der  verschiedenen hydrolytischen  Produkte
efolgt hier meig chromatographisch oder Uber colorimetrische Methoden (s. z.B. Barlett &
Lewis 1973).

Eine indirekte Methode, die hydrolytische Spatung und Aufnahme von P aus organ-
schen Verbindungen, wie bespielsveise dem Inogtol-Phosphat, zu verfolgen, basert auf der
Verwendung von RIsotopen, wie 3°P oder *3P. Hierbel kann die RIsotopenaufnahme qualita-
tiv visudiset werden (zB. durch Autoradiographie, Finlay & Read 1986). Durch Szintilla-
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tionsmessungen kénnen aber auch quantitative Abschdizungen der 3%P-Spaltung und P-Auf-
nahme erfolgen (Antibus et al. 1997).

Obwohl durch gd-eektrophoressche Detektion und Quantifizierung von phosphatase-
aktiven lsoenzymen aus biologischem Materid (oder deren subzdluld&ren Fraktionen) zwar
nicht direkt auf die Aktivitd enzener Isoenzyme in ihrer natrlichen Umgebung geschlossen
werden kann, so bildet diese Technik jedoch eine wichtige Ergénzung zu den berets bespro-
cheren Methoden. Sie erlaubt ads enzige enen direkten Nachwels der genetischen Vielfdt
der Isoenzyme, wodurch auf die Adaptationsfahigkeit der Symbiosepartner riickgeschlossen
werden kann. Hierbei wird meist a-Naphtyl-Phosphat zur Anférbung der phosphatasesktiven
Isoenzymen aus Wurzematerid, Pilzhyphen und Mykorrhizen verwendet (Ho & Zak 1979,
Tibbet et al. 1998).

2.4.4 Fluoreszenzbas erte M ethoden

Da dch en Tel diesr Arbat der Entwicklung einer kombiniert quantitativ-morpholo-
gischen Methode zur Bestimmung der PA in Rilzhyphen, Kurzawurzd- und Mykorrhiza- Quer-
schnitten mit Hilfe des durch Enzyme aktivierten Huorophors ELF-97 widmet (Kap. 3.3.2),
0ll in diesem Kapitd kurz auf die wesentlichen Grundlagen von Huoreszenzerscheinungen
eingegangen werden. Die physkdischen Grundiagen der Huoreszenz missen bel der Vdidie-
rung der Methode (Kap. 3.3.2.1) unbedingt berticksichtigt werden.

Ba Huoreszenzerscheinungen wechsan  Elekironen zwischen energetisch héher  gelegenen
und energetisch niedriger gelegenen dektronischen Zusténden. Sie absorbieren und emittieren
dabel Photonen definieter Wellenléngen, deren Strahlungsenergie gerade der Energediffe-
renz zwischen den eektronischen Niveaus entspricht. Elektronemniveauibergange folgen dem
Franck-Condon-Prinzip, bei dem Ubergangswahrscheinlichkeiten aus den radia  tiberlappen-
den Aufenthatswahrschenlichkeiten der Elekironenwe lenfunktionen hergeleitet werden kon
nen (z.B. Lakowicz 1983).

Huoreszenzspektroskopische und -mikroskopische Analysstechniken baderen demnach
auf den grundlegenden Gesetzen der atomaren und molekularen Wechsdwirkungen und deren
Einfluss adf de Aufenthdtswahrschanlichkaten der  Elektronenwelenfunktionen, wodurch
Verdnderungen der Fluoreszenzeigenschaften induziert werden.

Fluoreszenzerscheinungen konnen in datische Prozese (einmdige, dann aber dauerhafte
Verdnderungen der molekularen Fluorophorstruktur) und in dynamische Prozesse eingetellt
werden. Ba den dynamischen Prozessen dominieren Wechsdwirkungen, die nur in dem Zat-
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raum dattfinden, in denen dch en Huorophor in einem angeregten Zustand befindet. Die
mittlere Lebensdauer t eines angeregten eektronischen Molekiilzustandes bis zum Ubergang
in den Grundzustand betragt in fluoreszierenden Molekillen zwischen 10° und 108 s.

Aus der Vidzahl der unterschiedlichen Parameter, welche im Zusammerhang mit fluo-
reszenzbasierten Techniken detektiert werden konnen, haben im Rahmen dieser Arbeit ledig-
lich Verdnderungen der Huoreszenzintenstdt sowie der spektraen Verdanderung des Exata
tions- beziehungswveise des Emissionsspektrums Bedeutung. Diese snd auf datische Verdn
derung der Molekilstruktur des FHuorophors ELF-97 zuriickzufUhren (vergl. Kap. 3.3.2).
Durch die Vednderung der Molekilsruktur werden die Elektronenwdlenfunktionen und
damit die Aufenthdtsvahrscheinlichkeiten verandert. Die  Ubergangswahrscheinlichkeiten
und auch die Ubergangsenergien werden dadurch auf charakteristische Weise beginflusst.

Sak fluoreszierende Moleklle zeichnen sch generdl durch deokdiserte Elektronen
konjugierter Doppelbindungen aus (Lakowicz 1983). Die Fahigket zur Huoreszenz wird
durch den Parameter Quantenausbeute Q definiet (Q = ne / Na, Ne: Anzahl der emittierten
Photonen, ny: Anzahl der absorbierten Photonen). Photonenabsorption oder Photonenemission
finden innerhab von 10%° s tait.

2.5 Aufgabenstellung

Uber das Mykobiontenspektrum der Nothofago-Perseetum linguae ist bis heute kaum
etwas bekannt. Von den Uber 600 mdglichen Mykobionten von Nothofagus-Arten snd bislang
lediglich 9 Ektomykorrhiza- Assoziationen morphologisch-anatomisch  charakterisert (s. Kap.
2.3.2). Physologische Zusammenhénge sind noch fast vollsténdig ungeklart.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bewertet zundchst den Artenbestand und beschreibt die
Charakteristiken spezifischer und unspezfischer  Ektomykorrhizepilze von Nothofagus-Arten,
die in dral Untersuchungsgebieten (eines mit Nothofago-Perseetum linguae, enes mit Mono-
kulturen von Pinus radiata und enes mit Eucalyptus globulus) zwischen Februar und Juni
1998 gefunden wurden. Im Zusammenhang damit werden die spezifischen Bodenbedingun-
gen der Untersuchungsgebiete andyset und Besonderheten in Bezug auf das reduzierte
Phosphatangebot der Boden aus rezenten Aschen vulkanischen Ursprungs herausgearbeitet (s.
Kap. 2.3.4).

Um waeitefihrende physiologische Untersuchungen mit  ausgewdahlten  Mykobionten
sowie mykorrhizieten und unmykorrhizierten Samlingen von N. obliqua durchfihren zu kon

nen, missen diee Syseme zunéchst unter Laborbedingungen ds derile Isolate gewonnen
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und routinemdldg gezichtet werden. Den Versuchen und Methoden hierzu i ein weiterer

Themenkreisin dieser Arbeit gewidmet.

Ein weterer Schwerpunkt diessr Arbeit konzentriet dch auf physiologische Unter-
suchungen. Diese nehmen direkten Bezug auf das festgestdlte reduzierte Phosphatangebot
der untersuchten Boden (s. Kap. 4.7.3). Ba Mykorrhizen sind unterschiedliche Strategien zur
Steigerung der  Phosphatversorgung ihrer Wirtspflanzen bekannt. Von besonderer Relevanz
and in diesem Zusammenhang die Aktivitdten extrazelul&rer und an die Oberflichen von
Rilzhyphen gebundene Phosphatasen (Phosphat spaltende Enzyme, s. Kap. 2.4.2). Im Rahmen
dieser Arbeit werden die Aktivitdten der Phosphatasen unter verschiedenen Randbedingungen
untersucht. Besondere Aufmerksamkeit wird einem entwickdten fluoreszenzmikroskopischen
Ansaiz zur Quantifizierung der oberflachengebundenen Phosphatasesktivitée an  Rlzhyphen
sowie an mykorrhizieten und unmykorrhizierten Kurzwurzeln von N. obliqua mit Hilfe des
Fluorophors ELF-97 gewidmet (s. Kap. 3.3.2). Mit dieser Methode i mdglich, kombiniert
quantitativ-qualitative Einblicke der Organisation der Phosphatasen unter verschiedenen Be-
dingungen zu verfolgen. Die Vdidierung diessr Methode und die mit ihr gewonnenen Ergeb-
nisse werden im Kontext bidang gewonnener Erkenntnisse zu Struktur und Funktion ober-
flachengebundener Phosphatasen eingehend diskutiert (Kap. 5.3.2).

Abschlief?end werden die neu gewonnenen Erkenntnisse bezliglich méglicher Strategien
ene efolgreichen Wiederaufforsung und nachhdtiger Forstwirtschaft von Nothofago-Per-
seetum linguae eingeordnet (Kap. 5.4).



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Symbiosepartner

3.1.1 DieKultivierung von N. obliqua

Als Versuchgpflanze diente Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. (Angiospermae, Rosopsi-
da, Fagdes, Nothofagacese), Bezeichnung in Europa: ,Sommergrine Antarktische Buche',
»<cheinbuche® oder ,, Siidbuche’“. Bezeichnung in Chile: ,,Roble’. Das Saatgut von N. obliqua
(Fa. Foresta Niebla und Ing. Agr. Ivan Basso) sammt aus dem Jahr 1998. Die Lagerung er-
folgte in Stoffbeuteln, trocken, im Dunkeln, be 4°C.

Kultivierungen von N. obliqua unter Frellandbedingungen sind bereits erfolgreich durch
gefuhrt worden (Donoso et al. 1999). Unter gterilen Bedingungen in Sand oder Perlit wurden
im Rahmen dieser Arbeit finf Behandungsmethoden zur Unterbrechung der Samerruhe im
Zusammenhang mit drei Vefahren zur Seriliserung der Samenoberfléche auf ihren Erfolg
hin getestet (Tab. 3.1).

- Es efolgte zunéchst eine Prasdektion der Samen nach Gewicht, Grofe und Insektenper-
forationen.

- Die ausgewdhiten Samen wurden danach den Behandiungsmethoden A-E unterzogen
(Tab.3.1) oder nicht behandelt (Kontrolle). Nach der Samenquellung erfolgte eine weitere
Selektion der keimfahigen Samen (nichtschwimmend, ca. 95 %) nach Donoso (1975).

Behandlung der Samen vor der Aussaat zur Unter brechung der Samerruhe
Versuch Qudlung in Qudlung in Stretifikationin
0,2 % Gibberdinsiure bidedtilliertem Wasser autoklaviertem,
(Raumtemperatur) (Raumtemperatur) angefeuchtetem Sand
40
A 2Teage 7 Tege
B 7 Tege
C 7 Tege
D 2 Tage
E 2Tage 60 Tage

Tab. 3.1: Funf Versuche (A - E) zur Unterbrechung der Samenruhe von N. obliqua.
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- Fir jede der Behandlungsmethoden sowie fir die Kontrolle wurden drei Verfahren zur
Steriliserung der Samenoberflache getestet:

a) Inkubation in 30 % Wassarstoffperoxid (3 min).

b) Inkubationin 0,1 % NaCl (10 min).

¢) Inkubation in 100 % Ethanol (1 min) und anschliel¥ende Behandlung mit 5 % Penici-
lin- Streptomicin (60 min).

Danach wurden die Samen mit gerilisertem AQgides SOrgfétig gewaschen.

- Fir jede Behandlung wurden 100 Samen in enem Lehm-Ton-Gemisch ausgesdt (su.).
Die Kemungsrate wurde in Prozent der eingesetzten Samen nach 30 Tagen ermittelt.

- Die Versuche zur Unterbrechung der Samenruhe sowie der Steriliserung der Samenober-
fléche wurden in drel pardlden Versuchen durchgeftirt.

Die Samen wurden in enem autoklavierten Lenm-Ton-Gemisch (3:1) (50 min bel 120°C)
ausgesdt und die Aussaat mit einer Fungizidigsung (0,15 % Previcur) gewassert. Saatschaen
wurden in ener Klimakammer unter kontrollieten Wachstumsbedingungen untergebracht:
Luftfeuchtigkeit 80 %, Tag- / Nacht-Rhythmus 13 / 11 Stunden, Temperatur fir die Kemung
25°C / 20°C und fur weiteres Wachstum der Sdmlinge 20°C / 15°C. Die Lichtstérke fur die
Keimung betrug 20 klux von 6 bis 19 Uhr und 36,36 klux von 12 bis 14 Uhr. Zum welteren
Wachstum drei Wochen dter Samlinge (sehe auch Abb. 3.1.@ wurde die Lichtstérke auf
15,675 klux eingestellt.

Die Sdmlinge wurden nach Bedaf gewdssat und adle 14 Tage mit einer verdinnten
»Knopschen* Nahrlosung (1:3) gediingt (Ziegler 1998).

3.1.2 Ektomykorrhizapilze: Systematische Klassifizierung
und Zuchtung aus dem Freiland

3.1.2.1 Fruchtkorper- und Ektomykorrhizasammlung im Untersuchungsgebiet

Ektomykorrhizen aus dem Frelland konnen am einfachsten Uber den Fruchtkorper klass-
fiziert werden. Aus diesem Grund wurden Fruchtkorper zusammen mit einem Ausstich
(Schaufel und scharfes Messer) des Waldbodens (20 © 20 cm Hache, 15 cm Tiefe) gesam
melt. Die Fruchtkorper wurden an der Stielbasis abgetrennt und in der Regd noch am Stand-
ort photographiert und makroskopisch beschrieben.

Um ene endeutige Klassfizierung dScherzugdlen, wurden Fruchtkdrper in verschie-

denen Stadien gesammelt.
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3.1.2.2 Konservierung der Fruchtkdorper

Zusdtzlich zu den Beschrebungen der Bestimmungsmerkmae des frischen Maerids
wurden Fruchtkorper fir wetere Untersuchungen durch Trocknung konserviert. Die Trock-
nung der Fruchtkdrper efolgte in eénem Ofen (40°C). Grofere Exemplare wurden zunéchst
sowohl 18ngs as auch quer geschnitten und anschlief3end getrocknet.

3.1.2.3 Systematische Klassifizierung von Ektomykorrhizen-bildenden
Basidiomyceten anhand von Fruchtkérpern

Die sydgematische Klassfiziierung von Ektomykorrhizen-bildenden Basdiomyceten an

hand der Fruchtkorper erfolgte mit Hilfe der Publikationen von Garrido (1988), Horak
(1979a), Moser (1978), Singer (1986), Vdenzuda (1993) und Gamundi & Horak (1993).

= Fir die Gattungen Austropaxillus und Paxillus wurden insbesondere Publikationen von
Snger & Digilio (1952), Vdenzuda et al. (19928) und Bresinsky et al. (1999) beriick-
schtigt.

»  Fir die Gattung Descolea: Singer (1951, 1969), Horak (1971), Vdenzudaet al. (1992a).

»  Fir die Gattung Boletus: Horak (1977).

=  Fir die Gattung Cortinarius: Moser & Horak (1975).

Die chemischen Farbresktionen wurden nach Moser (1978) und Meixner (1975) durchge-
fuhrt. Es efolgten sowohl mikroskopische ds auch makroskopische Untersuchungen von Ba-
sdiogporen, wobel sch die verschiedenen Charakteristiken insbesondere nach Pegler &
Y oung (1971) richteten.

3.1.2.3.1 Makroskopische und chemische Untersuchungen des Frischmaterials
An frischem Materid wurden sowohl makroskopische Beschreibungen, chemische Farb-
reaktionen as auch Sporenabdriicke durchgefihrt.

= Makroskopische Merkmale: Hut, Lamellen, Stid, Heisch und dlgemeine Kennzeichen.

= Makrochemische Farbreaktionen: Die einfachste Farbresktion efolgte mit Sauergtoff
(Luft) durch Oxidationsprodukte. HierfUr ist erforderlich, den Fruchtkérper zu zerschne-
den oder zu zerbrechen. Alle anderen Farbreaktionen erfolgen durch Zugabe von Reagen
zien an Huthaut, an frischen Schnittfléchen oder Stiel oberfléchen:

- Vewendete Laugen: Kaiumhydroxid (KOH) 30-40 %, fir Boletaceae nur 10 %.
Ammoniakl 6sung (NHsOH) 25 %.
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- Vewendete Sduren: Salzsdure (HCI) ca. 36-38 %, Schwefelsdure (H.SO4) 60-70 %.
Sal petersdure (HNOg) ca. 65 %.

Sporenabdrucke: Um die Sporenabdriicke zu erhdten, wurde zundchst der Stid quer an

der Bass des Hutes abgeschnitten und anschlief?end der Hut mit der Lamellentrama nach

unten auf well3es Pepier geegt. Die Farbe des Sporenpulvers wurden mit Hilfe von Farb-

tabellen (Moser 1978) identifiziert.

3.1.2.3.2 Mikroskopische Untersuchungen des konservierten Materials

Das konsarvierte Material (Trocknung, s. Kap. 3.1.2.2) wurde mikroskopisch und che-

misch untersucht.

Mikroskopische Merkmale: Zunéchst erfolgte ene Rehydratation der Rlzstiicke in L4-
oder auch Clemencon's Lésung (0,72 g KOH, 0,76 NaCl, 16 ml Glycerin, 0,5 ml Invadin
IFC (Ciba-Gegy), 84 ml Adggidest). Anschlie?end wurden mikroskopische Merkmde in
den Sporen, den Basdien, den Zydtidien, der Hutdeckschicht und in der Lamdlentrama
begtimmt.

Chemische Farbreaktionen: (Aufgeftihrt lediglich fir die in diessr Arbet weter kulti-
vierten Gattungen: Austropaxillus, Paxillus, Descolea, Boletus und Xerocomus)

Reagenzien:
- Baumwallblau (Anilinblau): 0,05 g Baumwollblau in 30 g Milchsiure gelogt, vor

Gebrauch 24 Stunden stehen lassen, dann filtrieren.

- Kaliumhydroxid (KOH): 2-3 %.

- L4C: L4-Losung mit Zusatz von 1 % Chlorazolschwarz (nach einem Tag filtrieren).

-  Meézer's Reagenz: 05 g Jod, 1,5 g Kdiumjodid, 20 ml Wasser, 20 ml Chloralhy-
drat. Das Chloralhydrat am besten erst vor dem Gebrauch zusetzen.

Anwendungen:

- Sporenwande

1) Amyloid: Farbung mit Mezer's Reagenz, vor Gebrauch am Objekitréger einen
Tropfen Reagenz und einen Tropfen Chlorahydratldsung mischen, nach enigen
Minuten Einwirkung absaugen und enen Tropfen konzentriete Sdzsaure
Zusetzen. Farbung graublau bis schwarzviolett.

2) Dextrinoid: Behandlung wie Punkt 1. Farbung braun bisweinrot.
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3) Cyanophil: Sporen in Baumwoallblaulésung enige Stunden bis Tage einwirken

lassen.
- Ornamentation der Sporen: Behandliung mit BaumwollblaulGsung.

- Hyphen, Basidienr und Zygidienfarbungen: L4C zur Kontrastfarbung, KOH,
Méezer's Reagenz, Baumwollblaulsung.

3.1.2.4 Charakterisierung und Identifizierung der im
Freiland gesammelten Ektomykorrhizen

In den folgenden Unterkapiteln werden die wichtiggen Merkmae zur Charakteriserung
und Identifizierung von Ektomykorrhizen aufgefihrt. Eingehende Beschreibungen von Me-
thoden zur Probenprdparation sowie zur makroskopischen und mikroskopischen Untersu-
chung von Ektomykorrhizen finden dch in Agerer (1986, 1987-1998, 1991, 1995) und Agerer
& Rambold (1996).

3.1.2.4.1 Behandlung der Waldproben

Ausgestochene Waldbodenstiicke (Kap. 3.1.2.1) wurden vollstdndig im Wasser unterge-
taucht, bis de geséttigt waren. Danach erfolgte das Waschen und die Lokdiserung der Ekto-
mykorrhizen. Zur Lokdisierung der Ektomykorrhizen wurde Feinwerkzeug benutzt.

Eindautige Klassfizierungen von Ektomykorrhizen konnen nur fir  solche  Fale
vorgenommen werden, in denen Rhizomorphe oder Hyphen direkt mit dem Stid enes
Fruchtkorpers verbunden sind. Um Bodenpartikel vorsichtig zu 16sen und intekte Anschllisse
zwischen Stidbass und Ektomykorrhizen aufdecken zu konnen, waen daher die
Waldbodenstiicke wahrend des Waschens immer mit Wasser bedeckt.

3.1.2.4.2 Morphologische Untersuchungen der Ektomykorrhizen

Die morphologische Charakteriserung von frischen Ektomykorrhizen und Habitusfoto-
graphien efolgten in entgastem Wasser mit Hilfe eines Binokulars vor schwarzem Hinter-
grund (Binokular: Stemi SV 11 Apot, ZEISS, Jena; Kameras MC80, ZEISS, Jena; Lampen in
Tagedichtquditét: Katlichtlampe KL 1500, Schott, Wiesbaden).

Die wichtiggen morphologischen Merkmde zur Charakteriserung von Ektomykorrhizen
and:
= Form, Grofe und Farbe (hier werden Fotos der Proben mit Fotos aus Verdffentlichungen
verglichen, z.B. Agerer (1997-1998) ).

= Strukturelle Eigenschaften der Oberflache (Vergroferung bei 25-50 x).
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= Strukturelle Eigenschaften der Rhizomorphen und der abziehenden Hyphen.

3.1.2.4.3 Anatomische Untersuchungen des Hyphenmantels
und der abziehenden Elemente

Die Mantdprgparationen efolgten unter Verwendung enes Binokulars (25-50 x, Kap.
31.2.35). Die Hyphenmanteloberflachen wurden von frischen Mykorrhizaspitzen in einem
Wassertbad mit Hilfe von Feinpinzetten und Skapdlen von dem Rindengewebe der Wurze
getrennt. Die s0 entfernten Préparate der Hyphenmanteloberfléche wurden danach in Milch
saure (90 %) auf einen Objekttrager Ubertragen und mit einem Normarski- Interferenz-K on-
trast Mikroskop untersucht.

= Hyphenmantd: Die wichtiggden Merkmde der anatomischen Charakteriserung unter-
schiedlicher Manteltypen snd die strukturdlen Eigenscheften der  Hyphenmanteloberfla:
che sowie die drukturdlen Eigenschaften von Zdlschichten in verschiedenen Ebenen des
Hyphenmantels.

= Abziehende Elemente: Rhizomorphe, abziehende Hyphen und Zydidien bilden die ab-
ziehenden Elemente von Ektomykorrhizen.

- Rhizomorphe lassen dch in verschiedene Unterklassen entellen. Die  wichtiggten
Merkmde der Klassen snd: Die Exigenz von Haupt- und Nebenhyphen, der Grad
der Verflechtung, der Typ der Anastomosen, der Septen und der Schnallen.

- Die wichtiggen Merkmae &bziehender Hyphen snd ihre Farbe, die Rauhet der
Oberflache, Krigdlbildung, der Typ der Anastomosen, der Septen und der Schnalen
und die Exigenz intrahyphaer Hyphen.

- Zydidien lassen dch, wenn vorhanden, recht eindeutig anhand ihrer Morphologie
klassfizieren (vergl. Abb. 4.13).

3.1.2.44 Chemische Untersuchungen

Reagenzien: Melzer's Reagenz (Kap. 3.1.2.3.2), Sulfovanillin (8 ml konz. Schwefelsiure zu
3 ml Wasser gief?en und darin 1 g reines Vanillin 16sen), Kaliumhydroxid (15 %), Guajacol
(1 g Guaiak-Harz in 6 ml Athanol), Eisensulfat (1 g Krigtale in 10 ml H,O lésen, dazu einige
Tropfen konz. H,SO,4), Milchséure (85 %), Brillantkresylblau (wassige, gesdttigte Losung),
Toluidinblau (1 %ige wéassige Losung), Formol (35-40 %), Baumwoallblau (Kap. 3.1.2.
3.2), Athanol (70 %) und K ongor ot (wassrige Losung des Farbstoffes).

Die Anfabungen von Mantdsegmenten und abziehenden Elementen efolgten direkt auf
Objekttrégern unter Verwendung von Lichtmikroskopie (400 x, Tagedichtquditét). Die Un-
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tersuchungen ganzer Ektomykorrhizen wurde mit Hilfe von Binokularen durchgefihrt. Die
verwendeten Reagenzien richteten sich weitgehend nach Agerer (1986, 1991).

3.1.2.45 Langsschnitte der mykorrhizierten und unmykorrhizierten
Kurzwurzeln von N. obliqua

Zur Untersuchung der Langschnitte der mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurz
wurzeln wurde ein bereits etabliertes Einbettungsverfahren verwendet (Spurr 1969, Kap. 8.1.
1). Nach der Einbettung wurden Langsschnitte (5 pm) mit Hilfe eines Mikrotoms (LKB-2128,
LKB, Schweden) erzeugt. Die Schnitte wurden auf Objekttréger Ubertragen, mit ca. 20 pl To-
luidinblau (0,05 % in 0,1 M Phosphatpuffer, pH = 4,5, O'Brien et al. 1964) versetzt und -
nige Sekunden auf ener Heizplatte getrocknet. Die Untersuchungen efolgten mit korven
tioneller Lichtmikraskopie und Photoausriistung.

Zur Charakteriserung von Ektomykorrhizen haben Langsschnitte gegentiber Querschnit-
ten verschiedene Vortelle Se enthdten von der sch ausbildenden, jungen Mykorrhizaspitze
bis hin zur fertigen Mykorrhizabass dle wichtigegn Merkmae. Des Weiteren kann die Aushil-
dung des Hartigschen Netzes zuverldssg bestimmt werden, da Zdlschichten im Querschnitt
mehrschichtig erscheinen konnen.

Die wichtiggen Merkmde der anatomischen Charakteriserung von Langsschnitten der
Ektomykorrhizen snd die Schichtdicke und die Organisation des Hyphenmantels, die Anzahl
der Zelschichten des Hartigschen Netzes sowie die Form und die Grof3e der Rindzellen.

3.1.2.4.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Morphologisch-anatomische  Untersuchungen zur Charakteriserung des  Hyphenmantels,
der Zydidien, der abziehenden Hyphen sowie der Rhizomorphen wurden mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie durchgeftihrt (Leo 420, Leo (LelkalZEISS), England, zur Pr8pa-
ration der Proben s. Kap. 8.1.2).

Ein entscheidender Vortell der Ragterdektronenmikroskopie it die genaue Information
Uber die Form der Zydidien sowie der Identifizierung von sich ausbildenden Krigtalstruktu-
ren auf den Rilzhyphen.

3.1.25 Isolierung und Kultivierung von Ektomykorrhizapilzen
aus Fruchtkdrpern

Der Vortel der Isolierung aus Vegetaionskorpern besteht im Gegensaiz zur Kultivierung
aus Sklerotien, Mykorrhizen oder auch Myzdium darin, dass die Artbestimmung der Pilze
unter Verwendung von Fruchtkorpern bedeutend einfacher und vor alem sicher ig.
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Um Rilze in Kultur zu UberfUhren, wurden zundchst die gesammdten und identifizierten
Fruchtkdrper mit trockenen Pinsen geranigt. Der Rlzhut wurde anschlief3end unter derilen
Bedingungen aufgerissen und innere Gewebestiicke aus der Fruchtkdrpertrama (nahe am
Hymenium) auf N&hrmedium Uberfihrt. Die Kultivierung erfolgte bei 25°C in Dunkehelt.

Folgende Nahrmedien wurden zur Kultivierung von Ektomykorrhizapilzen verwendet:

» ModifiziertesMeélin-Norkrans (MMN) -Nahrmedium: Nach Molina & Pamer (1982),
(Kap. 8.2).

» Erde-Nahrmedium: Hierzu wurden Gewebsstlicke zunachst in Petrischden mit derili-
derter Erde (20 g) Uberfihrt. Die Erde sammte aus dem Untersuchungsgebiet. Sie wurde
zunéchst luftgetrocknet, mit Wasser angefeuchtet und autoklaviert (50 min be 120°C).
Danach wurde die Erde mit einer Nahrlosung durchtrankt (1 | Wasser, Glucose: 20 g,
Ammoniumtartrat: 3 g, KH,PO4: 0.1 g, Thiamin: 50 pg/, Biotin: 1 pg/l, pH = 5) und er-
neut autoklaviert (20 min bel 120°C) (Reissbrodt & Friedler 1997).

=  Wurzedhomogenat-Nahrmedium: An Stdle von Erde aus dem Untersuchungsgebiet
wurde zum Tell ebenfdls Wurzdhomogenat (20 g) verwendet. Dazu wurden Wurzeln von
N. obliqua zunéchst luftgetrocknet, in eénem MOrser homogenisert, angefeuchtet, autokla-
viet (40 min be 120°C) und wie oben beschrieben mit Nahrlésung durchtrankt (Reiss-
brodt & Friedler 1997).

Als Standard-Nahrmedium diente MMN-N&hrmedium. Die Vewendung von Erde-Nahr-
medium oder Wurzehomogenat-Nahrmedium erfolgte lediglich wéhrend der ersten Etgppe
des Wachstums.

Nachdem dch en deutliches Wachsum in den Kulturen zeigte, wurden diese anschlie-
[2end in MMN-Na&hrmedium tberfhrt und dort weiter kultiviert.

Die Uberimpfung der Pilzkulturen in Petrischden oder in 50 ml Kolbchen mit festem
oder flissgem MMN-N&rmedium geschah unter derilen Bedingungen mit Hilfe enes Kork-
bohrers (€ = 7 mm, dle 4 bis 6 Wochen). Es wurde immer junges Myzdium zur Uberimp-

fung gewahit.

3.1.2.6  Ausnahme: Isolierung von Cenococcum geophilum Fr.
aus Ektomykorrhizen

Die sysematische Selung von C. geophilum konnte lange Zeit nicht eindeutig geklart
werden, da bis heute kein sexudles Stadium gefunden wurde. C. geophilum wurde einerseits
der kunstlichen Gruppe der Fungi imperfecti zugeordnet (bzw. Deuteromyceten, Ingleby et al.
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1990). Anderersats efolgte ene Zuordnung zu den Elaphomycetacese aufgrund von typi-
schen Charakteristiken der Ascomyceten Septenporen, der Manteloberfléche, der Hyphen so-
wie der Peridenschicht der Elgphomyces (Trappe 1971, Agerer 1995). Phylogenetische Ana-
lysen der Nukleotidsequenzen der ,nuclear small subunit® (ISS, LoBuglio et al. 1996) und
der ,internal transcribed spacers’ (ITSL und ITS2, Shinohara et al. 1999) der ribosomaen
RNA-Region lassen C. geophilum as e gensténdige taxonomische Entitét erscheinen.

An Stele des Fruchtkorpers missen daher Mykorrhizen, Sklerotien oder Myzdium von
C. geophilum zur PRilzisolierung verwendet werden. In diesr Arbeit erfolgte die Isolierung

mit Hilfe der Mykorrhizen von C. geophilum - N. obliqua.

Vor dea PRilzisolierung von C. geophilum wurden systematische Studien der mit diesem
Rlz gebildeten Ektomykorrhizen durchgefiihrt (u.a nach Hatch 1934, Lihnel 1942, Chilvers
1968, Trappe 1971, Gronbach 1988, Uhl 1988, Berg 1989, Ingleby et al. 1990, Flores et al.
1997). Diee efolgte nach ener modifizieten Prozedur von Garrido (1988), welche auf einer
Reinigung der Mykorrhizasiticke (Lange ca 1 cm) mit autoklaviertem Wasser in énem Ultra
schdlgerét beruht (4°C fir 10 min). Diese Prozedur wurde 1-5 ma wiederholt.

Danach efolgte ene Obeflachedterilisaion der Mykorrhizasticke mit  Hilfe  von
Wassergoffperoxid (30 % fir 30 s) und ein erneutes kurzes Waschen mit autoklaviertem
Wasser. Abschlief?end wurden die Mykorrhizastiicke auf sterile Petrischden mit MMN-Medi-
um Ubertragen und kultiviert (25°C und dunke!).

3.1.3 Inokulation von N. obliqua: Aufbau der Rhizotrone

Drei Monate dte Samlinge (s. Kap. 3.1.1) von N. obliqua wurden zur Inokulatiion mit den
Rlzpartnern in Rhizotrone Uberfihrt. Dazu entfernte man Sdmlinge zundchst aus den Seet-
schalen, um die Wurzdn mit Wasser vordchtig von Lehm-TonPartiken zu befreien. Die
Rhizotrone bestanden aus Plastikpetrischden (£ = 145 mm, Hoéhe = 20 mm), die mit einem
Lehm-Ton:Perlitgemisch (1:3) geflllt waren. Je ene Petrischale wurde in aufrechter Stellung
mit je enem Samling versehen (Abb. 3.1.b).

Die Durchtrittstelle fir die Baumchen bildete eine geschmolzene Aussparung durch die
Schmalsaiten von Deckdl und Boden der Petrischale. Eine Lage Aktivkohlepapier (Schieicher
& Schudl) trennte die Wurzeln und das Substrat (Abb.3.1c), um das Wurzelsystem und deren
Mykorrhizierung gut beobachten zu kénnen (Abb.3.1d) und um die Emte der mykorrhizierten
Kurzwurzeln fir die Experimente zu vereinfachen
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Abb. 31 Samlingsentwicklung
und Kultivierung von N. obli-
qua. [a]: Sdmlinge. [b]: Rhizo-
trone. [c]: Mykorrhizabildung
von N. obliqua / P. involutus im
Rhizotron. [d]: Detail ausc.

Nach ener Woche Anpassungszet fur die Kemlinge in den Rhizotronen efolgte die
Inokuaion von N. obliqua mit den Rlzpatnen. Die Beimpfungen der Wurzdn mit den
Symbiosepartnern  erfolgte mit  Pilzinokulaten, jeweils eine Woche nach ihren Uberimpfun-
gen. Sechs PRilzinokulate pro Rhizotron wurden in der Néhe junger Kurzwurzen angeegt
(Abb. 3.1c).

Als Symbiosepartner wurden die von mir isolierten Filze aus dem Untersuchungsgebiet
und die im Labor berets etablierte Kultur von Pisolithus tinctorius (Pers) Coker & Couch
(Basdiomycetes, Sclerodermatales) verwendet, deren urspringliches Isolat von 1. Kottke,
Univergté Tubingen, ssammt (s. Kap. 4.4-6).
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3.2 Bodenuntersuchungen

3.2.1 Bodenanalysen im Untersuchungsgebiet Quita Calzén

Die Durchfiihrung der Bodenandysen im Untersuchungsgebiet von Quita Cazdn geschah
in folgenden Gebieten: Naturwad mit N. obliqua, Forst mit P. radiata, Forst mit E. globulus,
Weide. Se seizte sch zusammen aus der Beschreibung des Bodenprofils und aus Untersu
chungen der chemischen und physikalischen Bodenparameter.

Fur die Probenentnahme in dlen Untersuchungsgebieten erfolgte eine Auswahl von vier
représentativen Flachen von 10 © 10 m. Innerhab jedes Quadrates erfolgte die Entnahme von
seben Bodenproben mit Hilfe eines Spatens (15 ~ 15 cm FHéche, 15 cm Tiefe). Fur Mischbo-
denproben wurden luftgetrocknete Einzelproben vereinigt und durchgesebt (Porengrofe 2
mm). Fir einige bodenphyskaische Messungen efolgten Entnahmen von seben Proben fir
jeden Bodenhorizont mittels eines Stechzylinders (100 cn® Stechringe, Edelstah).

3.2.1.1 Bodenprofil

Die Bodenprofile wurden zur Darstellung der Bodenhorizonte und ihrer Eigenarten be-
schrieben, gezeichnet und fotografiert. Die Beschreibung des Profils folgte den Kriterien von
Schiatter et al. (1981), Steubing et al. (2000) und Schachtschabel et al. (1998).

Haupthorizonte sowie organische und minedische Ausgangssubstanzen werden durch
Grofdbuchstaben bezeichnet. Zugefiigte Klenbuchstaben (Merkmassymbole) dienen dazu,
wichtige Horizontmerkma e zu beschreiben.

Die Bodenfarbe wurde mit Hilfe von Farbtafeln gekennzeichnet (Munsdl 1954). Die
Begtimmung der Makrogefligeform erfolgte nach Schlichting et al. (1995).

3.2.1.2 Physikalische Bodenparameter
Gemesene physkaische Eigenschaften des Bodens waren die Feldwasserkepazitét, die
Kdrnung, die Dichte, die Lagerungsdichte und das Porenvolumen:

» Feldwasserkapazitat: Bodenproben werden 1-2 Tage nach ener Regenperiode in ener
Tiefe von 0-15 cm mit einem Stechzylinder (100 cnt’) entnommen. Die Proben werden
zunéchst gewogen, im Anschlul® getrocknet (105°C) und erneut gewogen. Die Gewichts
differenz entgpricht dem Gewicht des eingdageten Wassars. Die Feldwasserkapazitét
wird nun as Gewichtsprozent bezogen auf das Gewicht der trockenen Bodermasse
angegeben (Steubing et al. 2000).
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Kérnung: Kombiniertes Sieb- und Sedimentationsverfahren. Mechanische Auftrennung
Uber Nal3sebung fur den Korngréfenbereich (> 63 um) und Sedimentation mittels Pipet-
tenanalyse fur den Korngrof3enbereich (< 63 um). Vorbehandlung der Bodenproben mit
H.O2 (Humuszerstérung) und HCl (Carbonazerstérung). Dispergierung mit NayP,O7 (Na
Pyrophosphat). Die Bestandteile des Bodens werden in Sand (2,00-0,063 mm), Schluff
(0,063-0,002 mm) und Ton (< 0,002 mm) fraktioniert. Die Angaben efolgen in %
(Schaller 1993, Fdlix-Henningsen & Broll 1992).

Dichte / Substanzdichte: Die Substanzdichte [g/cnt] entspricht dem Quotienten aus Sub-
sanzmase [g] und dem Substanzvolumen [cnT]. Als Substanzmasse wird die Boderpro-
be (Lutro Feinboden) eingesetzt. Die Messung des Substanzvolumens erfolgt mit einer gut
benetzenden Hissgkeit (Pyknometer und Xylol nach Schdler 1993, Schlichting et al.
1995).

Lagerungsdichte: Die Lagerungsdichte [g/ent] entspricht dem Quotienten aus Proben
mase [g] und dem Probenvolumen [cnT]. Proben werden mit einem Stechzylinder (100
cnt) entnommen. Die Proben werden getrocknet (105°C) und gewogen (Schlichting et al.
1995).

Porenvolumen: Das Porenvolumen ergibt sch aus der Differenz von Gesamtvolumen
und Substanzvolumen und wird in % des Gesamtvolumens ausgedriickt (Pyknometer und
Xylol nach Schdler 1993, Schlichting et al. 1995).

3.2.1.3 Chemische Bodenparameter

Folgende chemischen Bodenandysen wurden im Labor der Fakulté for Ford-

wissenschaften an der ,, Universided Austra de Chile* (Vadivia) durchgefihrt:

Bodenpar ameter M ethode Verfahren

Boden : Wasser, (1:2)
Boden : KCI (1N), (1:2)

pH Elektrometrie

Nach Walkey-Black: Oxidation mit

Spektral- Kdiumdichromat- Schwefel saure.
(Gesamt) photometrie (Nelson & Sommers 1982)
N Nach Kjeldahl: Aufschiuss mit Sdlizyl-

Spektral- Schwefelsdure.
(Gesamt) photometrie (Steubing et al. 2000)
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= Nach Olsen: Extraktion mit Natrium-
) Spektral- bicarbonat (NaHCOs), 0,5 M, pH 8,5.
(Verfugoar) photometrie (Steubing et al. 2000, Olsen & Sommers
1982, Sadzawka 1990)
: Extraktion mit Ammoniumecetat
Na, K, Ca, Atomabsorptions- N
Spektromarie (N H4C2H302), AN, pH 4,8, 2 h schitteln.
Mg, Al (Steubing et al. 2000, Thomas 1982)
Extraktion mit Ammoniumacetat (1IN) —
Fe Mn, Cu, Zn Atomabsorptions- DTPA (C14H23N3010).
Spektrometrie pH 4,8 und 2 h schitteln.
(Grez et al. 1990, Martens & Lindsay 1990)
Extraktion mit Kaziumphosphat.
S-Sulfat Turbidimetrie (Steubing et al. 2000, Wada et al. 1994,
Wall et al. 1980)
Al Spektral- Extraktion mit KCI, 1 M.
photometrie (Steubing et al. 2000)
Extraktion mit CaCl, (0,5%) im kochenden
B Spektral- Wasser, 5min.
photometrie (Bingham 1982, Mahler et al.1984,
Sadzawka 1990)

Tab. 3.2: Bodenparameter, Methoden und Verfahren der chemischen Bodenanalyse.

3.2.2 Adsorptionskapazitét von Allophan

Um die Adsorptionskgpazitdée von Allophan fir Phosphat be  unterschiedlichen pH-
Werten zu bestimmen, wurde ein colorimetrischer Phosphattest von Merck (1.14848.0001)
verwendet. Durch die Bindung von Orthophosphat-lonen an Molybdat-lonen bildet dieser
Phosphormolybdanblau, welches bei einer Wellenlange von 700 nm verstérkt absorbiert.

= Allophan (X00011-3, Krantz, Bonn) wurde zunéchst gesiebt (Porengrofe 315 pm) und
gemarsert (1400 Umdrehungen fur 7 sin einer RS1- Steinmiihle von Retsch).
= Das vorbehandelte Allophan wurde fir 48 h in AQees bel definierten pH-Werten (mit HC

und KOH auf pH = 3, 4, 5, 6 und 7 eingestdlt) gelagert. Der pH-Wert wurde wahrend
diessr Zet immer wieder nachjudiert, bis keine groleren Verénderungen mehr gemessen
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werden konnten. Im Anschlul3 wurde die Losung zentrifugiert (5 min bel 2000 g, Eppen
dorff 5415C) und das Allophan getrocknet (60°C fur 3 h).

= Zur Bedimmung der Adsorptionskapazitdt wurden jeweils 0,5 g des Allophans in Erlent
meyerkdlbchen mit 50 ml KH,PO4 (0,250 g / 1) unter sndigem RUhren inkubiert. Die
Phosphatl6sungen waren zuvor mit HCl und KOH auf definierte pH-Werte (pH = 3, 4, 5,
6 und 7) eingestel It worden und der pH-Wert wurde wahrend der Inkubationszeit verfolgt.

= Nach Inkubationszeiten von 10, 30, 60, 120 und 180 min erfolgte dann eine Zentrifugation
(5min bel 2000 g).

» Aus dem Uberstand wurde jeweils 1 ml entnommen und mit dem oben angegebenen colo-
rimetrischen Phosphattest von Merck nach Vorschrift andysert.

3.3 Bestimmung der Phosphataseaktivitéat

Die Aktivitdt extrazelulérer und oberflachengebundener Phosphatasen in - mykorrhizier-
ten und unmykorrhizieten Kurzwurzeln i en wichtiger Faktor fir die Versorgung von
Pflanzen mit Phosphor. Insbesondere in Boden, in welchen der Antell an verfigbarem Pho-
sphor gering ist, kommt den Aktivitéten der Phosphatase eine Schltissdrolle zu (s, Kap. 2.3.
4.2 und Kap. 2.4.2).

Die bidang an wetesten verbretete Methode zur Bestimmung von Aktivitdten von ex-
trazellul&rer und oberflachengebundener Phosphatase in - Mykorrhizepilzen baset auf ener
colorimetrischen Methode (Antibus et al. 1992, Tibbett et al. 1998), welche dch die Um
wandlung von p-Nitrophenyl-Phosphat (pNPP) in p-Nitrophenol-Phosphat (pNP+P) zu Nutze
macht (s. Abb. 3.2). Dieses Messprinzip wird in Kapitel 3.3.1 beschrieben.

Aufgrund gravierender Nachteile diessr bidang etablieten Methode, insbesondere bel
der Quantifizierung des oberflachengebundenen Anteils der Phosphatasesktivitéat in Ektomy-
korrhizapilzen (vergl. Kap. 2.4.3 und Kap. 5.3.2), wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuer
methodischer Ansatz entwickdt. Dieser Ansatz beruht auf ener enzymgekoppeten Aktivie-
rung des Huorophors ELF-97 (Abb. 3.3) und setzt die bildverarbeitende Laser-Scanning-
Mikroskopie zur Lokaiserung und Quantifizierung der phosphatasesktiven Zentren en.

Ein entschedender Vortel diesser Methode ist, dass deren Einsatz Uber die Lokdisierung
und die Quantifizierung von oberfléchengebundenen Phosphatasen in isolierten  Ektomykor-
rhizapilzen hinausgeht und unter anderem die Moglichketen ertffnet, Phosphatasesktivitéten
auch an ganzen Ektomykorrhizen unter in vivo - Bedingungen bestimmen zu kdnnen. Da es
sch um die Entwicklung enes neuen methodischen Ansatzes handdt, zu deren Vdidierung
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eine Rethe von Vorversuchen notwendig waren, wird deren Beschreilbung in Kapited 3.3.2 be-
sondere Aufmerksamkelt gewidmet.

3.3.1 Spektrometrische Bestimmung der extrazelluléren und
oberflachengebundenen Phosphataseaktivitét von
Mykorrhi zapilzen
Die colorimetrische Bestimmung der extrazdlul&ren und oberfléchengebundenen Phos-
phatasesktivitdt von Mykorrhizapilzen mit Hilfe von p-Nitrophenyl-Phosphat (pNPP) basiert
auf ener Hydrolyse von pNPP durch Phosphomonoesterasen in p-Nitrophenol- Phosphat
(PNP) + P (Abb. 3.2.38).

Das Maximum des Absorptionsspektrums des Spatungsproduktes pNP ist im Verhdtnis
zu dem Absorptionsmaximum von pNPP (315 nm) um ewa 90 nm zu hoheren Wedlenléngen
verschoben (s. Abb.3.2.b). Aufgrund dieser deutlichen Verschiebung sowie der ausgespro-
cheren Glte der linearen Regresson fur die Absorption von pNP bei 407 nm (s. Abb. 3.2.c)

p-Nitrophenyl - Phosphomonoester ase p-Nitrophenol-
Phosphat: Phosphat:
oP + H,0 P
a pNPP e pPNP + P
4
{ [pNPPI: [PNP: 1,44 = Mittelwerte #
3457 mM 1.428 mM q 2_‘ Lineare Regression
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211.9 mm SN, oramm | E 0
| “ Sl ,
] 0,81 g
- C ]
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L e_ P -
- 20,4+
] 2 oL
] 029 C
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Abb. 3.2: Colorimetrische Bestimmung der Phosphatasesktivitét mit  p-Nitrophenyl-Phos-
phat (pNPP). [a]: Resktionsprinzip der Hydrolyse von pNPP durch Phosphomonoesterase in
p-Nitrophenol-Phosphat  (pNP) + P. [b]: Absorption von pNPP (durchgezogene Linien:
schwarz: 057 mM, rot: 0,81 mM, grin: 1,14 mM, blau: 1,9 mM, tdrkis 2,85 mM und lila
57 mM) und pNP (gedrichdte Linien: schwarz: 0,714 mM, rot: 1,02 mM und grin: 1,428
mM) in Abhdngigkeit der Wellenldnge. [c]: Lineare Regresson fur die Absorption von pNP
bei 407 nm in Abhdngigkeit der pNP-Konzentration (Quadrate: Mittelwerte, rot: Lineare Re-
gressionsgerade, grun: 95% Grenzen).
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wird ene eindeutige Zuordnung der Substanzkonzentrationen in Losung anhand des Absorp-
tionsgesetzes von Lambert und Beer eméglicht: | = 1o x107(€7¢*9 [Formel 3.1]

.e: Bxtinktionskoeffizient [pug*40 mbem?], s: Schichtdicke (Durchmesser der Quarzkii-
vette = 1 cm), ¢ Konzentration von pNP [pugd0 ml™], |: gemessene Lichtintensitd mit Probe,
| 0: gemessene Lichtintengitét ohne Probe.

Die spektrometrische Bestimmung der Absorption von pNP efolgte, nachdem ene defi-
niete Menge homogenigerten PRlzmyzds (oberfléchengebundener Antell), respektive ene
definiete Menge an flissgem Rilzndrmedium (extrazdlul&rer Antell), zu ener Standard-
konzertration eines pNPP-Substrates hinzugefligt und die Resktion (pNPP ® pNP + P) mit
Hilfe von NaOH zu definierten Zeiten gestoppt wurde (Kap. 84). Als Einhat zur Dargellung
der Ergebnise wurde die Menge an umgesetztem pNP [umol] pro Gewicht der eingesetzten
Probenmenge [g] pro Stunde [h] in 10 ml Reaktionsvolumen berechnet und angegeben (s.
Kap. 4.8.1).

Die Messungen des extrazdluldren sowie des oberfléchengebundenen Anteils der Phos-
phatasesktivitét erfolgte bel unterschiedlichen pH-Werten (3 £ pH £ 7) an isolieten Myko-
bionten von N. obliqua (A. boletinoides, P. involutus, P. tinctorius, D. antartica und C.
geophilum), die unter Variation des Phosphatgehats der Nahrmedien geziichtet wurden (0
100 %, s. Kap. 8. 34 fur Detals). Eine Inkubationsdauer von 14 Tagen in den verschiedenen
Nahrmedien wurde nach Straker & Mitchdl (1986) gewdhlt, die nach einer Anpasaungsphase
von ca 7 Tagen maximae Phosphatasesktivitéten in Pilzisolaten nach 14 Tagen festgestdlt
hatten (s. Kap. 5.3.1.1). Zur Messungen des oberfléchengebundenen Anteils der Phosphata
seektivitét erfolgte vor der Inkubation mit pNPP eine Homogeniserung der geernteten
Filzhyphen (s. Kap. 84). Streng genommen wurde demnach der zytoplasmatische zusammen
mit dem oberflachengebundenen Antell der Phosphatasesktivitét bestimmt. Nach McElhinney
& Mitchell (1993) macht die zytoplasmatische Fraktion der Phosphatasesktivitdt von Ektomy-
korrhizapilzen dlerdings weniger ds 4 % des oberflachengebundenen Antells aus und wird
somit im folgenden vernachl&ssigt.

3.3.2 Fuoreszenzmikroskopische Bestimmung der oberflachen-
gebundenen Phosphataseaktivitét in Ektomykorrhizen
und Ektomykorrhizapilzen mit Hilfe enzymgekoppel ter
Fluoreszenzaktivierung von ELF-97

Das dkaine Phosphatase-Substrat ELF-97 (ELF seht fir Enzyme-Labeled Fluores-
cence, Molecular Probes, Gottingen) besitzt eine Relhe vortelhafter Eigenschaften, welche es
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Abb. 3.3: Enzymgekoppdte Huoreszenzaktivierung des wasserlddichen, dkdinen
Phosphatase- Substrates ELF-97 durch Hydrolyse in einen stark hydrophoben, plana-
ren ELF-97-Alkohol (modifiziert aus Molecular Probes Handbook, 2000).

fir die Bestimmung der Phosphatasesktivitét in Zdlen und Geweben interessant machen (z.B.
Paragas et al. 1997, Huang et al. 1993). Als stark hydrophiles Substirat mit eénem Monophos-
phatrest bestzt ELF-97 ene nur sehr schwache Huoreszenzemisson im blauen Welenan
genbereich (Abb. 3.3).

Unter der Einwirkung von Phosphomonoesterasen wird der Monophosphatrest durch
hydrolytische Resktionen vom Substrat abgespdten. Der resultierende planare ELF-97-Alko-
hol zeichnet sich im Gegensatz zu dem Substrat durch stark hydrophobe Eigenschaften aus.
Auf diese Weie entsteht ein Prézipitat, welches sch durch ene um en Vidfaches erhthte
Quantenausbeute und einen ausgeprégten Stokes-Shift auswelst (das Emissonsmaximum  liegt
im gdb-grinlichen Wdlenléngenbereich zwischen 500 und 600 nm). Insbesondere hervorzu-
heben ist die hohe Photostabilitét des im UV-Bereich anzuregenden Fuorophors (Exatations-
wellenldnge: | yax = 365 nm).

3.3.2.1 Vorversuche zur Validierung der fluoreszenzmikroskopischen
Bestimmungen der Phosphataseaktivitat in Ektomykorrhizen
und Ektomykorrhizapilzen

Da es dch be den fluoreszenzmikroskopischen quantitativen Bestimmungen der Phos
phatasesktivitdt in Ektomykorrhizen und Ektomykorrhizgpilzen um die Entwicklung ener
neuen Methode handdlt, waren zur Vaidierung folgende V oraussetzungen zu Uberprifen:

1. Trennung des Fluoreszenzgpektrums des aktivierten ELF-97 von der Autofluoreszenz der
Ektomykorrhiza und der Ektomykorrhizepilze mit Hilfe von Filtern im Laser-Scanning-
Mikroskop (Kap. 3.3.2.1.2).
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2. Spezfitét von ELF-97 bel der Lokalisierung der Phosphataseaktivitét (Kap. 3.3.2.1.3).
3. Die Sitigungskinetik der enzymatischen Aktivierung von ELF-97 (Kap. 3.3.2.1.4).

4. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Huoreszenzintensitét von ELF-97 sowie die Stabili-
gerung des pH-Wertes wahrend der Fluoreszenzmessungen (Kap. 3.3.2.1.5).

Diexe Punkte werden in den angegebenen Unterkapitdn im Rahmen von Vorversuchen
Uberprift und diskutiert. Zundchst wird in Kapitel 3.3.2.1.1 jedoch der Versuchsaufbau und
die Prgparation der Mykorrhizapilze fur die folgenden Messungen beschrieben.

3.3.2.1.1 Versuchsaufbau und Probenpraparation fur Messungen der ober-
flachengebundenen Phosphataseaktivitat von Mykorrhizapilzen
mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie

Andog zu den spektrometrischen Bestimmungen der Phosphatasesktivitét (Kap. 3.3.1),
wurden jewells 3 pardlde Reinkulturen von A. boletinoides, P. involutus, P. tinctorius, D.
antartica und C. geophilum 14 Tage in MMN-HUssgmedium unter Vaiaion des Phosphat-
angebotes (0 %, 30 %, 60 % und 100 %) kultiviert (Kap. 8.2 und Kap. 8.3).

Zur Messung wurde das gewachsene PFilzmyzd mit einer Pinzette entnommen, mit Puf-
ferldsung gewaschen und junges Pilzmyzd von der Fldche » 1 mm? mit einem Skapdl abge-
trennt. Das abgetrennte Pilzmyzd wurde in 100 pl Eppendorff-Gefd3e Uberfihrt. Danach
wurden 5 pl ener ELF-97-Subdratlésung mit definierten pH-Werten hinzupipettiert (pH = 3,
4,5,6und7,s Kap. 85).

Nach ener definierten Inkubationszeit (s. auch Kap. 3.3.2.1.4) wurde das Pilzmyzd ent-
nommen und auf einem extra angefertigten Objekttréger (Abb. 3.4.89) erneut mit Pufferldsung
gewaschen (in die verwendeten Glasobjekttréger waren vorbereitend jewells ca. 10 Einbuch
tungen mit enem Radius von 152 mm und ener Tiefe von ca 05 mm hineingeschliffen
worden). Nach dem Waschen wurde das Filzmyzd in eine der Einbuchtungen Ubertragen und
en Deckgléschen aufgebracht. Um Verdunstungen zu vermeiden, wurden die Deckglaschen
mit Nagdlack versegdt (s. Skizze in Abb. 3.4.8). Auf diese Welse konnten die Proben Uber
Stunden hinweg beobachtet werden, ohne dass sch die Fluoreszenzintenstéten veranderten
oder sich die Probe aus dem Fokus herausbewegte.

3.3.2.1.2 Trennung der Spektren der Autofluoreszenz
der Proben und der ELF-97-Fluoreszenzen

Abbildung 34a zegt exemplaisch den Srrahlengang und die Fltereingtellungen am
ZEISS-LSM-510 fir eine Messung der ELF-97-Huoreszenzintensitét am Beispid von C. geo-

philum. Fir dle im Rahmen diessr Arbat durchgefiihrten FHuoreszenzmessungen zur Bedim:
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mung der Phosphatasesktivitédt efolgte die Exztation mit einem UV-ArgonlLaser be 364

nm. Es wurden 3-Kanabilder unter folgenden Bedingungen aufgezeichnet und farbskdiert

(vergl. Abb. 3.4.aund Abb. 3.4.b, oben):

- Roter Kanal: Photodetektor (PD) 3, Huoreszenzintenstdt des aktivieten ELF-97-
Prézipitat im Wedlenlangenbereich | =560 - 615 nm.

- Griner Kanal: PD 2, Autofluoreszenz der Proben im Waelenadngerbereich | = 385 -
470 nm.

- Blauer Kanal: Transmisson be ener Anregungswelenldngevon | = 364 nm.

Strahlengang und Photodetektoren am L SM -510

LF 36 Photodetektor 1
@ E BF 385-470
Photodetektor 2

: @ @ BP 5R0-615
Spiegel

MET 430
Farb - -
teiler /.' UV-Argon Laser,l =364 nm - rofile
250 _.\-'
Nagellack
O ——— | . 200 -
Deckagléschen
=] o |
Probe N Obj ekttr dger -
I =1 | 5
.
. Transmission 0
o2 4 B 8 10 1z 14 18
a b Distance [pm)

Abb. 34: Bedtimmung der ELF-97-Huoreszenzintendtd mit Hilfe der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie am Beispid eniger Hyphen von C. geophilum.
[a]: Strahlengang, Probenprdparation und Filtereingtelung im ZEISS-L SM-510.

- Die Exzitation erfolgte mit einem UV-Argon-Laser bel 364 nm.

- Aufgenommen wurden:  Trangmisson (blau), Fuoreszenzintenstd des aktivierten
ELF-97 im Wadlenangenbereich zwischen 560 und 615 nm (rot), Autofluoreszenz im
Wellendngerbereich zwischen 385 und 470 nm (griin).

- Detal der Probenprgparation auf einem angefertigten, mit Nagellack versegeten
Objekttrager (s. Kap. 3.3.2.1.1).

[b]: Oben: Reprasentative 3-Kandaufnahme eniger Hyphen von C. geophilum (Farbskalie-
rung definiert in a, 63 x O Immersons-Objektiv).
Unten: Intendtdten der dre Kande Uber enem Hyphengquerschnitt, entlang des weil3en
Pfeils (b, oben) Uber ein phosphatasesktives Zentrum (Farbskaierung definiert in a).




46 Material und Methoden

In Abbildung 3.4.b oben i ene représentative 3-Kandaufnahme von Hyphen von C.
geophilum zu sehen. Wie gut zu erkennen ig, liegen oberflachengebundene Phosphatasen an
Hyphen von C. geophilum in Form von gut definierten Zentren vor (Sehe auch Detal in Abb.
3.5). Abbildung 34.b unten zeigt die Intenstéten der drel Detektor-Kande (Intensitétswverte
2wischen 0 und 255) Uber einem Hyphenquerschnitt von C. geophilum mit eénem phosphata-
seaktiven Zentrum entlang des well3en Pfels (Lange = 17 um, Abb. 3.4.b oben). Wie zu e-
kennen i, zeigen die Intenstéen der Huoreszenz von ELF-97 und der Autofluoreszenz en
Maximum, wdarend die Tranamissondntendtéd en Minimum Uber dem Hyphenquerschnitt
aufweist. Zur Kontrolle moglicher Huoreszenziberlappungen in den Kandlen wurden Mes-
sungen an Hyphen in Abwesenheit von ELF-97- FHluoreszenzmarkierungen durchgefihrt.

- Der Fluoreszenzkanal des aktivierten ELF-97 (PD 3) zeigte unter diesen Bedingungen

keine Bereiche mit signifikanten I ntensitaten auf.

3.3.2.1.3 Spezifitat des ELF-97-Substrates bei der
Lokalisierung der Phosphataseaktivitat

Aufgrund seiner starken Hydrophilie und seiner Grofie stdlen hydrophobe Lipidmenbra
nen von Zdlen fur das geoste dkdine Phosphatase-Substrat ELF-97 ene kaum zu durch
dringende Barriere dar (Abb. 3.3).

Es muss davon ausgegangen werden, dass sich
das von oberflachengebundenen Phosphatasen ge-
spdtene, nun stark hydrophobe und fluoreszente
ELF-97-Molekil in Zdlwanden, Membranen oder
' in hydrophoben Proteintaschen nahe der Phospha-
tasen enlagert. Van Aarle et al. (2001) haben be-

rets die Eignung des Fluorophors ELF-97 fur die
7um Lokaligerung von oberflachengebundenen Phos-
phatasen in Endomykorrhizen bestétigt. In diesem
Zusammerhang zeigte Fast blue RR salt (FB) iden+
tische Féarbungsmugter in  Endomykorrhizen wie

Abb. 35: Représentatives Detall
der Lokaiderung des fluores
zenten ELF-97-Prazipitates  (rot)

an enem Querschnitt einer Hyphe
von C. geophilum. Oberflachenge-
bundene Phosphatasen liegen an
Hyphen von C. geophilum in
Form von gut definierten Zentren
vor (vergl. Abb. 3.4).

das ELF-97-Prazipitat.

Abbildung 35 zegt im Deal ene typische
Lokdigerung des fluoreszenten ELF-97-Prazipita-
tes (rot) enes phosphataseaktiven Zertrums an

enem Querschnitt einer Hyphe von C. geophilum.
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- Aufgrund von umfangreichen Beobachtungen dieser Art an allen in dieser Arbeit ver-
wendeten Mykorrhizapilzen sowie der beschriebenen Molekiileigenschaften von ELF-
97 (Abb. 3.3) kann generell von gut definierten, phosphataseaktiven Zentren an der
aulleren Seite der Zellwande und der Zellmembran der Hyphen ausgegangen werden
(vergl. Kap. 5.3.2.1).

33214 Sattigungskinetik der enzymatischen Aktivierung von ELF-97

Ein entscheidender Aspekt bel der Verwendung von ELF-97-Subdrat flr quantitative
Huoreszenzmessungen i die Beachtung der Séitigungskinetik der enzymatischen Aktivie-
rung des Molekils Be der Aktivierung von ELF-97 handdt es sch um ene e@nfache enzy-
matische Resktion, welche den von Michadis und Menten formuierten Gleichungen unter-
liegt. Sollen Messungen an verschiedenen Mykorrhizapilzen untereinander vergleichbar sein,
missen demnach die erzymatischen Reaktionen jewells zur gleichen Zet abgebrochen wer-
den. Aulerdem daf zu diesr Zet die Gexchwindigkeit der enzymatischen Reaktion nicht
durch ein zur Neige gehendes Substratangebot beanflusst werden.

Der Andieg der Huoreszezintenstdt muss demnach noch im linearen Bereich der Stti-
gungskinetik  liegen. In
Abbildung 3.6 snd nor-
mierte Fluoreszenzin-
tensitdten von ELF-97
in Abhdngigkeit der In
kubationszeit fir ver-
schiedene  Mykorrhiza-
pilze dargesd|t:

=
N

I 1

Inkubationszeit fir Messungen (15 min)

o
N

o
o

o
o))

—®— P tinctorius
—@— A, boletinoides

m. Fluoreszenzintensitat
o
[o'e}

o
~

D. antartica
—V— C. geophilum

- Es zeigt sich, dass S 0.2 )

z P. involutus
die Bedingung ei- 00‘
nes linearen An- " 0 20 40 60 80 100 120 140
stiegs der ELF-97- Inkubationszeit [min]

Abb. 3.6: Normierte Fluoreszenzintendtéa von ELF-97 in
Abhédngigkeit der Inkubationszeit. Dargestdlt snd Mittel-
tat nach 15 Minu- werte der Fluoreszenzintensitét von ca. 10 phosphatase
aktiven Zentren fur P. tinctorius, A. boletinoides, D. antar-
tica, C. geophilum und P. involutus. Die Fehlerbaken
noch hinreichend definieren  Standardabweichungen.  Messhedingungen  siehe

erfullt ist. Abb. 3.4.

Fluoreszenzintensi -

ten Inkubationszeit
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Eine wetere Vor-
60 aussetzung ist, dass die
~ 50- Pisolithus tinctorius Fluoreszerzintensititen
% | wahrend dieser Irkuba-
C - . .
% 40 tionszeit proportiona
lg 30 zur Menge des umge-
Q . wandelten ELF-97-Sub-
§ 20 strats ansteigen.
(T8
= 10 Abbildung 3.7 zdgt
@ 0- & deher die Entwicklung
0 30 60 90 120 150 180 der Intenstden von
Inkubationszeit [min] ELF-97 in Abhangigkeit
Abb. 3.7: Entwicklung der Fluoreszenzintensitét von ELF- der Inkubationszeit tber
97 in Abhdngigkeit der Inkubationszeit. Dargestellt ist der _ _
zeitliche Verlauf von Fuoreszenzintensitéten ausgewshiter dnen Zyklus von zwel
phosphataseektiver Zentren auf Filzhyphen von P. tincto- aufeinanderfolgenden
rius (-) nach Zugabe von ELF-97-Substrat bei t = 0 min _ _
und t = 80 min. Die Baken definieren Mittelwerte der Inkubdtionen.  Wie  gut
Huoreszenzintensitéten nach 80 min und nach 140 min. 72u ekennen i, errd-
Fehlerbalken definieren  Standardabweichungen.  Messbe- o
dingungen siehe Abb. 3.4. chen die Sdttigungswer-
te nach der zweiten In

kubation mit ELF-97-
Substrat den doppelten Wert der Séttigungswerte nach der ersten Inkubation. Dieses Verhd-
ten bewest ...

- dass einerseits die Fluoreszenzintensitaten wirklich proportional zur Menge des umge-
wandelten ELF-97 Substratsansteigen und ...

- dassandererseits das praz pitierende ELF-97 die Aktivitat der oberflachengebundenen

Phosphatasen unter diesen Bedingungen nicht weiter beeinflusst.

3.3.2.1.5 Kontrolle des pH-Wertes

Da im Rahmen diesr Arbeit die Phosphatasesaktivitéten von Mykorrhizapilzen sowie my-
korrhizieter und unmykorrhizieter Kurzwurzeln unter Variation des pH-Wertes untersucht
wurden, mussten zunéchst zwel Punkte sichergestellt werden:

1. DieHuoreszenzintengté von ELF-97 wird nicht von pH-Werten beainflusst.
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Abb. 3.8: Anordnung zur pH-Wert-Bestimmung in Kleingvolumina (Entwickdt von Ar-
min Giesske, Max Planck Indtitut fir Marine-Mikrobiologie). [a]: Gesamtsystem, beste-
hend aus Beeuchtung, Binokular, Potentiometer und Schreiber. [b]: Detal aus a Mess
elektrode, Haterung und unterteilte Objektirdger zur Aufnahme der Klenstproben. [c]:
Detail aus b: Messelektrode, Referenzelektrode und Probe (ca. 5 ).

2. De pH-Wet im Untersuchungsvolumen daf dch durch die enzymatische Abspatung
des Phosphatrests von EL F-97 nicht bedeutend verandern.

Die ede Bedingung léast dch recht einfach Uberprifen. Nachdem sich gemd3 Ab-
bildungen 3.6 und 3.7 en Stigungsvert der Huoreszenzintensté der phosphatasesktiven
Zentren auf Rlzhyphen von P. tinctorius eingestdlt hatte, wurde der pH-Wert im Probent
volumen mit Hilfe von Puffern definiet verdndet und die Intendtéen der phosphatase-
aktiven Zentren erneut gemessen:

- Eskonnten keine signifikanten Anderungen der Intensititen der phosphataseaktiven
Zentren in Abhangigkeit des pH-Wertes zwischen pH = 3 und pH = 7 festgestellt wer-
den.

Die Uberprifung der zweiten Bedingung eforderte hingegen spezidisierte Messungen.
Wegen der hohen Kosten des FHuorophors ELF-97 und den schwierigen Messbedingungen am
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Mikroskop wurden fir Messungen der Phosphataseaktivitdten dets Klensvolumina (5 pl)
verwendet. In Volumen diessr Grole stellt die Uberwachung des pH-Wertes eine nicht tri-
vide Aufgabe dar. Glicklicherweise wurde gerade im Max-Planck-Inditut fir Marine-Mikro-
bidlogie (Bremen), ene Anordnung zur pH-Wert-Bestimmung in Klensvolumina von Armin
Gieseke entwickelt (Abb. 3.8). Nach einer Inkubation von 15 min konnten keine Anderungen
der pH-Werte detektiert werden, nach zwel Stunden Inkubationszeit lagen die Verénderungen
der pH-Werte 4 bis 7 unter 6 %. Nur bel pH = 3 stieg der pH-Wert nach 2 Stunden um fast
40 % an.

- Nach der fur alle Messungen verwendeten I nkubationszeit von 15 min (vergl. Abb.3.6)
waren keine signifikanten Veranderungen der pH-Werte unter den | nkubationsbedin-

gungen festzustellen.

3.3.2.2 Definition der Messparameter zur Detektion der oberflachen-
gebundenen Phosphataseaktivitat von Pilzhyphen

Nachdem durch die in Kapite 3.3.2.1 beschriebenen Vorversuche die Messbedingungen
fUr quantitative Bestimmungen der Phosphataseaktivitét klar definiet wurden, wird in diesem
Kapite das Konzept der verwendeten Bildverarbeitung vorgestellt. Aul3erdem werden die da-
raus resultierenden Messparameter zur Detektion der oberflachengebundenen Phosphataseak-
tivitét in Rilzhyphen beschrieben.

Nach der Prdparation von Proben fir Messungen am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (Kap. 3.3.2.1.1) wurden von jeder Probe ca. 10 3Kandbilder nach den in Abhil-
dung 3.4 definierten Messbedingungen am ZEISS-LSM-510 (63 x Ol Immersions-Objektiv)
aufgenommen.

Abbildung 39 zeigt das Konzept der interaktiven Segmertierung von Rilzhyphen am
Beigoid von P. tinctorius. Es wurde ein Andyseprogramm verwendet, welches am Indtitut for
experimentdle Physk der Universté Bremen in den letizten Jahren ua fir fluoreszenzmi-
kroskopische Untersuchungen zelluldarer Prozesse entwickedlt worden igt (Cel_Cac 2000,
Hartel 2000). Die Auswertung der oberflachengebundenen Phosphatasesktivitét in Mykorrhi-
zapilzen erfolgte durch folgende Schritte:

1. Zundchst wurde fur jeden der untersuchten Mykorrhizapilze der mittlere Durchmesser (d
[um], N » 20) der Rilzhyphen bestimmt (vergl. Abb. 3.4.b). Diese betrugen fir A. boleti-
noides d = 2,4 um, fur P. involutus d = 3,2 pum, fir P. tinctorius d = 4,4 pum, fur D.
antartica d = 3,2 um und fur C. geophilumd = 4,4 um.

2.  Bilzhyphen wurden wiefolgt segmentiert:
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Abb. 3.9: Interaktive Seg- i
metieeung  von  Bilzhy- o
phen am Bespid von P.
tinctorius. 2000
[a]: Représentative 3-Ka 00
naaufnehme. Die Farbska
lierung und Aufnahmebe-
dingungen folgen Abb. 3.4.

[b]: Kand der Autofluoreszenz der Pilzhyphen (rote Intensitdtsskalierung).

[c]: Segmentierte Pilzhyphen (rote Intensitéisskaierung) und Hintergrund (weil3).

[d]: Higogranm der Intengtésverte aus b. Das untere Maximum der Intenstétsverteilung
be | » 45 definiert den Hintergrund. Die Intendtéswverte oberhab | » 80 definieren die
Filzhyphen.

[e] Binares Bild der sdektierten Intengtétsntervale aus Histogramm d. Schwarz: | < 80,
Hintergrund. Rot: | > 80, Filzhyphen.

aone

- Sdektion des Bildkands mit Intendtéten der PRilzhyphentAutofluoreszenz (Abb. 3.9.a
grin, bzw. Abb. 3.9.b rot).

- Berechnung enes Higogramms de Intendtéten des Autofluoreszenzkands (Abb.
3.9.d).

- Interaktive Definition eines Schwellwertes im Hisogramm der Intendtéden des Auto-
fluoreszenzkanads (Abb. 3.9.d): Das schwarze Intenstédtsspektrum (I < 80) definiert den
Hintergrund, das rote Intendtésspektrum (I 3 80) definiert die ssgmentierten Pilzhy-
phen. In Abbildung 3.9.e snd die in Abbildung 3.9.d gewahiten Intensitétsbereiche in
der gewdhlten bindren Farbkodierung zu sehen. Abbildung 3.9.c zeigt das endgtitige
Resultat der segmentierten autofluoreszierenden Pilzhyphen (schwarz bis rot) vor dem
Hintergrund (weil3).

- Aus Abbildung 39.e efolgt die Berechnung der Féche (F) der ssgmentieten PFilz-
hyphen (Anzahl der ssgmentierten Pixd). Die Lange (I) der segmentierten Filzhyphen
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Abb. 3.10: Bagpid einer Segmentierung von Phosphatase-Zentren von P. tinctorius.
Représentative  3-Kanalaufnahme.  Farbskalierung und  Aufnahmebedingungen  folgen

[a]:

-
~

Abb. 3.4.

[b]: Kand der ELF-97-Fuoreszenzintendté der phosphatasesktiven Zentren (rote Intens-

tatsskaierung).

[c]: Segmetiete phosphatasesktive Zentren (rote Intensitétsskalierung) und Hintergrund
(weil). Die Segmentierung der phosphataseektiven Zentren erfolgt Uber die Definition ei-
nes Schwe lwertes im Histogramm der Intengtétsverteilung von Bild b (vergl. Abb. 3.9.d).
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errechnet sch aus dem Quotienten der Fldche und des in Pixd umgerechneten Durch
messersder Pilzhyphen: | = F/ d.

3. Die Segmentierung der Phosphatase-Zentren (Abb. 3.10) gedtdtete sch nach dem gle-
chen Korzept wie die Segmentierung der Rilzhyphen (Abb. 3.9). An Sdle des Bild-
kands der Intendtéten der Autofluoreszenz der Pilzhyphen wurde der Kana der ELF-97-

Huoreszenzintensitét der Phosphatase- Zentren (Abb. 3.10.a, Abb. 3.10.b rot) ausgewéhit.

Die fur die interaktive Segmentierung der Filzhyphen und der Phosphatase-Zentren aus-
gewdhiten Schwdlwerte wurden gespeichert. Se wurden zur Auswertung dler aufge-

3.3.2.3

Die Messbhedingungen

nommenen Proben im Anschluf automatisch verwendet.

Folgende Grofien wurden aus den in Abbildung 3.9.c und Abbildung 3.10.c dargestellten
segmentierten Filzhyphen und Phosphatase- Zentren zur Auswertung verwendet:

Die Anzahl der phosphataseaktiven Zentren pro um Hyphenlange.

Die Intengitét der phosphataseaktiven Zentren pro pum Hyphenlénge.

Die Grolsenverteilung der segmentierten Phosphatase- Zentren.

Messung der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitat in mykorrhi-

zierten und unmykorrhizierten Kurzwurzeln von N. obliqua

fur  fluoreszenzmikroskopisch-quartitative  Bestimmungen  der
oberfléchengebundenen  Phosphatasesktivitét in  isolieten  Mykorrhizapilzen wurden  zusam-
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men mit dem Konzept der Bildverarbeitung und der daraus abgeleiteten Messparameter in den
vorangestellten Kapiteln beschrieben (Kap. 3.3.2.1 und Kap. 3.3.2.2).

In diesem Kapitd efolgt nun ene Erweterung dieses Konzeptes auf Messungen der
oberflachengebundenen  Phosphatasesktivitde in Querschnitten  von  mykorrhizieten  und
unmykorrhizieten Kurzwurzdn von N. obliqua. Zundchst folgt eine Beschreibung des Ver-
suchsaufbaus und der Probenprgparation (Kap. 3.3.2.3.1). In Kapitd 3.3.2.3.2 werden dann
eneut die durch Bildverarbetung abgelateten Parameter der Auswertung definiert und
beschrieben.

3.3.2.3.1 Versuchsaufbau und Probenpréaparation fur Messungen der oberfla-
chengebundenen Phosphataseaktivitat in mykorrhizierten und
unmykorrhizierten Kurzwurzeln

Die Probenprdparationen aus mykorrhizierten und unmykorrhizierten Kurzwurzen  er-
folgten aus 18 Wochen ,jungen’ Samlingen von N. obliqua, die in Rhizotronen gehdten
wurden (Kap. 3.1.3). Die mykorrhizierten Kurzwurzeln waren zu diesser Zeit 5 Wochen lang
mit Mykorrhizapilzen inokuliert. Es wurden Mykorrhiza- Asoziaionen zwischen N. obliqua
und P. involutus, P. tinctorius, D. antartica und C. geophilum verwendet. Fur jede Messung
wurden insgesamt neun mykorrhiziete oder unmykorrhizierte Kurzwurzestiicke aus drel

Rhizotronen verwendet.

5-7 mm lange mykorrhiziete und unmykorrhiziete Wurzelstiicke wurden zunéchst mit
Pufferlésung gewaschen und die frischen Proben in 100 pl Eppendorff-Gefalie Uberfihrt.
Danach wurden 15 ul der ELF-97-Subdralosung mit definierten pH-Werten hinzupipettiert
(pH =3, 4,5 6 und 7, s. Kap. 85). Nach einer definierten Inkubationszeit wurden die
mykorrhizieten und  unmykorrhizieten Kurzwurzdn mit  einer Pinzette  entnommen  und
eneut mit Pufferlésung gewaschen. Kurawurzespitzen der Lange 2-3 mm wurden danach
abgeschnitten. Auch be den Kurawurzeln lag der Andtieg der Fluoreszenzintensté nach 15
min noch im linearen Bereich der Séttigungskinetik (vergl. Abb. 3.6). Allerdings wurden in
diessm Fal zur Uberprifung lediglich die Fluoreszenzintenstien von Proben nach
Inkubationszeiten von 10 min und 20 min verglichen. Die angefarbten Probensegmente
wurden in 4 % Aga-Agar engebettet. Sofort nach der Einbettung efolgte die Anfertigung
von Querschnitten mit Hilfe eines Vibratoms 1000 (Lancer Sherwood Medica Company,
Dicke der Querschnittee 30 um). Von der Wurzelspitze ab gerechnet wurde jewells der dritte
oder vierte Querschnitt verwendet.

Die Querschnitte wurden wieder auf den bereits beschriebenen angefertigten Objekttréger
Ubertragen (vergl. Kap. 3.3.2.1.1). Um Verdunstungen zu vermeiden, wurden die aufgebrach
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ten Deckglaschen mit Nagellack verseget (s. Skizze in Abb. 3.4.8). Auf diese Weise konnten
auch hier Querschnitte Uber Stunden hinweg beobachtet werden, ohne dass Veranderungen
auftraten.

3.3.2.3.2 Definition der Messparameter zur Detektion der oberflachengebunden-
en Phosphataseaktivitat in Querschnitten von mykorrhizierten und
unmykorrhizierten Kurzwurzeln

Nachdem die Prgparationen der mykorrhizierten und unmykorrhizierten Kurzwurzeln von
N. obliqua fir Messungen am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop erfolgt waren (Kap.
3.3.2.3.1), wurde von jeder Probe zunichst der Gesamtquerschnitt (Zoom = 0,7, 40 x Oklm
mersgons-Objektiv, Strahlengang und Filtereingdlung s. Abb. 34) und im Anschiul3 daran
von jedem Querschnitt 4 bis 6 Detallaufnahmen des Hartigschen Netzes und des Hyphenmant
tels aufgenommen (Zoom = 2).

| €

Abb. 3.11: Représentatives Beigiid ener interaktiven Segmentierung unterschiedlicher
Sektionen sowie der Phosphatase-Enzymaktivitét der Ektomykorrhiza N. obliqua und P.
tinctorius. [a]: Origindbild, aufgenommen mit ZEISS-LSM-510. (512 x 512 Pixd, blau:
Durchlichtkand, grin:  Autofluoreszenzkand, rot: ELF-97-FHuoreszenzintenditét / Phos
phataseaktivitét, s. Abb. 3.4) [b]: Durchlichtkand, rote Farbskdierung. [c]: Phosphatase-
aktivitét, rote Farbskdierung. [d]: Segmentierte Ektomykorrhizaflache aus b, rote Farb-
skalierung. [e]: Segmentierte FHéche des Hyphenmantedl aus b, rote Farbskdierung. [f]:
Segmentierte Phosphataseaktivitét aus c, rote Farbskdierung.
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Abbildung 311 zeigt das Konzept der interaktiven Segmertierung von Gesamtquer-

schnitten am Begid ene Ektomykorrhiza- Assoziation von N. obliqua und P. tinctorius. Es

wurde auch fir diese Messungen das in Kapitd 3.3.2.2 vorgestellte Analyseprogramm ver-
wendet (Hartel 2000).

Die Auswertung der Phosphatasesktivitét in Querschnitten von mykorrhizieten und un-

mykorrhizierten Kurzwurzein von N. obliqua erfolgte durch folgende Schritte;

1.

Segmentierung der gesamten Mykorrhizaflache (Abb. 3.11.d) aus dem Durchlichtkana
(Abb. 3.11.b).

Segmentierung der Héche des Hyphenmantds (Abb. 3.11.€) aus dem Durchlichtkana
(Abb. 3.11.b).

Segmentierung der Héchen, welche Phosphatasesktivitét aufweisen (Abb. 3.11.f), aus
dem ELF-97-FHuoreszenzkanal (Abb. 3.11.c).

Wie berets fir die Segmentierung der Mykorrhizapilzhyphen beschrieben (Abb. 3.9), er-
fogten auch be den Querschnitten die Segmertierungen durch interaktive Definition von
Schwelwerten in Histogrammen der Intenstéten der angegebenen Kandle. Es waren hier
jedoch Zusatzschritte bel der Segmentierung der gesamten Mykorrhizaflache und  der
Flache des Hyphenmantels notwendig. Be den Zusatzschritten handelt es sch um soge-
nante Dilaaions- und Erosionsoperationen (Hartel 2000). Ergtere schlielen offene Fla-
chen (s. hdle innere Wurzelzedllen der Abb. 3.11.b), die Erosonsoperationen unter-
dricken dinne Objekte (s. dunkles Hartigsches Netz und abziehende Hyphen in Abb.
3.11.b). Nach sukzessver Anwendung dieser Operatoren wurde in fast dlen Fédlen ene
sehr gute Segmertierung der Fiéchen erreicht.

Aus der gesamten ssgmentierten Mykorrhizaflache (Awr, rote + grine Héache in Abb.
31238 und der segmentierten Flache des Hyphenmantels (Anm, rote Flache) wurde
zunéchg die Flache der Kurzwurze bzw. des Hartigschen Netzes (Axw, grine FHéche)
von N. obliqua berechnet: Axw = Amr - Adm.

Der Pilzantell der Mykorrhiza in Kurzawurzdn wurde as Quotient aus der Flache des
Hyphenmantels und der Féche der Wurzelzdlen definiert und berechnet: Pilzanteil der
Mykorrhiza= Auym / Akw -

Neben den segmentierten Flachen von hoher Phosphataseaktivitéat (Apa, gelbe + weil3e
Hache in Abb. 3.12.b) wurde zunéchst die gesamte Phosphataseaktivitat (Ipa) und die
mittlere Phosphataseaktivitat auf die Flache bezogen (1pa/Apa [I/um?]), berechnet.
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Abb. 3.12: Représen
tatives Begpid ene
Quartifizerung ver-
schiedener  Parameter
mit Hilfe der interakti-
ven Segmertierung -
ner N. obliqua / P.
tinctorius- Ektomykor-
rhiza aus Abb. 3.11.

[a]: Segmertierte Wur-
zdfléche  (grin). Hy-
phenmartd (rot).

[b]: Segmentiete Phosphataseaktivitdt auf dem Hyphenmantd (well3). Segmertierte
Phosphataseaktivitét auf der Wurzdflache (gelb).

7. Die segmentieten Flachen hoher Phosphataseaktivitat (Apa, gelbe + weil}e Flache in
Abb. 3.12.b) sowie die gesamte Phosphataseaktivitat (Ipa) wurden in Anteile des Hy-
phenmantes (Ipamm / Apamm, WeilRe FHéche) und der Flache der Kurzwurzel / Hartig-
sches Netz (Ipaxw / Apakw, gelbe Féche) aufgespalten. Daraus errechnete sich dann der
prozentude Antel der Phosphatasesktivitét auf dem Hyphenmantd der Ektomykorrhizen
(Ipamm / (Ipamm + Ipaxw) X100 [%0]).

8. Auch von den Detalaufnéhmen wurde die Mykorrhizaflache, die Flache des Hyphen
mantels, die Flache der Kurzwurze (bzw. des Hartigschen Netzes) und de Flachen /
Intensitdten hoher Phosphataseaktivitaten sowie deren Anteile auf dem Hyphenman-
tel und der Flache der Kurzwurze / Hartigsches Netz ssgmentiert und andog zu den
Aufnahmen der Gesamtektomykorrhiza berechnet.




4. ERGEBNISSE

4.1 Die Kultivierung von N. obliqua

Die Ergebnise der Versuche zur Unterbrechung der Samenruhe und zur Steriliserung
der Samenoberflachen fir die Kultivierungen von N. obliqgua snd in Tabdle 4.1 dargestdlt
(Versuchsaufbau siehe Kap. 3.1.1). Erste Keimlinge konnten bereits 2 Wochen nach Aussaat
beobachtet werden (s. Abb. 3.1.a).

Keimungsrate[%]
A B C D E Kontrolle
90+4 183+104 | 26,7+6,1 84 29,3+ 2,3 3,7+0,6
34,7+128 | 2,7+23 53+23 0 63 2,3+1.2
30+10 1,3+23 6,7+23 0,7+0,6 4 2,7+23

Tab. 4.1: Kemungsate von N. obliqua in Abhdngigkeit der Behandlung der Samen vor der
Aussaat zur Unterbrechung der Samenruhe (A-E) und zur Steriliserung der Samenoberflachen
(a-c). A: Qudlung in 0,2 % Gibberdinsiure (2 Tage) und in Agsides (7 Tage). B: Qudlung in
AQsiges (7 Tage). C: Qudlung in 0,2 % Gibberdinsdure (7 Tage). D: Quelung in 02 %
Gibberdinsdure (2 Tage). E: Qudlung in Aggides (2 Tage) und Stratifikation in autoklavier-
tem, angefeuchtetem Sand (60 Tage). a: Inkubation in 30 % Wasserstoffperoxid (3 min). b:
Inkubation in 0,1 % NaCl (10 min). c: Inkubation in 100 % Ethanol (1 min) und anschlief3ende
Behandung mit 5 % Penidlin-Streptomicin (60 min). Dargestellt snd Mittdlwerte und
Standardabwei chungen [%] aus drei unabhdngigen Experimenten (Sehe Kap. 3.1.1).

Wie in Tabdle 4.1 klar zu erkennen i, hat sowohl die Behandiung der Samen vor der
Aussaat zur Unterbrechung der Samenruhe (Tab. 4.1: A-D) ds auch die Behandlung zur Ste-
riligerung der Samenoberflachen (Tab. 4.1: a-¢) grofen Einfluss auf die Kemungsrate.

Eine Qudlung der Samen in 0,2 % Gibberdinsaure fir 2 Tage in Kombinaion mit einer
Qudlung in AQgiges flr 7 Tage (Methode A: vergl. Tab. 3.1) erwies sch mit groflem Abstand
ds die efolgrechsge Methode zur Unterbrechung der Samenruhe (Keimungsrate 90 %).
Unter den Vefahren zur Steriliserung der Samenoberfléche war die Inkubation in 30 % Was
serstoffperoxid fur 3 min den beiden anderen Verfahren Uberlegen. Deshdb ist diese Kombi-
nation der Behandlungen ds Basis dler folgenden Kultivierungen von N. obliqua anzusehen.
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4.2 Artenbestand der Ektomykorrhizen-bildenden
Basidiomyceten im Untersuchungsgebi et

Im Rahmen diesr Arbeit wurden sowohl Représentanten von spezifischen ds ach Re-
présentanten von unspezfischen Ektomykorrhizapartnern von Nothofagus-Arten  untersucht.
Zu den spezifischen Ektomykorrhizapilzen zéhlen jene, deren Fruchtkorper ausschliefdich in
Asozigion mit  Nothofagus-Arten vorkommen. Unspezifische  Ektomykorrhizapilze wurden
hingeggen mit exotischen Wintspflanzen engefihrt und weisen dch durch en  breites
Wirtsspektrum aus. In den Naturwddern von N. obliqua im Untersuchungsgebiet Quita Cal-

Amanita aurantiovelata Schalwijk & Jensen
A. diemii Sing.

Austropaxillus boletinoides (Sing.) Brsky. & Jarosch *
A. statuum (Speg.) Brsky. & Jarosch *
Boletus chilensisSing. *

B. loyitaHorak *

B. loyo Phil. ex Speg. *

Cortinarius albocinctus M oser

C. austroacutus M oser

C. austrolimonius Moser & Horak

C. austrosalor M oser

C. flammuloides M oser & Horak

C. lebre Garrido

C. luteostriatula(Moser & Horak) Val. & Moreno
C. magellanicus Speg.

C. pachynemeus M oser

C. pugionipes M oser

Descolea antartica Sing. *

I nocybe fuscata Sing.

Laccaria laccata (Scop. ex Fr.) Berk. et Br.
Paxillus involutus (Batsch: Fr.) Sing. *

Russula nothofaginea Sing.

Tricholoma fusipes Hor ak

Xerocomus rubellus (Krbh.) Qué. *

Tab. 4.2: Zusammengdlung von Ektomykorrhizen-hil-
denden Basidiomyceten, deren Fruchtkorper in Wadge-
bieten von N. obliqua beobachtet wurden.

- Mykorrhizapilze, spezifisch fir Nothofagus (Fettge-
druckt).

- Erfolgreich kultivierte Mykorrhizapilze (*,*).

- Isolierte Mykorrhizapilze, die fir physologsche Un-
tersuchungen verwendet wurden (*).

z6n (Kap. 2.3) wurden
zwischen Februar und Juni
1998 Fruchtkorper  von
Mykorrhizapilzen  folgen+
der Gattungen gefunden:
Amanita, Austropaxillus,
Boletus, Cortinarius, Des-
colea, Inocybe, Laccaria,
Paxillus, Russula, Tricho-
loma und Xerocomus (s.
Tab. 4.2).

Von dlen gefundenen
und in Tab. 4.2 aufgefiir-
ten Mykorrhizapilzen wur-
den ledigich de mit
eénem Stern (*, *) gekenn-
zeichneten Arten efdg
rech isoliet und anr
schlieRend  kultiviert.  In
forgwirtscheftlich  genutz
ten Monokultuen von P.
radiata wurden Fruchtkor-
per der Mykorrhizapilze
folgender Gattungen ge-
funden: Amanita, Lacca-
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ria, Lactarius, Russula, Suil-

Amanita gemmata (L. ex Fr.) Gill. lus, Paxillus und Xerocomus
A. rubescens (Pers.: Fr.) S. F. Gray

Laccaria laccata (Scop. ex Fr.) Berk. et Br. (s. Tab. 4.3).
Lactariusdeliciosus (L.: Fr.) S. F. Gray : .
Russula sardonia Fr. em. Rom. In forswirtschaftlich ~ ge-
Sillusluteus (L.: Fr.) S. F. Gray nutzen Monokulturen von E.
Paxillus involutus (Batsch: Fr.) Sing. * _
Xerocomus rubellus (Krbh.) Quél. * globulus wurden in der Re-

gon um Vddvia lediglich
Tab. 4.3: Zusammengdlung von Ektomykorrhizen- )
hildenden Basidiomyceten, deren  Fruchtkorper in Fruchtkorper  der  Gattung

Waldgebieten von P. radiata beobachtet wurden. Laccaria laccata (Scop. ex
- Erfolgreich kultivierte Mykorrhizapilze (*,*).

- Isolierte Mykorrhizapilze, die fir physiologische _ _
Untersuchungen verwendet wurden (*). involutus (Batsch: Fr.) Sing.

gefunden.

Fr.) Berk. et Br. und Paxillus

4.2.1 Systematische Klassifizierung spezifischer
Ektomykorrhi zapartner von Nothofagus-Arten

Im Folgenden werden lediglich die im Rahmen diesr Arbat efolgreich isolierten spezi-
fischen Ektomykorrhizapilze von Nothofagus-Arten beschrieben. Es sind dies Repréasentanten
der Gattungen Austropaxillus (Gymnopaxillaceae), Descolea (Bolbitaceae) und Boletus (Bo-
letaceae). An diessr Stelle mul? angemerkt werden, dass die systematische Klassfizierung der
Paxillaceee in den letzten Jahren enigen Modifizierungen unteworfen war. Paxillus
boletinoides und Paxillus statuum werden der Gattung Austropaxillus zugeordnet (Bresinsky
et al. 1999). In dieser Arbelt werden Mykorrhizapilze der Gattung Austropaxillus bereits nicht
mehr in die Familie der Paxillaceae, sondern in die Familie der Gymnopaxillacese eingeord-
net. Denn: Molekulare und chemische Andysen haben gezeigt, dass Austropaxillus klar von
Paxillus s. dr. und damit von der Familie der Paxillaceen s. dir. abgegrenzt werden muf3,
Austropaxillus welg ene nahe verwandtscheftliche Stellung zu Gymnopaxillus auf (moleku-
lare und morphologisch-anatomische Daten, noch unverdffentlicht, schriftliche  Mitteilung
von Margit Jarosch, Oktober 2000, Ingt. fir Botanik, Univ. Regensburg). Neben Gymno-
paxillus wird demnach auch Austropaxillus in die neu zu etablierende Familie der Gymno-
paxillaceae fam. nov. gestdlt (Jarosch, Bresinsky und Trappe, Publikation in Vorbereitung).

4211 Allgemeine Charakteristiken der Gattung
Austropaxillus Bresinsky und Jarosch gen. nov.

Nach Bednsky et al. (1999) werden as Austropaxillus nun jene Arten der Stidnemisphé-
re bezei chnet, welche bidang unter den Bezeichnungen Paxillus und Tapinella liefen.
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Die Gatung Austropaxillus ist anatomisch-morphologisch charakterisert durch kortinu-
ierlich vergabdte Lamelen des Hymenophors, rdativ grofe Sporen (> 7,8 © 4,8 um) und
grofe hydine keulerférmige Baddien (6-11 © 40-70 pm). Zydtidien fehlen be dlen Arten der
Gattung Austropaxillus mit Ausnéhme von A. chilensis, welcher Chelozystidien aufweld. Als
chemische Charakteriserung kann festgestellt werden, dass die Pigmentmuster der nérdlichen
Mykorrhizen-bildenden Arten im Gegensatz zu den sidlichen Arten Involutin ds typisches
Pigment zeigen. Die didliichen Mykorrhizen-bildenden Arten snd hingegen durch 2,4,5-
Trihydroxyphenylglyoxylsiure charakterisert (Garrido 1988).

A. boletinoides unterscheidet sch sehr enfach von A. statuum durch die Présenz einer
Cortina, durch dliptische Sporen und durch das VVorkommen von Schnallen.

4.2.1.1.1 Austropaxillus boletinoides (Sing.) Bresinsky et Jarosch, Plant biol. 1,
1999: 327-333
Basionym: Paxillus boletinoides Sing. et Digilio, Lilloa 25, 1951:431

Makroskopische Merkmale (vergl. Abb. 4.1.a-b): Fruchtkdrper in Hut und Stid gedie-
dert, flaschig. Hut 5 bis 10 cm breit, trocken, jung konvex, dann trichterformig mit einer Ein-
buchtung im Zentrum, an den Randern oft mit héhgenden Resten des Velums. Die Einbuch
tung im Zentrum ig haufig dunkdbraun, faserig-schuppig, im Hintergrund mit gelblichem
Ton. Hutrand in jungen Stadien engerollt. Lamelen herablaufend, zahlreich, engstehend,

Abb. 4.1: Makroskopische
und mikroskopische Merk-
male von A. boletinoides,
Ektomykorrhizapartner  von
N. obliqua. [a]: Habitus.

[b]: Foto von Fruchtkorpern.
[c]: Skizze der Basdien.

[d]: Skizze der Sporen.

[e]: Skizze der Huthauit.




Ergebnisse 61

jede Lamele en- bis mehrfach gegabdt, im jungen Zustand tongelb, dann rostbréunlich. La-
melen von Hutflesch leicht ablosbar. Stid 4-6,5 ° 0,5-1 om, zylindrisch, gegen die Bass
gepitzt, trocken, zentrd, manchmad leicht exzentrisch, gerieft-faserig, gelbbraun bis kastar
nierbraun, oberhdb des Veums wel3 bis blass geblich. Stidbass dunkd. Veum hinterlésst
Zone am Stid, ers weillich, spéter kastanienbraun. Heisch weildich, nach dem Aufschneiden
rosabréunlich. Heisch mit KOH gdb-rotbraun, violett, Lamdlen rotbraun. Sporenpulver
rostbraun (D7).

Mikroskopische Merkmale (Abb. 4.1.c-€). Zydidien fehlend. Basdien 40-60 © 6-12
pum, keulenformig, viersporig. Sporen 9-12 -~ 5-7 um, dliptisch, gdblich, glatt, ohne Kem-
porus, nicht amyloid aber cyanophil und dextrinoid. Huthauthyphen (6-12 pm bret) tricho-
dermisch engeordnet, zylindrisch, braunlich pigmentiert, bréunlich inkrustiert, zum Tel mit
Oleiferen. Schndlen vorhanden Lamellentrama bilaterd divergierend.

4.2.1.1.2 Austropaxillus statuum (Speg.) Bresinsky et Jarosch, Plant biol. 1, 1999:
332. Basionym: Paxillus statuum (Speg.) Horak, Darwiniana 14, 1967:262

M akroskopische Merkmale (Abb. 4.2.8): Fruchtkorper in Hut und Stiel gegliedert. Hut
2 bis 5 cm bret, jung konvex, mit leichter Vertiefung in der Mitte, dann abgeflacht-vertieft
bis trichterformig, etwas schmierig, hdlbraun, gelb bis grohgdb, nach dem Aufschneden

olivbréunlich verférbend,
. Oberflache mit  Schu
Wiy i
/ H‘l bedeckt. Lamelen herab-
} | l laufend, gebogen, dicht,
| / \'-«._.-r"‘

vl ;/ ~ gegen den Hutrand wieder-
\\ N ( ) holt 2-3-fach gegebelt, im
L/ N l jungen Zustand hell gelb-

T b 5 um (.}:1 e . N N
lich-braunlich, spéter leb-

Abb. 4.2: Makroskopische | ¢ haft gelblichocker, bel Be-
und mikroskopische Merk- | ___ .
male von A. statuum, Ekto- rirung - durkelbran - flek-

mykorrhizapartner von. N.
obliqua. [a]: Habitus.

[b]: Skizze der Basidien.

[c]: Skizze der Sporen.

[d]: Skizze der Huthat.

kend. Lamdlen von Hut-
flasch lecht  abldshar.
Sid 3-65 ° 05-1,5 cm,
zylindrisch, gegen die Ba-
Ss gespitzt, zentrd, glat,

gelblich, be Berthrung dunke rétlichbraun fleckend. Huthaut mit KOH  kastanienbraun,
Feisch dunkd rotbraun. Sporenpulver rostbraun (D7).
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Mikroskopische Merkmale (Abb. 4.2.b-d): Zydidien fehlend. Basdien 40-65 ~ 7-10
pm, keulenférmig, viersporig. Sporen 10-20 © 5-7 pm, spinddformig, gelblich, ockerbréun-
lich, glat, ohne Keimporus, nicht amyloid aber cyanophil und dextrinoid. Huthauthyphen (6-
15 pm breit) trichodermisch eingeordnet, zylindrisch, bréunlich pigmertiert, bréunlich inkrus-
tiert, mit eingestreuten Oleferen. Schndlen felend. Lamelentrama bilateral divergierend.

4.2.1.2 Allgemeine Charakteristiken der Familie Bolbitaceae Sing.

Fruchtkorper in Hut und Stid gegliedet. Hymenophor mest deutlich lamdlenférmig,
Lamdlentrama regula. Stid zum Tell mit patidem Vdum, oft mit Ring. Dermaozydidien
zum Tel vorhanden. Mit Caulo- und Chelo-, sdtener mit Pleurozystidien. Sporen glatt, sdai-
ten leicht ornamentiert, mit mest deutlichem Kemporus. Sporenpulver rostocker, rostbraun
bis tabak- oder umbrabraun. Huthaut hymeniform aus rundlichen bis blasent oder birnenfor-
migen Zdlen be
gsehend. Die Gat-

a - b /5 um tung  Descolea
—2 C A éﬁ SO Sing.  unterschei-
s ‘ i | [t

det dch von an

deren  Gattungen

" Mg Wi der Farnlle Bd'
s I M
[ { \ P bitaceae Sing.
1) [y durch seinen Stie
- HHY mit dnem Ring
10 pm 4 um
(Abb. 4338 und
e Abb. 4.3: Makroskopische und mi- en patides Ve
- kroskopische Merkmale von D. antar- | Di
tica, Ektomykorrhizapartner von N. l.Jm' |.e Sporen
obliqua. [a]: Foto von Fruchtkdrpern. snd  ztronenfor-

[b]: Skizze der Zystidien. [c]: Skizze
_ der Badsdien. [d]: Skizze der Sporen. _
10um | [e]: Skizze der Huthavt. ohne  Keimporus
(Abb. 4.3.d).

mig, wazg und

4.2.1.2.1 Descolea antartica Sing., Lilloa 23, 1951:257

Makroskopische Merkmale (Abb. 4.3.@): Hut 1 bis 5 cm bret, kastanienbraun, gegen
den gerieften Rand hdler, konvex, wenn dt abgeflacht-gebuckdt, schmierig, wenn jung mit
weilfen bis ockerlichen Resten des Veums. Hymenophor deutlich lamdlenformig. Lamdlen
ausgebuchtet, zunéchst blass, spéater blassocker. Stid 2-6 © 0,3-0,6 cm, mit Ring, gdblich,
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zylindrisch bis gegen die Bass verdickt. Stidbass hohl und rotbréunlich. Ring nach oben
abziehbar, gerieft. Fleisch mit KOH rotbraun. Sporenpulver rostbraun (D7, B9).

Mikroskopische Merkmale (Abb. 4.3.b-€): Chelozystidien 2550 ~ 5-9 um, hydin,
keulig bis spinddférmig, mit dinnen Wénden. Basidien 30-38 ~ 10-13 pm, keulenférmig,
hydin, viersporig. Sporen 10-14 °~ 6-8 um, dextrinoid, rostbraun, zitronenférmig, warzig und
ohne Kemporus. Huthaut aus keuigen bis rundlichen Zdlen (10-30 © 4-14 um), inkrudtiert
mit rotbraunlichem Pigment. Schndlen vorhanden. Lamdlentrama regul&r.

4.2.1.3 Allgemeine Charakteristiken der Familie Boletaceae Chevalier

Die Fruchtkorper der Familie Boletacese Chevdier and fleischig, in Hut und Stid gedie-
det, mest epigdisch, sdten hypogéisch. Oberflache glatt bis filzig oder schuppig. Mit oder
ohne patides Vdum. Hymenophor rohrig oder lamelig, rdativ lecht vom Hut trennbar,
auller be secotiden Formen. Trama weichfleischig, monomitisch. Poren well3, gelb, dlivlich,
rosa, zimtrot. Flesch weil3, gelb, graulich, verletzt biswelen blauend, grinend oder rétend.
Sporen dliptisch bis spindelig, glait, ohne Keimporus, nicht amyloid aber cyanophil. Sporen
pulver hdl bis dunkd oliv, zimtfarben, rosa

Die Gattung Boletus Dill. ex Fr. présentiet enen mes dickbauchigen Stid mit fein-
flockiger oder netziger Oberflache. Hut trocken oder feucht, fein filzig oder kahl. Hymeno-
phor mit kleinen Poren, zu langen Tuben geordnet. Sporen spindelig. Sporenpulver oliv bis
divbraun. Rohrentrama bilaterd.

B. loyo und B. chilenss konnen durch enfache, dlgemene Kennzeichen vonenander
unterschieden werden. Die wichtiggten Merkmdsunterschiede sind durch die Form, das Mus-
ter und die Farbe des Stiels sowie durch die Form der Poren des Hymenium gegeben (s. Kap.
4.2.1.3.1-2).

4.2.1.3.1 Boletus loyo Phil. ex Speg.,
An. Mus. Nac. Hist. Nat. Buenos Aires 23, 1912: 9

Makroskopische Merkmale (Abb. 4.4.a-b): Hut 5-35 cm breit, jung hdbkugedig, dann
konvex, glait, wenn at felderig, rétlich, bréunlich bis purpur. Rand Uberstehend, gelb, spéter
weinrot. Heisch sehr gut entwicket, gelb bis ztronengelb, bei Bertihrung schwach blauend.
Poren 0,1 cm breit und 0,6-1,5 cm lang, rund, gelb, bei Bertihrung leicht blauend. Stiel 820 ~
4-10 cm, keulig bis bauchig, kréftig, Spitze gelb, gegen die Bads wenrot, wachshdtig
(pruinosus), ohne Kaomugerung. Fleisch gelb. Heisch und Poren mit KOH orangefarben.
Sporenpulverfarbe olivbraun, ocker (C12).
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Abb. 44. Ma
kroskopische und
mikroskopische

Merkmale von B.
loyo, Ektomy-

korrhizapartner
von N. obliqua.

[a] & [b]: Fotos
von Frucht-
korpern.

[c]: Skizzeder
Zystidien.

[d]: Skizze der
Badidien.

[e]: Skizzeder
Sporen.

[f]: Skizzeder
Huthauit.

Mikroskopische Merkmale
(Abb. 4.4.c-f): Zydidien 35-55 © 5-11
pm, spinddig, mit KOH gelbbraun
oder hydin. Baddien 30-40 x 8-10
pum, viersporig, hydin, keulig, dinn-
wandig. Sporen 10-14,5 © 4-5 pm, mit
supragpikularer Depresson, gelblich.
Huthauthyphen (4-7 um bret) radiar
eingeordnet, zylindrisch, leicht  ge-
latins, im Plasma mit KOH braun-
gdb, inkrudtiert. Schnalen fehlend.

4.2.1.3.2 Boletus chilensis Sing.
Biologia 41, 1967: 69

M akroskopische Merkmale
(Abb. 4.5.8): Hut 814 cm breit, kor+
vex his flachkonvex mit ener gerin-
gen Einbuchtung im Zentrum, braun-
gelblich, Heisch geb, be Bertihrung
leicht blauend. Poren 0,15 cm breit
und 0,8-1,5 cm lang, polygond, gelb-
lich bis rotbraun, bei Berthrung blaw
end. Stid 4-11 © 2-45 cm, konisch
nech unten zusammenlaufend, wein-
rot, an der Spitze ockergelb, Mitte des
Sties nach oben mit Karomusterung,
Flesch gdblich, Stidkern karminrat,
be Berthrung blauend. Huthaut mit
KOH unverénderlich. Sporenpulver-
farbe oliv-bréunlich (C12).

Mikroskopische Merkmale
(Abb. 4.5.b-c): Zydidien 25-55 ~ 5-8
pum,  zylindrisch, spinddformig,  mit
KOH gdblich, inkrusiert (Form: s
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Abb. 4.4.c). Basidien 30-40 ~ 7-10
pum, viersporig, hydin, keulig (Form:
s. Abb. 4.4.d). Sporen 812 ~ 3,54
um, bréunlich. Huthauthyphen (3-6
um bret) radi& engeordnet, zylin
drisch, mit KOH braun, inkrustiert.
Schndlen fehlend.

4.2.2 SystematischeKlas-
sifizierung unspezi-
fischer Ektomykor-
rhi zagpartner von

Nothofagus-Arten
b ~ /-"' c / _ Unter den im Rahmen dieser
J-‘- _/./f3—m _._ N ,- Arbeit efolgreich isolieten unspez-
n s IR fichen Mykorrhizapilzen von No-
\ f AN '
'1 ' \ RS thofagus-Arten (s. Kap. 4.2) befinden
\_/ 5 : T sch Représentanten der  Gattungen
Paxillus (Paxillacese) und Xeroco-
Abb. 4.5: Makroskopische und mikroskopi- mus (Boletacese). Die Mykorrhiza-
sche Merkmale von B. chilensis, Ektomykor- ) . .
rhizapartner von N. obliqua. [a]: Foto von pilze Paxillus involutus und Xeroco-
Fruchtkorpern. [b]: Skizze der Sporen. [c]: mus rubellus sind beide weit in der

Skizze der Huthaut. Nordhemisphare verbreitet. In  der

Sidhemisphére gehdren sSe zu den
eingeflihrten Arten (Garrido 1988, Vdenzuda et al. 1998). Eine wichtige Charakteristik der
Gatung Paxillus Fr. s dr. id, dass die Landlen zwar wiederholt, nicht aber kontinuierlich
vergabdt snd. Die Gattung Paxillus zeichnet sich weiter durch Sporen der Grofe 79 pm aus.
Diese sind dliptisch bis dliptisch-fusoid geformt.

Die Baddien snd keulenr oder kopfformig. Pleurozysidien und Caulozygidien snd
vorhanden. Normde Schndlen konmen héaufig vor, Medallonschndlen fehlen  hingegen.
Paxillus weg Involutin ds typisches Pigment auf (Bresnsky et al. 1999). Die Gattung
Xerocomus Qud. ig innerhadb der Familie der Boletacese hauptsachlich durch ihren dinnen
Sid charekterisert. Der Stid igt sdten knollig, niemds wels e Karomusterung auf. Der Hut
ig trocken, samtig-filzig, das Hymenium gdb, gringdb. Die Poren snd reativ wet und
verwinket. Schndlen sind nicht vorhanden. Das Rohrentramaist bilaterd divergierend.
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4.2.2.1 Paxillus involutus (Batsch: Fr.) Fr. Epicr. 317 (1838)

Makroskopische Merkmale (Abb. 4.6.9): Fruchtkorper in Hut und Stid gegliedert. Hut
4-10 cm bret, habkugelig, spéer niedergedriickt, fein filzig, im Alter faserig, hdlbraun bis
ockerbraun, wenn feucht schmierig, lange engerollt, durch die Lamdlen etwas gefurcht.
Flesch braunockerlich, bréunlich, schwammartig, gut entwickdt, bel Verletzungen braun-
fleckig. Lamelen herablaufend, 2-3 fach gegabelt, ockerlich. Druckstellen dunkerotbraun
fleckig, vom Hut und Hesch leicht dbotrennbar.

Sid zylindrisch, kurz, gegen die Bass verjungt, glatt, trocken, zentra oder exzentrisch,
gebbraun, ba Berthrung braun. Huthaut mit KOH dunkelbraun. Sporenpulverfarbe ocker-
braun (D7).

Mikroskopische Merkmale (Abb. 4.6.b-e): Pleurozydtidien und Caulozygtidien 40-80 °
9-16 um, pinddig-
keulig, hydin. Basdien

a b .
25-40 © 6-8 um, keulig,
: viersporig, hydin. Spo-
A4 ren 79~ 5-6 um, glat,

C d liptisch, ockerbraun
bis gdblich. Huthaut
aus zylindrischen, 3-8

RN ﬁ; - | ohne Keimporus,
¥ :‘ ,._.I‘ .-.i-d.-: A 10 IJm

lcm

0um  5pm

um  breiten, hyalinen

Abb. 4.6: Makroskopische und mi-
kroskopische Merkmale von P. in-
volutus, Ektomykorrhizapartner vor (KOH), zum Tel in
N. obliqua. [a]: Foto von Fruchtkér- .

pern. [b]: Skizze der Zystidien. [c]: krustierten - Hyphen  be-

e oder rotbraunlichen

Skizze der Baddien. [d]: Skizze der _ stehend. Schnallen vor-
Sporen. [€]: Skizze der Huthait. 10 pm handen.  Lamdlentrama
bilaterd.

4.2.2.2 Xerocomus rubellus (Krbh.) Quél.
C. R. Ass. FranV. Avanc. Sc. 20, 620 (1896)

Makroskopische Merkmale (Abb. 4.7.a-b): Hut 3-5 cm breit, trocken, samtig-filzig,
jung habkugdlig, lebhaft kirschh oder blutrot, dann konvex, blass mattrosa. Fruchtkorper
beim Aufschneiden blauend.
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- 10 pm

-
—

Abb. 4.7: Makroskopi-
sche und  mikroskopi-
sche Merkmale von X.

rubellus.  Ektomykor-
rhizapartner  von  N.
obliqua.

[a]: Habitus. [b]: Foto von Fruchtkérpern. [c]:

Skizze der Huthait.

Poren 0,5-1 cm lang, verwin-
kdt, geblich, dann gringeb. Stie
4-10 © 0,7-1,5 cm, zylindrisch bis
shr lecht keulig, meist rdtlich
gefasert.

Huthaut und Poren mit KOH
braunfarben. Huthaut und Stid mit
H.SO, intensv rot. Sporenpulver-
farbe braun, dunke oliv (ca. C12).

Mikroskopische Merkmale
(Abb. 4.7.c): zydidien 30-65 -
7,5-12 uym, <spinddig, hydin
(Form: s. Abb. 4.4.c).

Basdien 30-35 © 7-10 um,
viersporig, hydin, keulig (Form: s.
Abb. 4.4.d). Sporen 8-12,5 ~ 4-7
pm, Spinddférmig, gelblich
(Form: s. Abb. 4.5.b).

Huthauthyphen (4-9 um breit)
trichodermisch  angeordnet,  zylin-
drisch, hydin, Zdlwande inkrus-
tiert, mit KOH rot-braunfarben.
Schnalen fehlend.
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4.3 Charakterisierung und Identifizierung der Ekto-
mykorrhizen von N. obliqua mit B. loyo,

D. antartica und A. boletinoides

Nach der sysematischen Klassfizierung der Fruchtkorper folgt nun die Charakterise-
rung und ldentifizierung der Ektomykorrhizen. Wie bereits in Kapitd 3.1.24.1 erwdhnt, kon
nen endeutige sydemdaische Klassfizierungen von Ektomykorrhizen nur fir Fale vorge-

nommen werden, in denen Rhizomorphe oder Hyphen direkt mit dem Stid enes Fruchtkor-

pers verbunden sind. Eine direkte Verbindung der Ektomykorrhizen zu Fruchtkorpern konn-

Abb. 4.8: Aufnahmen eine Ektomykorrhiza von N.
obliqua und B. loyo. [a]: Mykaorrhiza-System [b]:
Mykorrhizaspitze.

ten fUr Boletus loyo, Descolea
antartica und Austropaxillus
boletinoides nachgewiesen wer-
den. Fir Ektomykorrhizen mit
B. loyo und A. boletinoides snd
in diesem Zusammenhang bis-
lang noch keine Charakterige-
rungen und  ldentifizerungen
verdffentlicht worden.

4.3.1 Boletaceae

4.3.1.1 Boletus loyo
Habitus (Abb. 4.8): Verzwe-
gung monopodid- pyramida.
Mykorrhiza dicht  verzwegt.
Hauptachse und Seitenéste fast
gerade, leicht kedig, Spitzen
abgerundet. Lénge des Ver-
zweigungssystems  1,6-15  mm.
Lange der unverzwegten Se-
tenenden bis 1 mm. Durch
messer der Achsen 0,2-0,4 mm.
Durchmesser der Seitenenden
0,1-0,3 mm.



Ergebnisse

69

Abb. 49 Rasterdektronenmkroskopische Auf-
nahmen ene Ektomykorrhiza von N. obliqua
und B. loyo. [a]: Ektomykorrhizaspitze. p]: Aus-
gebildete Rhizomorphe. Protokoll der Probenpra
paration s. Kapitel 8.1.2.

Mykorrhiza glat, weldich bis
hell  ockergdblich, dgdlenwese
dlbrig glénzend. Hyphermantd
kompakt. Rhizomorphen  zahl-
reich, abzehend von definierten
Stellen, glat, rund, verzwegt.
Abzehende Hyphen nicht ge-
funden.

Mikroskopische Merkmale:
Mantd dicht plectenchymatisch,
Typ A (s. Abb. 8.1.1), Hyphen in-
agnander verflochten, sehr  kom
pakt, glatt (Abb. 4.9.8), gabelig
verzweigt.  Anastomosen med
ohne Septum (Abb. 8.1.11). Hy-
phen ohne Schndlen und enfache
Septen.  Hypherwénde  hyalin.
Durchmesser der Hyphen 0,8-2
um (Abb. 4.9.b).

An der Oberseite des Mantds
weisen Mantedhyphen  zum Tal
blasenartig  vergroRerte, setliche

Abzweigungen auf.

Auf Mantdobersdte enzdn lie-

gende Mantdhyphen. Tieferliegende Mantelschichten und Mantelinnenseiten wie Oberfléche,

Plectenchym und dicht.

Rhizomorphen hochspezidiziert, Typ F (Abb. 8.1.111), sehr geordnete Struktur (auch bel Ver-
zweigungen), sdten verzwegt, geblndelt, aus pardld verladfenden Hyphen (Abb. 4.9.b),
Durchmesser 3-10 um, glatt, rund, kurz septiert. Durchmesser der Zertralhyphen 1-3 pm.

Anatomie im Langsschnitt (Abb. 4.10): Manteldicke 4-15 um, ca. 510 Zdllagen, dle plec-
tenchymatisch. Zdlen rundlich bis tangentid ova, Grofle der Zdlen tangentid 2-8 ym, radia
1-5 pm. Wurzehaubenderivate im innerden Mantebereich schma  langgezogen. Mantdl-
oberflache nicht scharf begrenzt, oft auf Mantel obersaite einzeln liegende Mantelhyphen.
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Abb. 4.10: Lichtmikroskopische Aufnehmen enes Langsschnitts einer Ektomykorrhiza von
N. obliqgua und B. loyo. [a]: Apikdmerisem (AM), Endodermis (E), Hyphenmantd (HM),
Hartigsches Netz (HN), Primére Rinde (PR), Zertralzylinder (ZZ). [b]: Deal aus a mit
Wurzehalbenderivaten (WD). [c]: Detall aus a mit Pametti- Strukturen (PS). Protokoll der
Einbettung s. Kapitel 8.1.1.

MantelaufRenschicht manchma mit blasg vergroRerten Hyphen. Epidermiszdlen  srabenfor-
mig in Richtung Spitze verlangert. Sehe hier indbesondere zum Vergleich die unmykorrhi-
Ziete Kurzwurzd in Abbildung 82. Grofe tangentid 2-13 pm, radid 4-35 pm. Para
epidermaes Hartigsches Netz. Hauptform der Hyphenzdlen um Epidermiszdlen rund bis
leicht ovd. Eine Hyphenrehe um Epidermiszelen. Anzahl der Reihen der Rindenzelen 1-2.
Einzelne Hyphe um Rindenzellen ca. 1 um Durchmesser. Mit Pametti- Strukturen.

Farbreaktionen mit verschiedenen Reagenzien: KOH fabt die Hyphen braun. Toluidinblau
und Brillantkresylblau férben die Wande und das Zytoplasma der Mantelhyphen violettblau.
Mit Kongorot wurden die Wéande der Mantelhyphen rétlich.




Ergebnisse 71

4.3.2 Bolbitaceae

4.3.2.1 Descolea antartica

Habitus (Abb. 4.11): Verzweigung monopodid-pyramidal oder unverzweigt. Hauptachse und
Seitenaste gerade oder gebogen. Lange des Verzweigungssystems 1-7 mm. Lange der unver-
zweigten Seitenenden bis 3 mm. Durchmesser der Achsen 0,15-0,3 mm. Durchmesser der
Seitenenden 0,1-0,2 mm. Mykorrhiza hell ockerbrdunlich. Spitzen abgerundet. Oberflache der
Mykorrhiza glatt bis stachdlig. Rhizomorphen fehlend. Abziehende Hyphen sdlten vorhanden.

Mikroskopische Merkmale: Manteloberfléche locker oder dichter plectenchymatisch, Typ D
(Abb. 8.1.1), mit zahlreichen kopfformigen Zystidien (Abb. 4.12.a-d). Hyphenwénde hydin,
glatt. Durchmesser der Hyphen

2-6 pum. Septen einfach oder mit
Schnallen (Abb. 4.12.d). Abze-
hende Hyphen sdten vorhanden,
locker in der Mykorrhizaober-
flache vertalt, nicht verzwegt,
ohne Anastomosen, mit Schnd-
len. Intrahyphde Hyphen nicht
vorhanden. Die mittlere Mantdl-
schicht igt etwas dichter ds die
aullere, ansongten keine Unter-
schiede zur Manteloberfléche.

Die Hyphen snd in der
Néhe des Hartigschen Netzes
kirzer septiert. Die  kopffor-
migen Zydidien snd vom Typ
M (Abb. 4.13.a-b), diinn, kegel-
formig mit ener dicken kuge-
formigen Spitze. Manchmd an-
fach septiert.  Zystidien befinden

_ o Abb. 4.11. Aufnehmen ener Ektomykorrhiza von
Hyphen oder weniger héufig N. obliqua und D. antartica. [a]: Ektomykorrhiza-

stlich an interkalaren Bereich System [b]: Ektomykorrhizaspitze.

dch an da Spitze terminder
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Abb. 4.12: Rasterelektro-
nenmikroskopische  Auf-
nahmen ener Ektomy-
korrhiza von N. obliqua
und D. antartica. [a]:
Ektomykorrhizaspitze.

[b]: Zystidien. [c]: Quer-
schnitt  der  Mykorrhiza
[d]: Zydidien mit Schnd-
len. Protokoll der Pro-
benpréparation s. Kapitel
8.1.2.

Abb. 4.13. Radgereektronenmikroskopische Auf-
nahme ener Ektomykorrhizavon N. obliqua und D.
antartica. [a]: Zydidien. [b]: Mdogliche Zydidien
typen (D. antartica, dehe Pfel, Typ M). Protokall
der Probenpréparation s. Kapitel 8.1.2.

der Hyphen der Manteloberflache.
Lange der Hyphen mit Zydidien:
15-40 pm. Durchmesser der Kopfe
2-5pum.

Anatomie im Langsschnitt (Abb.
4.14): Mantddicke 10-25 pm, ca
5-10 Zdllagen, dle plectenchyma
tisch. Zdlen rundlich bis tangentid
ova, Grole der Zelen tangentid 2
15 pm, radid 1-4 pm. Wurzehaw
benderivate im innersten Mante-
bereich schmd langgezogen. Keine
Tamin-Zdlen. Mantelhyphen  ho-

mogen angeordnet.
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Abb. 4.14: Lichtmikros
kopische Aufnahmen e-
nes Langsschnitts ener
Ektomykorrhiza von N.
obliqua und D. antartica.

[a]:

Apikamerisem (AM),
Hyphenmantd (HM),
Hartigsches Netz (HN),
Zertrazylinder (Z2).

[b]: Detail aus amit Wurzelhaubenderiva- b s
(WD) A

Protokoll der Einbettung s. Kapitel 8.1.1. z

Epidemiszdlen drahlenformig in Richtung Spitze verlangert (vergl. erneut  unmykorrhizierte
Kurzwurzel in Abb. 8.2). Grofe tangertid 10-30 um, radid 20-50 pum. Paragpidermales
Hartigsches Netz.

Hauptform der Hypherzdlen um Epidermiszellen rund bis leicht ova. Einzdne Hyphen um
Epidermiszdlen ca 1 pm Durchmesser (Abb. 4.12.c). Anzahl der Rindenzdlenreihen 1-3.
Mit Palmetti- Strukturen.

Farbreaktionen mit verschiedenen Reagenzien: Mit Eisensulfat wurden Wéande und Zyto-
plasma der Mantehyphen schwach grin geférbt, die Zydidien zeigten hingegen keine Fa-
bung. Mit Sulfovanillin wurde der Mantel leicht rosa
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4.3.3 Gymnopaxillacese

4.3.3.1 Austropaxillus boletinoides

Abb. 4.15. Aufnéhmen ener Ektomykorrhize
von N. obligua und A. boletinoides. [a]:
Mykorrhiza- System [b]: Ektomykorrhizaspitze,

Habitus (Abb. 4.15): Verzweigung
undeutlich  monopodial. Hauptach-
s und Setenéste etwas geschlén
gdt, Spitzen abgerundet. Lange des
Verzwegungssystems  1,8-14 mm.
Lange der unverzwegten Sateren
den bis 1 mm. Durchmesser der
Achsen 0,3-04 mm. Durchmesser
der Seitenenden 0,1-0,3 mm. My-
korrhiza  glatt, schmutzigwel 3,
matt, selleweise dlbrig gléanzend.
Hyphenmantd grob netzig.

Rhizomorphen  zahlreich,  abzie-
hend von definierten Stellen, rund,
verzwegt, mit angehdngten Sklero-
tien. Wenige dabziehende Hyphen.
Sklerotien rund bis ovd, gdblich
well3, glanzend.

Mikroskopische Merkmale: Mar+
tel locker oder dichter plectenchy-
matisch, Typ B (Abb. 8.1l). Hy-
phen ohne Ausichtung verlaufend
(Abb. 4.16.a-b), glatt, oft mit war-
zenformigen Wandauflagerungen

(Abb. 4.16.c), gabelig verzwegt, hydin bis ockerbréunlich, cyanophil, dinnwandig, Septen
einfach, schnalenlos. Anastomosen meist ohne Septum (Abb. 8.1.11).

Durchmesser der Hyphen 3-6 pm. Ubergang von Mantdhyphen in abziehende Hyphen
kontinuierlich, Wande hydin, unverdickt, oft mit fenen krigtdloiden und warzenartigen
Auflagerungen, Hyphendurchmesser 3-6 pum. Abziehende Hyphen gabdig verzweigt. Intra-

hyphale Hyphen vorhanden.
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Abb. 4.16. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer Ektomykorrhiza von N. obliqua
und A. boletinoides. [a]: Ektomykorrhizaspitze. [b]: Hyphenmantd. [c]: Hyphe mit
tropfchenformigen Wandauflagerungen. [d]: Detall einer Rhizomorphe. Protokoll der Proben
praparation s. Kapitel 8.1.2.

Die innere und mittlere Mantelschicht
snd wie die aul¥ere Manteschicht
plectenchymeatisch, aber etwas
dichter. Rhizomorphe Typ A und F
(Abb. 8.4.Il), glatt, rund, Durch
messer 3-50 um (Abb. 4.16.d). Eine
bis mehrere Zertrahyphen in der
Mitte oder am Rand, hydin oder
bréaunlich  pigmentiert, Durchmesser

Abb. 4.17: Rasterdektronenmikroskopische Auf- 1,5-5um.

nahme ener Mykorrhiza von N. obliqgua und A. . :
boletinoides. [a]: Sklerotien. [b]: Mogliche Sklero- Sklerotien im Schnitt pseudopar

tientypen (A. boletinoides s. Pfeil). renchymatisch.  Nicht immer  vor-
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handen. Groéle 0,1-05 mm. Wie in Abbildung 4.17 gut zu erkennen i, hangen die Sklerotien
direkt an Rhizomorphen. Von der Grofe her erreichen diese jedoch nicht den Durchschnitt

ausgewachsener Sklerotien. Es handdt sch daher um junge Sklerctien. Zdlen in der Mitte

des Sklerotiums sind grol¥er ds am Rand. Wande hydin, unverdickt.

Anatomie im L&ngsschnitt (Abb. 4.18): Manteldicke 215 um, ca. 515 Zdllagen, dle dec-
tenchymatisch. Zdlen rundlich bis tangentid ova, Grole der Zelen tangentid 2-7 pm, radia
1-4 um. Wurzehaubenderivate im innersten Mantelbereich schmd langgezogen.
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Gy B | Abb. 418 Lichtmikrosko-
S | pische Aufnehmen  eines
=5 Léngsschnitts  einer  Mykor-

5 NTA A { rhiza von N. obliqua und A
SR g ’ ;g I/ | boletinoides:
e HN( A _; 2 [a]: Apikalmeristem (AM),
<L LA % _104m Hyphenmantel (HM),

Z AL Hartigsches Netz (HN),

Primére Rinde (PR) und Zentralzylinder (Z2).
[b]: Detall aus amit Wurzehaubenderivaten (WD).
Protokoll der Einbettung s. Kapitel 8.1.1.

Die Epidermiszd-
len  drahleformig
in Richtung Spitze
verlangert (vergl.
Abb. 82). Grole
tangentid 3-9 um,
radial 730 um. Pa
ragpidermaes Har-
tigsches Netz.

Hauptform der Hy-
pherzdlen um Epi-
dermiszelen  rund
bis leicht ova. Ein-
zdne Hyphen um
Epidermiszellen ca

1 pm Durchmesser.

Anzahl der Rinden-
zdlenraghen 1-3.
Mit Palmetti- Struk -

turen.

Farbreaktionen mit verschiedenen Reagenzien. Mit KOH wurden die Hyphenwande des

Mantels kastanienbraun. Mit Formol wurden die Hyphenwande des Mantdls leicht grunlich.
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4.4 Wachstumsverhaten des Fruchtkorpermyzels
in Reinkultur

Austropaxillus boletinoides: Das isolierte Fruchtkérpermyzd entwickdte auf MMN-Agar-
ndhrmedium nach 6-7 Tagen langsam en kréftiges well3es Myzel. Nach langerer Inkubations-
zeit verénderte sch die Farbe Uber helere Gebtone (14 Tage) zu einem gdblichen Braun (4
Wochen). Die Hyphen wiesen tellweise ene rauhe Wandgruktur und Schnalen auf. Die
Ausbreitung der Kultur erfolgte kompakt, konzentrisch um das Fruchtkorperstiickchen. Der
Farbwechsd der Isolate setzte sch vom Inneren der Kultur nach auen fort. Die Kultur
bildete zunéchst enen &ul¥eren weilfen Rand aus, der nach 2-3 Monaten verschwand. Der
Durchmesser der gelbbraunen Hyphen (dtere, innere Hyphen) lag bel 3-5 um. Nach 4 bis 5
Uberimpfungen steigerte sich die Wachstumsgeschwindigkeit radia auf 3-4 cm pro Monat.

Austropaxillus statuum: Das isolierte Fruchtkérpermyze wurde auf MMN-Agarnghrmedium
zunéchst von kréftig wachsenden, weif3en Hyphen Uberwuchert (8 Tage). Danach erfolgte
ene konzentrische Ausbreitung der Hyphen um die Rilzstiickchen. Das Myzd lag auf dem
Agar auf und es war kein Luftmycd vorhanden. Von den Pilzstiickchen nach auf3en trat nach
etlwa 25 Tagen ein Farbwechsd des Isolats zu helbraunen Tonen auf. Auf dem Rand konnte
nach dre Monaten noch ein hdler Ring beobachtet werden. Der Durchmesser der Hyphen
betrug 3-7 um. Stdlenweise waren die braunen Hyphen mit warzenartigen Strukturen besetzt.
Schndlen waren nicht vorhanden. Die  Wachstumsgeschwindigkeit des Myzels auf MMN-
Agarndhrmedium war sehr langsam (1 cm pro Monat). Daher wurde das isolierte Frucht-
korpermyzd zunéchst in Erde-Néhrmedium (s. Kap. 3.1.2.5) gehdten, was die Wachstumsge-
schwindigkeit dgnifikant erhdhte (5 cm pro Monat). Nach 4 Monaten efolgte dann
schliellich ene Uberimpfung auf MMN-Agarmnahrmedium, in welchem dann die Wachstums-
geschwindigkeit des Erde-Nahrmediums erreicht wurde.

Descolea antartica: Das isolierte Fruchtkorpermyzel bildete nach 7-8 Tagen auf MMN-
Agarndhrmedium feine Hyphen aus. Diese waren zunéchgt hydin und spdter well3 Das Myzd
wuchs konzentrisch. Der leichte Farbwechsd erfolgte vom Inneren der Kultur nach auf¥en.
Der Durchmesser der Hyphen betrug 2-6 um. Schnalen wurden ausgebildet. Die Wachstums-
geschwindigkeit auf MMN-Agarndhrmedium betrug 3,5-6,8 cm pro Monat.

Boletus loyo: Das isoliete Fruchtkdrpermyzd von B. loyo bildete nach 3 Wochen Kulturzeait
auf MMN-Agandhrmedium (2 Wochen auf Wurzelhomogenat-N&hrmedium oder Erde-Nahr-
medium, s. Kgp. 3.1.25) zahlreiche feine weille Hyphen aus. Nach 5 his 8 Tagen wurden
diese kréftiger und nahmen eine goldgebe Farbe an. Das Wachsdum des Myzds efolgte
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konzentrisch. Der Hyphendurchmesser betrug 4-8 um. Die Hyphen zeigten glaite Wande. Es
bildeten dch keine Schndlen aus. Auf MMN-Agandhrmedium war lediglich en langsames
Wachsum zu beobachten (0,15 cm in 14 Tagen). Auf Wurzelhomogenat-Nahrmedium oder
Erde-Néhrmedium (s. Kap. 3.1.25) war die Wachsumsgeschwindigkeit sgnifikant erhoht (3-
4 | 2,4-3 cm pro Monat). Nach mehrmaigem Uberimpfen und anschlieffendem Ubertragen
aif MMN-Agandrmedium beschleunigte sch das Wachstum des Isolas auf ene
Wachsumsgeschwindigkeit von 3-5 cm pro Monat.

Boletus chilensis:. Auf MMN-Agandhrmedium zeigte das isoliete Fruchtkorpermyzd
praktisch keine Entwicklung. Das Fruchtkdrpermyzd auf Wurzehomogena-Nahrmedium (s.
Kap. 3.1.2.5) entwickelte sch nach 10 Tagen und erechte ene Wachstumsgeschwindigkeit
von 3-4 cm pro Monat. Auffdlend war, wie be B. loyo, die welliche Farbung der jungen
Hyphen, die sch spéter hin zu gdblichen Tonen veranderten. Das Wachsum des Myzels
efolgte konzentrisch. Der Hyphendurchmesser betrug 3-7 um. Die Hyphenwdnde waren
glat. Es bildeten sich keine Schndlen aus. Nach 5 Monaten wiederholter Uberimpfung auf
Wurzdhomogenat-Nahrmedium  (einma  pro Mona) wurde das Myzd af MMN-
Agandhrmedium  Uberfuhrt. Am Anfang zeigte sch ein noch langsames Wachsum. Nach
erneuten Uberimpfungen gelte sich jedoch eine Wachstumsgeschwindigkeit von 3-5 cm pro

Monat en.

Paxillus involutus: Nach einer Kulturdauer von 9 Tagen konnte be Gewebestiickchen auf
MMN-Agandhrmedium en Hyphenwachdum fesigedtellt werden. Die jingeren Hyphen
wiesen eine welle Farbe auf, die nach 20 Tagen gelb bis gelbbraun wurde. Das Isolat zeigte
deutlich septiete Hyphen mit Schndlen und auf den Hyphenwénden tellweise tropfchenartige
Auflagerungen. Das Wachsdum des Myzels efolgte konzentrisch. Der Hyphendurchmesser
betrug 3-5,5 um. Die Wachstumsgeschwindigkeit erreichte 4-7 cm pro Monat.

Xerocomus rubellus: Das isolierte Fruchtkdrpermyzel von X. rubellus bildete auf MMN-
Agarndhrmedium zwar erse Hyphen, zeigte aber kein dgnifikantes Wachsgum. Auf Wurzd-
homogenat-Nahrmedium (s. Kap. 3.1.2.5) bildeten sch zahlreche feine Hyphen aus Diese
waren zunéchst schwach rosa und teilweise slbrig glanzend, danach wurden se kréftiger und
gelb. Die Hyphen haten einfache Septen, die Wande waren glatt. Der Hyphendurchmesser
betrug 5-7 um. Das Wachstum des Myzels erfolgte konzentrisch. Das Pilzmyzel schied dicke,
braune, fliissge Tropfen aus. Es bildeten sch keine Schndlen. Nach 6 Monaen wurde das
Myzd auf MMN-Agandhrmedium Ubertragen. Es ddlte sch eine rdativ langsame Wachs-
tumsgeschwindigkeit von 2-4 cm pro Monat en.
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4.5 Isolierung von Cenococcum geophilum und
Wachstumsverhalten in Reinkultur

Wie bereits erwahnt, wird C. geophilum den Fungi imperfecti zugeordnet und bildet
somit eine Ausnéhme unter den im Rahmen diesr Arbeit verwendeten Mykorrhizapilzen
(Kap. 3.1.26). Eine eindeutige Klassfizierung von C. geophilum mufd daher Uber die Ekto-
mykorrhiza und Charakteristiken der Reinkultur erfolgen.

Im Habitus hebt sch C. geophilum von den anderen dunkelbraunen bis schwarzen My-
korrhiza-Arten ab. Die Mykorrhiza wes immer enen kohlschwarzen Hyphenmantd auf, wé
hrend andere Mykorrhiza-Arten
braun bis schwarzoraun snd. Im
jungen Stadium dnd die Spitzen
der Mykorrhizen von grauer
Farbe. Die abziehenden Hyphen
von C. geophilum weisen dark
verdickte Zdlwande auf und se-
hen gar vom Hyphenmante ab
(Abb. 4.19). Im Gegensatz dazu
werden die anderen Mykorrhiza-
Arten locker-wollig von den ab-
Ziehenden Hyphen umhillt.

Die besondere Mantelober-
flachengtruktur ~ erméglicht  ene
endeutige Bedimmung von C.
geophilum. Die Hyphenzdlen des
plectenchymatischen Mantels
ordnen dch in enem regdméld-
gen Muder enes Sterns an: von
gne  Zentrdzdle laufen die
Mantelzdlen drahleformig  aus-

gnander, Typ G (Abb. 8.1.). Die
Zdlwinde der nebendinenderlie- Abb. 4.19: Aufnahmen ener Ektomykorrhize
von N. obliqua und C. geophilum. [a]: Mykorrhi-
Za- System [b]: Mykorrhizaspitze.

genden Hyphen snd verschmol-

zen, Anastomosen ohne Septum
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(Abb. 8.1lII), Intrahyphde Hyphen vorhanden. Die Mykorrhiza is mes unverzweigt,
manchma aber auch unregdmddg verzweigt. Die Form der unverzwegten Enden ig
keulenartig. Die Enden snd stumpf abgerundet. Die Mantdoberfléche i samtig glénzend.
Rindenzellen nicht durchscheinend (Abb. 4.19.a-b). Altere Mykorrhizen sind teilweise matt
mit leicht brockdigem Mantel.

SKlerotien and Uberwiegend kugdig, aer auch zylindrisch oder ovd. Se haben ene
tiefschwarze, glatte, glénzende Oberfléche, teilweise mit abstehenden Hyphen. Die Sklerctien
haben einen schwarzen, pudrigen Inhalt.

Mykorrhizastickchen des Mantes komten efolgreich abgetrennt werden. Sie wurden
nach 4 Tagen aff MMN-Aganéhrmedium mit feinen weilRen Hyphen Uberwuchert und
wuchsen schliedich konzentrisch aus. Nach ewa enem Monat nahmen die Hyphen von
innen nach aulen ene rotbraune Farbe an, um sch anschlief?end schwarz zu férben. Nach
zwe Monaten wies die PFilzkolonie noch enen wellichen Rand mit enigen bréunlichen
Hyphen auf.

Das Myzd drang wéhrend des Wachstums in den Agar en und wuchs dicht aneinander
glaget. Das Luftmyze entwickdte sch sehr schwach, aber kompakt. Innerhab der
Filzkolonie konnten neben schwarzen Hyphen (dtere Hyphen, 2,57 um Durchmesser) immer
auch hydine Hyphen (junge Hyphen, 1-2 pm Durchmesser) gefunden werden. Die Hyphen
waren septiert und schndlenlos. Sie wiesen Konidien und manchma  Chlamydosporen auf. Es
gdlte 9ch eine Wachstumsgeschwindigkeit von 2-2,5 cm pro Monét en.

4.6 Inokulation von N. obliqua —
Auswahl der Ektomykorrhizapilze

Versuche zur Synthese von Ektomykorrhizen an Samlingen von Nothofagus in Rhizotro-
nen (s. Kap. 3.1.3) efolgten mit den in den Kapiteln 4.2, 4.4-5 beschriebenen selbgtisolierten
Filzarten sowie mit der im Labor etablierten Kultur von Pisolithus tinctorius (Kap. 3.1.3).

Be den fir Nothofagus spezifischen Ektomykorrhizapilzen zeigten sSch be Descolea
antartica bereits in weniger ds enem Monat Erfolge Be Austropaxillus statuum waren
hingeggen s nach dreé Monaten Ansdze zur Mykorrhizabildung zu  erkennen. Be
Austropaxillus boletinoides dauerte es sechs, bei Boletus loyo seben Monate, bevor eine My-
korrhizabildung erfolgte. Mehrere Inokulierungsversuche mit Boletus chilensis scheiterten.

Mit den ungpezifischen Mykorrhizepilzen waren Inokulationsversuche mit  dlen  vier
Mykobionten erfolgreich. Wahrend sch be Paxillus involutus und Pisolithus tinctorius
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bereits nach zwe bis drei Wochen Ansdize zur Mykorrhizabildung zeigten, dauerte es bel
Cenococcum geophilum mindestens einen Monat. Xerocomus rubellus zeigte erst nach etwa

6 Monaten erste Ansétze der Mykorrhizierung.

Um fir die in den folgenden Kapiten beschrigbenen waetergehenden Untersuchungen
von N. obliqua Ektomykorrhizen geniigend Versuchsmaterid in vertretbarer Zeit zur
Vefligung zu haben, wurden Impfungen an Samlingen von N. obligua auf folgende
Mykorrhizapilze beschrénkt:

- D. antartica ds Représentant fir einen Nothofagus- spezifischen Ektomykorrhizapilz.

- P. involutus, P. tinctorius und C. geophilum as Représentanten fir unspezifische Ekto-
mykorrhizapilze von Nothofagus.

Die gynthetiserten Ektomykorrhizen waren von natlrlich wachsenden Ektomykorrhizen
weder im Habitus noch mikroskopisch zu unterscheiden. Nur  Mykorrhizen von A,
boletinoides waren zunéchst vid heler ds die im Freland gefundenen. Ers nach enigen
Wochen erhidten die Ektomykorrhizen ihre in der Natur typische, schmutzig-weil3e bis leicht
gelbbraune Farbung.

Fur dle wetergehenden Experimente, welche ganze Mykorrhizen zum Gegenstand
hatten, wurden Ektomykorrhizen stets 5 Wochen nach ihrer Inokulation verwendet (Kap.
484). In Experimenten, in welchen hingegen lediglich Ektomykorrhizapilze in Renkulturen
untersucht wurden, waren A. boletinoides, D. antartica, P. involutus, P. tinctorius und C.

geophilum Gegenstand der Messungen.

4.7 Bodenuntersuchungen

4.7.1 Bodenprofil

Naturwald (N. obligua): Der oberste Haupthorizont des Bodenprofils des Naturwaldes von
N. obliqua besteht bis zu einer Tiefe von ca. 45 cm aus organischem Materid (Ol, Of und
Oh, s. Abb. 4.20):

= O: 2 om tief. Organisches Ausgangsmateria (weitgehend unzersetzte Pflanzensubstanz
an der Bodenoberfldche mit deutlichen erkennbaren Strukturen).

= Of: 2camtief. Grobhumushorizont (Humus mit noch erkennbaren Strukturen).

= Oh: 05 om tig. Fanhumushorizont (reiner Humus), schwarz bis  dunkebraun
(7,5YR3/2).
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Der minerdische Horizont bis zu einer Tiefe von 56,5 cm setzt sich wie folgt zusammen:

= Ah: 8 om tief. Gemischter Horizont aus Humus und Minerdien. Dunkdbraun

(7,5YR3/3).

= Aeh: 10 cm tief. Helbrauner Horizont (7,5YR3/6) mit Zeichen von Auswaschungen,
welche Tonminerdien, Fe, Al und organische Substanzen aus der verblelbenden Schiuff-

und Sandschicht herausgel 6t haben.

=  Bv: 17 cmtief. Rotbrauner Horizont (5Y R5/6). Stellenweise schwach seinig.

= BvV/II Bv: 17 cmtief. Rotbrauner Horizont (5Y R5/6). Mit zunehmendem Steingehdlt.

Die Wurzdtiefe von N. obliqua betrug etwa 50 cm. Bis zu einer Tiefe von ca 15 cm

waren mykorrhiziete Wurzdspitzen und Myzdium vorzufinden. Der Boden war  homogen
und wies eine deutliche Krimelgefligeform an der Oberfléche auf. Mit zunehmender Tiefe
waren Subpolyedergefligeformen und schlieldich Polyedergefligeformen anzutreffen.

Aufforstungswald (P. radiata): Der organische Horizont des Bodenprofils des Aufforsungs-

Ol

0 Of
Oh
e ' Ah

ik B Bt
i. ] E r_ i i,ﬂ ..- Am

o — oBv
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33%% i BY

Abb. 4.20: Tiefenprofil [a] und Detal eines Tiefenprofils
[b]. Ol: Organisches Ausgangsmaterid, Of: Grobhumus-
horizont. Oh: Fenhumushorizont. Ah: Gemischter Hori-
zont aus Humus und Mingdien. Aeh: Hédlbrauner Hori-
zont. Bv: Rotbrauner Horizont. Bv/I1Bv: Rotbrauner Hori-
zont mit zunehmendem Steingehdt.

waldes von P. radiata
unterscheidet sch
vom organischen Ho-
rizont des Bodenpro-
fils des Naurwades
von N. obliqua ledig-
lich in der Dicke der
Horizonte: OI = 1-1,5
cm, Of = 25 cm und
Oh=15cm.

Der minerdische Ho-
rizont des Bodenpro-
fils des Aufforsungs-
waldesvon P. radiata
unterscheidet sich  nur
in  den folgenden,
oberen Horizonten:
Ah = 7 cm, Aeh =
12,5cm.
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Aufforstungswald (E. globulus): Die Horizonte des Bodenprofils des Aufforstungswaldes

von E. globulus unterscheiden sch von den organischen Horizonten des Bodenprofils des
Naturwades von N. obliqua in folgenden Punkten: Ol = 0,5 cm, Of = 25 cm, Oh = 2 cm, Ah
=6cmund Aen=12cm.

Weide: Die Weide wies sich durch einen gut entwickelten Ah-Horizont = 30 cm aus.

4.7.2 Physkalische Bodenparameter

Die Wasserkepazitét betrug im Naturwad von N. obliqua 55 %, im Aufforsungswad
von P. radiata 49 %, im Aufforsungswad von E. globulus 40 % und auf der Weide 37 %.
Alle wateren physikaischen Bodenparameter snd in Tabelle 4.4 zusammengestellt.

Tiefe Kornung (%) Dichte | Lagerungs- Porenvo -

(em) | Sand | Schiuff | Ton | (g/em®) | dichte (g/em®) | lumen (%)
Naturwald | 0-22 | 234 | 482 |284| 101 0,95 50
N.obliqua |22-50| 145 | 455 |[400 | 223 1,15 48
Forst 0-24| 144 48,0 37,6 2,25 1,18 47
P.radiata |24-50| 10,3 45,7 44,0 2,92 1,57 46
Forst 0-23 | 259 489 [2520( 1,86 0,97 48
E.globulus |{23-50| 150 | 438 [4120| 215 1,19 45
Wede 0-30 | 22,2 520 | 258 | 1,97 0,99 50
30-50| 13,1 42,0 449 25 1,28 49

Tab. 4.4. Physkaische Bodenparameter (Kornung, Dichte, Lagerungsdichte und Porent
volumen) der vier Untersuchungsgebiete (N. obliqua, P. radiata, E. globulus und Weide) in
Abhangigkeit der Bodentiefe,

4.7.3 Chemische Bodenparameter

Die chemischen Bodenparameter des Naturwaldes von N. obliqua, des Aufforsungs-
wadesvon P. radiata, des Auffordungswades von E. globulus und der Weide sind in Tabel-

le 4.5 zusammengestdt.
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Wald Wald Wald Weide
Bodenanalyse (Naturwald) (Forst) (Forst) (Kuhe)
N. obliqua P. radiata E. globulus

pH H,O 5,60 5,66 5,32 5,25

pH KCI 4,55 4,49 4,72 4,50

Cotal) [%0] 9 5,10 6,30 9,10

N (total) [%0] 0,55 0,34 0,56 0,74

CIN 16,4 15,0 114 12,3

P (Olsen) [ppm] 2,6 38 3,6 20,0

Al [ppm] 1831 1001 1328 845
Na[ppm] 40 28 34 30

K [ppm] 54 103 50 294

Ca[ppm] 185 462 52 833

Mg [ppm] 57 90 24 186

Fe [ppm] 125 116 102 215

Mn [ppm] 10,5 18,9 18,0 39,9

Cu [ppm] 5,6 3,7 4,2 4,2

Zn [ppm] 1 05 1,5 33

B (CaCl) [ppm] 0,7 0,5 0,2 1,0
S (CaPOyg) [ppm] 37 26 41 7
Al-KCI [ppm] 77 58 16 67

Tab. 4.5: Ergebnis der chemischen Bodenanalysen aus Proben von Naurwddern von N.
obliqua, Forst von P. radiata, Forst von E. globulus sowie Weiden.

4.7.4 Adsorptionskapazitét von Allophan
In diesem Kapitd wird der pH-Wert-abhangigen Kinetik der Phosphatadsorption an Allo-
phanen Beachtung geschenkt.

Aufgrund ihrer sehr hohen lonenAustausch-K apaztét adsorbieren Allophane mit Hilfe
von Al oder FE" lodiche Phosphate und wandeln sie in einer Kaalysatorreaktion in fir
Pflanzen unzugéngliche Varisait- oder Strengtmineralien um (vergl. Kap. 2.3.4.2).
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Abbildung 4.21.a zeigt das Verhdten der Absorption von Phosphormolybdanblau bel 710
nm, welche sich proportional zum Antell des Phosphats in Losung verhdlt (s. Kap. 3.2.2).
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Abb. 4.21: Adsorptionskepazitdt von Allophan fur
PO, in Abhéngigkeit verschiedener pH-Werte (3-7).
[a]: Absorption von Phosphomolybdanblau bel 710
nm (proportiona zum Phosphatgehat des Uber-
dandes) bel verschiedenen pH-Werten in Abhangg-
keit der Inkubationszeit.

[b]: Antell des freden (weld) und des an Allophan
adsorbierten (rot) PO, (mg [KHPO4)/g[Allophan]) in
Abhdngigkeit des pH-Wertes. Schraffur kennzeich
net den Vaiaionsbereich. Dargestelt snd jewaells
Mittelwerte und Standardabwel chungen.

Wie gut zu erkennen
ig, eracht die Adsorp-
tionskinetik  recht  schnell
ihre  Sitigung.  Berdts
nach etwa 30 min snd Uber
60 % des zu adsorbieren
den Phosphats aus der
Lésung verschwunden (auf
den e'ten Anteil reduziert).

Wie in Abbildung 4.
2la bedts quditaiv zu
ekennen i, definiert der
pH-Wert der  Umgebung
die Kapazitét der Phosphat-
adsorption. Be pH 3 ist der
Antel des verblebenden
Phosphats in der Ldsung
deutlich geringer ds be
den pH-Werten 4, 5, 6 und
7. Die quantitative Auswer-
tung in Abb. 4.21.b unter-
ditzt diese  Beobachtung
und zeigt ene sukzessve
Steigerung  der  Adsorp-
tionskgpazitdétc mit gnken
dem pH-Wert an.

Innerhab der pH-Wer-
te 3-7 variiert die Adsorp-
tionskapaztdé um 3 mg
angesetzzien KH,PO, fir
jedes Gramm Allophan.
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4.8 Bestimmung der Phosphataseaktivitéat

Die Aktivitét extrazdluldrer und oberfléchengebundener Phosphatasen in - Reinkulturen
der Mykorrhizapilze A. boletinoides, P. involutus, P. tinctorius, D. antartica und C. geophi-
lum wurde im Rahmen dieser Arbet in Abhangigkeit des pH-Wertes (pH = 3-7) sowie des
Phosphatangebotes des Nahrmediums bestimmt (0-100 %) (. Kap. 8.3). Des Weiteren erfog-
ten Messungen an enem Sysem, an welchem mit den bidang vorhandenen Methoden keine
Bedimmungen der Phosphatasesktivitdten moglich waren: An mykorrhizierten und unmykor-

rhizierten Kurzwurzeln von N. obliqua.

In Kapitd 4.8.1 werden die Ergebnisse der absorptionsspekirometrischen Bestimmung
der extrazdlul&en und der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitét in - Mykorrhizapilzen
mit Hilfe von pNPP gezeigt (s. Kap. 3.3.1).

Im folgenden Kapitd 4.8.2 efolgt ein direkter Vergleich zwischen den Ergebnissen der
im Rahmen dieser Arbeit entwicketen fluoreszenzmikroskopischen Methode zur Quarntifize-
rung von oberfléchengebundenen Phosphataseaktivitéten und den Ergebnissen der pNPP-Me-
thode. Dieser Vergleich dient zur abschlieRenden Uberprifung und Kldrung der Frage, ob die
neue, mikroskopische Methode verlddich zur Quantifizierung von Huoreszenzintensitéten
eingesetzt werden kann.

In Kapitel 4.8.3 werden Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Methode vorgestdlt,
welche neben der Phosphatasesktivitét auch die Struktur der phosphatasesktiven Zentren be-
rickschtigt.

Kapitd 4.84 widmet sch dann den Ergebnissen der fluoreszenzmikroskopischen Bestim-
mung der Phosphatasesktivitdten an Querschnitten von mykorrhizieten und unmykorrhizier-

ten Kurzwurzeln von N. obliqua in vivo.

4.8.1 Spektrometrische Bestimmung der extrazellularen und
der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitét von
Mykorrhizapilzen mit Hilfe von pNPP

Die Ergebnisse der absorptionsspektrometrischen Bestimmung der Aktivitét der extra
zdluden Phosphatasen von funf Mykorrhizapilzen von N. obliqua mit Hilfe von pNPP (s

Kap. 3.3.1) snd in Abbildung 4.22 dargestellt, wobel die Malistdbe fur die Aktivitdten unter-
schiedlich sind.
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Absolute maximde extrazeluldre Phosphataseaktivitdten zwischen 350 und 450 pmol
[PNP] g4 werden von A. boletinoides bei pH = 3 erreicht (Abb. 4.22.b). P. tinctorius (Abb.
4226 zegt dne maximade Phosphataseaktivitdt von etwa 300 pmol [pNPg kit bei dnem
Phosphatangebot von 60 % bzw. 100 % und pH-Werten zwischen 4,5 und 5. P. involutus
erreicht eine maximae Phosphataseaktivitat von 250 pmol [pNPg ikt be pH = 3 und gerin
gem Phosphatangebot (Abb. 4.22.8). C. geophilum (Abb. 4.22.d) und D. antartica (Abb.
4.22.c) weisen bel pH = 3 und einem Phosphatangebot von 60 % ihre Maxima von 120 bzw.
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50 umol [pNPPg*xi! aif. Alle Mykorrhizapilze zeigen tendenzidl eine mit steigendem pH-
Wert dbfdlende extrazdluldre Phosphataseaktivitét (Abb. 4.22.a-d). Lediglich P. tinctorius
(Abb. 4.22.e) zeigt be einem Phosphatangebot von 60 % bzw. 100 % ein deutliches Maxi-
mum zwischen den pH-Werten 4,5 und 5. Der Ansatz eines Maximums ist auch be P. involu-
tus bei pH-Werten um 5,5 zu sehen (Abb. 4.22.a).

In Abhéngigkeit des Phosphatangebotes ergibt sch mit Ausnaéhme von P. involutus (Abb.
4.22.8) kein geschlossenes Bild. P. involutus erhoht die Aktivitét extrazdluldarer Phogphatasen
be snkendem Phosphatangebot um den Faktor 5. A. boletinoides (Abb. 4.22.b) weist hinge-
gen die geringsten reativen Anderungen der extrazdluldren Phosphataseaktivitien in Abhan
gigkeit des Phosphatangebotes auf.

Die Ergebnisse der Bedimmung der oberfléchengebundenen Phosphataseaktivitdten sind
in Abbildung 4.23 zu sehen. Alle Mykorrhizapilze zeigen ene hohe Variabilitdt der oberfla-
chengebundenen Phosphatasesktivitsten gegenlber variierendem Phosphatangebot (Kap. 8.3)
und in Abhéngigkeit der pH-Bedingungen der Messungen.

Die Rehenfolge der absoluten maximaden oberflachengebundenen  Phosphataseaktivi-
tdten soiegdt nicht die Relhenfolge der Aktivitéten extrazeluldrer Phosphatasen wider (vergl.
Abb. 4.22 und 4.23). Die mit grof3em Absand (Fektor 4) hochsten oberfléchengebundenen
Phosphataseaktivititen werden mit beinahe 400 pmol [pNP]xj*%i! be P. tinctorius unter den
Bedingungen pH = 4 und bae pH = 6 bis 6,5 und einem Phosphatangebot von 60 % erreicht
(Abb. 4.23.e). P. involutus und A. boletinoides (Abb. 4.23.a und b) folgen in dieser Hierarchie
mit Werten um die 100 pmol [pNP]si%i' bei einem Phosphatangebot von 30 % und pH-
Werten von 4,5 bzw. 5. D. antartica (Abb. 4.23.c) erreicht bel pH = 4,5 und einem Phosphat-
angebot von 60 % en Maximum von ca 70 pmol [pNP]gkt. Das Schlusdicht be den
oberflachengebundenen Phosphataseaktivitéten bildet C. geophilum (Abb. 4.23.d) mit ca. 12
pmol [pNP]j %t bei pH = 5 und einem Phosphatangebot von 60 %.

Auch der Velad de Werte der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitdten in
Abhdngigkeit des pH-Wertes i nicht mit dem Velauf der Werte extrazdluléer Phospha-
tasen zu verglechen (vergl. Abb. 4.22 und 4.23). In extremen Bereichen des pH-Waertes (3
und 7) zeigen oberfléchengebundene Phosphatasen der Mykorrhizapilze (mit Ausnaéhme von
A. boletinoides) eher geringe Aktivitdten. Ansongen snd e@n Maximum (P. involutus, C.
geophilum, D. antartica) oder auch zwel Maxima zu erkennen (A. boletinoides, P. tinctorius).
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In Abhangigkeit des Phosphatangebotes ergibt sich fir die oberflachengebundenen Phos-
phataseaktivititen keine in der Tendenz zu unterdreichende Entwicklung. Diese Beobachtung

dimmt mit den extrazellulé&ren Phosphataseaktivitéten Uberein (vergl. Abb. 4.22 und 4.23).

Unterschiede und Gemeinsamkeiten von Messgrofien, welche von mehreren Parametern
abhangen, konnen sehr anschaulich mit Hilfe von bivariaten, farbcodierten Graphiken dar-
gestdlt werden (s. Abb. 4.24 und Abb. 4.25). In Abbildung 4.24 wird noch einma deutlich,
dass auler P. involutus (Abb. 4.24.a) keiner der Mykobionten ein stetiges Verhaten der

extrazdluldren Phosphataseaktivitét

in  Abhangigkeit des Phosphatangebotes zeigt. Diese
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Abb. 4.24: Extrazdlué&e Phosphataseak-
tivititen fir verschiedene Mykorrhiza
partner von N. obliqua in Abhangigkeit

et des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 3-7) und
§ 5 des Phosphatangebotes (X-Achse: 0-100
: %). [a]: P. involutus. [b]: A. boletinoides.
- \ [c]: D. antartica. [d]: C. geophilum. [e]:

P. tinctorius.
Dargestelt ist die Farbskalierung:

3 k\ m Schwarz-blau-hdllblau-grin-gab-rot fur
0 30 60 100  minimde his maximde Phosphataseakti-
Phosphatangebot [%] vitaten aus Abb. 4.22.

Mykobionten zeigen be geringen pH-Werten ein Maximum be einem Phosphatangebot
zwischen 60 und 100 %. Ansongen sinkt die Aktivitét dler Mykobionten mit seigendem pH-
Wert. Nur bel A. boletinoides und P. tinctorius snd Anzeichen eines Maximums bei pH-

Werten zwischen 4 und 5 zu erkennen.
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Abb. 4.25:  Oberflachengebundene Phos-
phataseaktivititen fir verschiedene My-
korrhizapartner von N. obliqua in Abhan-
gigkeit des pH-Wertes (Y-Achse pH = 3-
7) und des Phosphatangebotes (X-Achse
0-100 %). [a]: P. involutus. [b]: A. bole-
tinoides. [c]: D. antartica. [d]: C. geophi-
lum. [e]: P. tinctorius.

Dargestdllt ist die Farbskalierung:

Schwarz-blauhdlblau grin-geb-rot far
0 30 60 100 minimde bis maximde Phosphataseakti-
Phosphatangebot [%)] vitaten aus Abb. 4.23.

pH-Wert

Im Gegensatz zu Abbildung 4.24 sind die Muster der oberfléchengebundenen Phosphata
seaktivitéten (Abb. 4.25) generdl feiner strukturiert. Deutlich zu erkennen sind die ausgeprag
ten Maxima be definieten pH-Werten und Phosphatbedingungen fir dle Mykorrhizapilze,
Auch ba den oberfldchengebundenen Phosphataseaktivitdten sind die Muster untereinander
zwar vom Charakter her dhnlich, inihrer spezidlen Ausprégung jedoch unterschiedlich.
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4.8.2 Methodenvergleich der spektrometrischen und der fluores-
zenzmikroskopischen Bestimmung der oberfl&chengebun-
denen Phogphataseaktivitét von Mykorrhizapilzen
Nachdem in Kapitd 4.8.1 die Ergebnisse der absorptionsspektrometrischen Bestimmung
der extrazelul&en und der oberfldchengebundenen Phosphatasesktivitdt von Mykorrhiza-
pilzen mit Hilfe von pNPP gezeigt wurden, efolgt in diesem Kapite en direkter Vergleich
der Quantifizerung der oberflachengebundenen Phosphataseektivitdten zwischen der im
Rahmen dieser Arbet entwickdten fluoreszenzmikroskopischen Methode mit Hilfe des
Fuorophors ELF-97 (s. Kap. 3.3.2) und der pNPP-Methode.

Dieser Vergleich soll zur abschlief?enden Klarung der Frage dienen, ob die neue, mikros-
kopische Methode verlddich zur Quantifizierung von Phosphataseaktivitéten, insbesondere in
ganzen Mykorrhizen (s. Kap. 4.8.4), eingesetzt werden kann. Die in den Abbildungen 4.26 bis
4.30 dieses Kapitels verwendeten Farbintervale (schwarzblau-hdlblau-grin-gdb-rot) skalie-
ren jewels die gemessnen minimaen und maximaen Phosphataseaktivitééen der Rilzhyphen
(vergl. Abb. 4.25 und Originddaten in Abb. 8.3-7).

Abbildung 4.26 zeigt den direkten Verglech der Bestimmung der oberflachengebunden:
en Phosphataseaktivitédten an Hyphen von P. involutus in Abhangigkeit des pH-Wertes (pH =

7
6 )
&
5
=
:CE)_ 4 S
3 a K
k = — =
0 30 60 100 0 30 60 100
Phosphatangebot [%0] Phosphatangebot [%0]

Abb. 4.26: Oberflachengebundene Phosphataseaktivitét von P. involutus in
Abhangigkeit des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 37) und des Phosphatangebo-
tes (X-Achse: 0-100 %).

[a]: Colorimetrische Bestimmung mit pNPP.

[b]: Huoreszenzmikroskopische Bestimmung mit ELF-97.
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3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). Die Ergebnisse der colorimetrischen Bedimmung
oberfléchengebundener Phosphataseaktivitdéeen mit pNPP  (Abb. 4.26.8) gleichen in ihrer
Struktur den Ergebnissen der  fluoreszenzmikroskopischen Methode mit  ELF-97 (Abb.
4.26.b). Die Ubergange zwischen minimden und maximaen Phosphataseaktivitien der Pilz-
hyphen snd bel der fluoreszenzmikroskopischen Methode generdl etwas schérfer ausgepragt.
Vor dlem das doppdte Maximum bel einem Phosphatangebot von 30 %, welches berats in
Abbildung 4.26.a angedeutet ist, wird in Abbildung 4.26.b auf eindeutige Weise bestétigt. In
Abbildung 4.26.b ig dlerdings das Maximum be pH = 4 in saner Ausbreitung bis pH = 3
eweitert.

Fir D. antartica (Abb. 4.27) fdlt die Beschrelbung des Vergleichs der Ergebnisse beider
Methoden dhnlich aus wie fur P. involutus. Der generelle Aspekt beider Abbildungen ist sehr
dhnlich. Wie schon in Abbildung 4.26 sind die Ubergange zwischen minimden und maxima-
len Phosphataseaktivitdten bei der fluoreszenzmikroskopischen Methode scharfer ausgeprégt,
wodurch das isoliert auftretende Maximum bel D. antartica (Phosphatangebot zwischen 60
und 100 %) in Abbildung 4.27.b deutlicher definiert ig ds in Abbildung 4.27.a. Das Maxi-
mum bel pH = 5 (Abb. 4.27.a) der pNPP-Methode ist in seiner Ausbreitung im Falle der ELF-
97-Methode (Abb. 4.27.b) bis pH = 4 erweitert.

pH-Wert

0 30 60 100 0 30 60 100
Phosphatangebot [%0] Phosphatangebot [%0]

Abb. 4.27: Oberfléachengebundene Phosphatasesktivitét von D. antartica in
Abhangigkeit des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 37) und des Phosphatangebo-
tes (X-Achse: 0-100 %).

[a]: Colorimetrische Bestimmung mit pNPP.

[b]: Fuoreszenzmikroskopische Bestimmung mit ELF-97.
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Eine nahezu identische Struktur weisen die Bestimmungen der oberfléchengebundenen
Phosphataseaktivitdten in Abbildung 4.28 fir A. boletinoides auf. Das einzige isolierte Maxi-
mum bel einem Phosphatangebot von 30 % und einem pH-Wert von 5 it bei beiden Metho-

den von einem ausgepragten Minimum umgeben.

Wie schon in den beiden vorangegangenen Abbildungen i das Maximum fir die
fluoreszenzmikroskopische Methode (Abb. 4.28.b) deutlicher ausgeprégt ds fur die pNPP-
Methode (Abb. 4.28.3).

Die Begimmungen der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitéten be C. geophilum
(Abb.4.29) snd wiederum in ihrem Charakter sehr dnlich. Mit beden Methoden zeigt sch
en isolietes Maximum bel pH = 5 und einem Phosphatangebot von etwa 60 %. Diesmd i,
anders ds in den vorhergehenden Vergleichen, das Maximum der pNPP-Methode etwas deut-
licher ausgepragt.

Es umschlield ein Phosphatangebot von 60 bis 100 % (Abb. 4.29.a), wahrend das Maxi-
mum be der ELF-97-Methode klar auf 60 % begrenzt ist (Abb. 4.29.b). Ein zweites Maxi-
mum, welches in der Abbildung 4.29.b bei pH = 3 bis 4 und einem Phosphatangebot von 0 %
zu erkennen ist, wurde mit der pNPP-Methode nicht reproduziert.

0o 60 10 0 30 60 100
Phosphatangebot [%6] Phosphatangebot [%]

Abb. 4.28: Oberfléchengebundene Phosphatasesktivitét von A. boletinoides
in Abhéngigkeit des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 37) und des Phosphatange-
botes (X-Achse: 0-100 %).

[a]: Colorimetrische Bestimmung mit pNPP.

[b]: Huoreszenzmikroskopische Bestimmung mit ELF-97.
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Abb. 4.29: Oberflachengebundene Phosphatasesktivitét von C. geophilum in
Abhéangigkeit des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 37) und des Phosphatangebotes
(X-Achse: 0-100 %).

[a]: Colorimetrische Bestimmung mit pNPP.
[b]: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung mit ELF-97.

0 30 60 100 0 30 60 100
Phosphatangebot [%0] Phosphatangebot [%0]

Abb. 4.30: Oberflachengebundene Phosphatasesktivitét von P. tinctorius in
Abhéangigkeit des pH-Wertes (Y-Achse: pH = 37) und des Phosphatangebo-
tes (X-Achse: 0-100 %).

[a]: Colorimetrische Besimmung mit pNPP.
[b]: Huoreszenzmikroskopische Bestimmung mit ELF-97.
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Im Gegenssiz zu den bidang besprochenen Ergebnissen des Methodenvergleichs  zur
Bestimmung der oberfldchengebundenen Phosphatasesktivitdt weisen die Abbildungen 4.30.a
und 4.30.b wesentliche Unterschiede in ihrer Struktur auf. Das deutlich ausgeprégte doppelte
Maximum der Enzymeaktivitdten bel einem Phosphatangebot von 60 % und den pH-Werten
3,5 und 6,5 der pNPP-Methode (Abb. 4.30.8) konnte hier von der ELF-97-Methode (Abb.
4.30.b) nicht anndhernd reproduziert werden. Insgesamt weist das Muster der ELF-97-Metho-
de (Abb. 4.30.b) en im Vergleich zu den vorangehenden Abbildungen eher untypisches Ver-
hdten auf. Das Maximum it hier nur schwach ausgepragt und ergtreckt sich Uber weite Be-
reiche des Phosphatangebotes.

4.8.3 Strukturelle Untersuchungen der oberfl&chengebundenen
phosphataseaktiven Zentren von Mykorrhi zapil zen mit
Hilfe von ELF-97
Mit Ausnahme von P. tinctorius zeigt der direkte Vergleich der Quantifizierung der ober-
flachengebundenen Phosphatasesktivitdten in Kapitd 4.8.2 groRe Ubereingimmungen zwi-
schen der pNPP-Methode und der fluoreszenzmikroskopischen Methode mit Hilfe des Huoro-
phors ELF-97.

Die fluoreszenzmikroskopische Methode eignet dch nicht nur zur Bestimmung integraler
Huoreszenzintendtéten in Proben, sondern l&sst darlber hinaus Aussagen betreffend der
Struktur der vermessenen fluoreszenten Objekte zu (s. Kap. 3.3.2.2). In diessm Kapite wer-
den Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Methode vorgestellt, in denen die integrde
Phosphatasesktivitét ([Intengtét] / [Hyphenldnge, pm]) in Zusasmmenhang mit einer Sruktu-
rellen Information (JAnzahl der phosphatasesktiven Zentren] / [Hyphenldnge, um]) gebracht

wird.

Zur Dagdlung dienen, wie in den vorangehenden Kapiteln, wieder bivariate Abbil-
dungen, welche die Farbintervdle (schwarzblau-hdlblau-grin-gdb-rot) fir den Bereich der
jewels minimden und maximden Werte verwenden. Anhand représentativer Bildausschnitte
werden die unterschiedlichen drukturelen Resktionen auf veranderte Wachstumsbedingun-
gen dokumentiext.

Abbildung 4.31 zegt zu Beginn den Vergleich von Phosphatasesktivitét und der Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren fur P. involutus. Wie zu erkennen is, weis das Muster im
Fdl der Phosphatasesktivitét (Abb. 4.31.@) deutliche Unterschiede zum Muster der Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren auf (Abb. 4.31.b). Unterschiedliche Bedingungen bednflus-
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Abb. 4.31. Veglech von Phosphatasesktivitdt und Anzahl der phosphataseaktiven
Zentren pro pm Hyphenldnge von P. involutus. [a]: Phosphataseektivitdt / pm in
Abhédngigkeit des pH-Wertes (3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). [p]: Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren / um in Abhangigkeit des pH-Wertes (3-7) und des
Phosphatangebotes (0-100 %). [c]: Représentativer Bildausschnitt einer Messung bel pH
= 4 und 30 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt) in a und b. [d]: Reprasentativer
Bildausschnitt einer Messung bei pH = 5 und 100 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt
mit welfem Rand) in a und b, (Schwarzer Kand: Hintergrund, griner Kand:
Autofluoreszenz der Hyphen, roter Kandl: ELF-97-Huoreszenz)

sen demnach nicht nur die Aktivitdt der phosphatasesktiven Zentren, sondern ebenfdls deren
Struktur. Dieses Phadnomen wird anhand der Bildausschnitte (Abb. 4.31.c und d) verdeutlicht.

Die phosphataseaktiven Zentren bei einem Phosphatangebot von 30 % und pH = 4 (Abb.
4.31.c) and grofer und von hoherer Aktivitdt as bei einem Phosphatangebot von 100 % und
pH = 5 (Abb. 4.31.d). Allerdings ist die Anzahl der phosphatasesktiven Zentren pro pm
Hyphenldnge bel P. involutus unter den Bedingungen Phosphatangebot = 100 % und pH = 5
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Abb. 4.32: Vegleich von Phosphataseaktivitdt und Anzahl der phosphatasesktiven
Zentren pro pum Hyphenldnge von D. antartica. [a]: Phosphatasesktivitét / um in
Abhéangigkeit des pH-Wertes (3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). [b]: Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren / um in Abhangigkeit des pH-Wertes (3-7) und des
Phosphatangebotes (0-100 %). [c]: Reprasentativer Bildausschnitt einer Messung be
pH = 4 und 60 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt) in a und b. [d]: Reprasentativer
Bildauschnitt einer Messung bet pH = 7 und 100 % Phosphatangebot (schwarzer
Punkt mit weilfem Rand) in a und b. (Schwarzer Kand: Hintergrund, griner Kand:
Autofluoreszenz der Hyphen, roter Kand: ELF-97-Huoreszenz).

(Abb. 4.31.d) vid hoher ds unter den Bedingungen Phosphatangebot = 30 % und pH = 4
(Abb. 4.31.c).

Anders ist das Verhdten ke D. antartica (Abb. 4.32). Hier ist das Muster, das durch die
Phosphataseektivitédt definiert wird (Abb. 4.32.8), praktisch identisch mit dem Muder, wel-
ches durch die Anzahl der phosphataseektiven Zentren pro pum Hyphenlange gepragt wird
(Abb. 4.32.b). Die Uberginge zwischen Minima und Maxima sind dlerdings in Abbildung
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Abb. 4.33. Veglech von Phosphatasesktivitdt und Anzahl der phosphataseaktiven
Zentren pro pum Hyphenldnge von A. boletinoides. [a]: Phosphatasesktivitédt / pm in
Abhdngigkeit des pH-Wertes (3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). [b]: Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren / um in Abhangigkeit des pH-Wertes (3-7) und des
Phosphatangebotes (0-100 %). [c]: Représentativer Bildausschnitt ener Messung be pH
= 5 und 30 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt) in a und b. [d]: Reprasentativer
Bildausschnitt einer Messung bei pH = 7 und 0 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt mit
welllem Rand) in a und b. (Schwarzer Kand: Hintergrund, griner Kand: Autofluo-
reszenz der Hyphen, roter Kand: ELF-97-Fluoreszenz).

4.32.a etwas deutlicher definiert ds in Abbildung 4.32.b. Wie auch in Abbildung 4.32.c im
Vergleich zu Abbildung 4.32d zu ekennen i, reagiet D. antartica demnach sowohl mit
ene Vaiation der Anzahl der phosphatasesktiven Zentren ds auch mit einer Variation der
Phosphatasesktivitdt bzw. der Grofie der Zentren auf verdnderte M essbedingungen.

Be A. boletinoides (Abb. 4.33) herrschen dhnliche Bedingungen wie bei D. antartica
(Abb. 4.32). Auch hier snd die Muser der Phosphatasesktivitdt (Abb. 4.33.@) nahezu
identisch mit denen der phosphatasesktiven Zentren (Abb. 4.33.b). Auch A. boletinoides
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pH-Wert
pH-Wert
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Abb. 4.34: Vegldch von Phosphatasesktivitdd und Anzahl der phosphatasesktiven
Zentren pro pum Hyphenldnge von C. geophilum. [a]: Phosphatasesktivitét / pum in
Abhangigkeit des pH-Wertes (3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). [p]: Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren / pum in Abhéngigkeit des pH-Wertes (3-7) und des
Phosphatangebotes (0-100 %). [c]: Représentativer Bildausschnitt einer Messung bel pH
= 4 und 30 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt) in a und b. [d]: Représentativer
Bildausschnitt einer Messung bei pH = 7 und 30 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt
mit welem Rand) in a und b. (Schwazer Kand: Hintergrund, griner Kand:

Autofluoreszenz der Hyphen, roter Kand: ELF-97-Fluoreszenz).

reegiet pardld mit der Vaiation der Anzahl der phosphatasesktiven Zentren und der Varia
tion der Phosphataseaktivitét bzw. der Grof3e der Zentren auf veranderte M essbedingungen.

Fir C. geophilum (Abb. 4.34) i das Verhdten ein wenig anders ds fir A. boletinoides
(Abb. 4.33) bzw. D. antartica (Abb. 4.32). Zwar sind auch hier die Muster der Phosphatase-
aktivitdét (Abb. 4.34.8) nahezu identisch mit denen der phosphatasesktiven Zentren (Abb.
4.34.b), jedoch snd die Ubergdnge in Abbildung 4.32b etwas deutlicher definiert ds in
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Abb. 4.35: Verglech von Phosphatasesktivitdt und Anzahl der phosphatasesktiven
Zentren pro um Hyphenldnge von P. tinctorius. [a]: Phosphatasesktivitdt / pm in
Abhédngigkeit des pH-Wertes (3-7) und des Phosphatangebotes (0-100 %). [b]:
Anzahl der phosphatasesktiven Zentren / pm in Abhéngigkeit des pH-Wertes (3-7)
und des Phosphatangebotes (0-100 %). [c]: Représentativer Bildausschnitt einer Mes-
sung be pH = 3 und 30 % Phosphatangebot (schwarzer Punkt) in a und b. [d]: Repréa
sertativer Bildausschnitt einer Messung bel pH = 4 und 100 % Phosphatangebot
(schwarzer Punkt mit weilfem Rand) in a und b. (Schwarzer Kand: Hintergrund,
griner Kand: Autofluoreszenz der Hyphen, roter Kand: ELF-97-Huoreszenz).

Abbildung 4.32.a. Wie auch in den Abbildungen 4.34.a und 4.34.b zu sehen ig, &dert sch
die Anzahl der phosphataseaktiven Zentren in stérkerem Malée als die Intenditét (bzw. Grofie)

der einzelnen Zentren.

P. tinctorius (Abb. 4.35) zeigt ein besonderes Verhdten. Das Muster der Phosphataseak-
tivitdt (Abb. 4.35.@) ig grundverschieden vom Muster der Anzahl der phosphataseaktiven
Zentren (Abb. 4.35.b). Die Anzahl der phosphatasesktiven Zentren pro um Hyphenlénge ist
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Uber den gesamten Messbereich praktisch kongtant. P. tinctorius verandert also die Anzahl
der phosphatasesktiven Zentren kaum, wohl aber deutlich die Intendté (respektive die Grofde
der einzelnen Zentren, vergl. Abb. 4.35.a und Abb. 4.35.b). Der leichte Abfdl in der Anzahl
der phogphataseaktiven Zentren pro um Hyphenldnge bei pH = 4 und 100 % Phosphatangebot
(schwarzer Punkt mit weifl3em Rand) gegentiber pH = 3 und 30 % Phosphatangebot (schwar-
zer Punkt) ist dadurch zu erkldren, dass die sch ausbreitenden, phosphatasesktiven Zentren
eine groRere Uberlappungswahrscheinlichkeit besitzen. Sie werden daher in der automatisier-
ten Auswertung haufiger zu groleren Zentren zusammengefasst und auch zusammen ausge-
zahlt.

4.8.4 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der oberflachen-
gebundenen Phosphataseaktivitét in mykorrhizierten und
unmykorrhizierten Kurzwurzeln von N. obliqua

Nachdem in den Kapitdn 4.8.2-3 Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Methode
zur Bestimmung oberflachengebundener Phosphatasesktivitéten sowie der Struktur der phos
phataseaktiven Zentren in Pilzhyphen présentiert wurden, beschreibt Kapitel 4.8.4 die Ergeb-

nsse de fluoreszenzmikroskopi-

schen Bestimmung der Phosphata
14 + seaktivitdten an  gawen Quer-
schnitten  von mykorrhizieten und
unmykorrhizierten Kuravurzen
von N. obliqua (s. Kap. 3.3.2.3.2).
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Abbildung 4.36 zegt die Er-
gebnise diesr Bestimmung fur N.

o

[«2)
!
|
—

04 — — — B obliqua-Ektomykorrhizen mit  P.

Filzantell der Mykorrhiza

tinctorius, P. involutus, C. geophi-

lum und D. antartica. P. tinctorius

00

P.tinctorius P. involutus C. geophilum D. antartica und P. involutus zeigen enen deut-

Abb. 436. Rlzatel der Mykorrhiza (Quotient |  ''Ch honeren Rilzantall an der My-
aus der Flache des Hyphenmantels zur Flache der korrhiza ds C. geophilum und D.
Wurzdzellen, s. Kap. 3.3.23.2) von N. obliqua
mit P. tinctorius, P. involutus, C. geophilum und
D. antartica. Dargestellt snd Mittelwerte. Fehler- involutus i die Féache des
baken kennzeichnen die Standardabweichungen
der Messwerte.

antartica. Ba P. tinctorius und P.

Hyphermantds im  Querschnitt
prektisch idertisch mit der Héche
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der Kurawurzel. Die Héchen der Hyphenmantd von C. geophilum und D. antartica nehmen
immerhin noch etwa die Halfte der Fldchen der Kurawvurzdn en.

Abbildung 4.37 zeigt mit Hilfe der Bildverarbeitung abgeleitete Parameter (Kap. 3.3.2.3.
2), die iIm Zusammerhang mit Phosphataseaktivitdéteen in mykorrhizieten und unmykor-
rhizierten Kuravurzen von N. obliqua stehen. In Abbildung 4.37.a i die Intenstét der ELF-
97-Huoreszenz bezogen auf die gesamte Ektomykorrhizafléche bzw. Wurzdflache von N.
obligua zu sehen. P. tinctorius zeigt die mit Abstand hochste Phosphatasesktivitét pro Ge-
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Abb. 4.37. Phosphatasesktivitéien in mykorrhizieten und unmykorrhizierten Kurawurzen
von N. obliqua (pH = 5). Zur Definition der Parameter Sehe auch Kapitd 3.3.2.3.2.

[a]: Intengtét der ELF-97-Huoreszenz pro um? (Mykorrhiza- / Wurzdfléche).

[b]: Intenstét der ELF-97-Huoreszenz pro pm? (Kurzwurzedl / Hartigsches Netz).

[c]: Mittlere Intenstét der der ELF-97-Fluoreszenz pro un? phosphatasesktiver Héache.

[d]: Antell der phosphatasesktiven Héche in Prozent.

Dagesdit snd Mittedwerte. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen
der Messwerte.
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samtflache. Uberraschenderweise ist die Phosphataseaktivitdt pro Gesamtflache der unmykor-
rhizieten Kurzwurzd von N. obliqua deutlich grol3er ds die Phosphataseaktivitét der
Ektomykorrhizen mit P. involutus, C. geophilum und D. antartica. Wahrend die Ektomykor-
rhizamit P. involutus immerhin noch etwa 50 % des Wertes der unmykorrhizierten Kurawur-
zd aufweidt, snd es be C. geophilum nur etwa 30 % und bei D. antartica bereits weniger ds
20 %.

Betrachtet man die Intensitét der ELF-97-Fluoreszenz, bezogen auf die Flache der Kurz
wurzel bzw. des Hartigschen Netzes in Abbildung 4.37.b, so kénnen keine Veranderungen be-
ziudich der Dominanz der P. tinctorius-Ektomykorrhiza festgestdlt werden. Allerdings ist die
Phosphataseaktivitst pro Héche der unmykorrhizieten Kurzwurzezdlen nun  nicht  mehr
hoher, sondern eher geringer as jene der P. involutus-Ektomykorrhiza C. geophilum und D.
antartica zeigen in Abbildung 4.37.b hingegen nur geringe Verénderungen beziiglich der
unmykorrhizierten Kurzwurzel im Vergleich zu Abbildung 4.37.a

Ein Veglech der Abbildungen 4.37.c und 4.37.d macht deutlich, dass die Unterschiede
in den Intendtéden der ELF-97-Huoreszenz bezogen auf die gesamte Ektomykorrhizafléche
(Abb. 4.37.8), nur in enem sehr geringen Mae auf Verdnderungen der relativen ELF-97-
Fluoreszenzintensitdten bezliglich der Flache der phosphatasesktiven Zentren (Abb. 4.37.c)
zuriickzufhren sind. Der Antell der Flache der phosphatasesktiven Zentren im Bezug auf die
gesamte Mykorrhiza- / Wurzdfla:
che (Abb. 4.37.d) entspricht hin-
gegen dem Verhdten des Parame-
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ters aus Abbildung 4.37.a in en
deutiger Weise,
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der gesamten Ektomykorrhizen

und der Kurawurzeln. 0 ' " +
P. tinctorius P. involutus C. geophilum D. antartica
Eine weitere wichtige Irfor- Abb. 4.38: Prozentuder Antell der Phosphatase-
metion ist in Abbildung 4.38 ent- aktivitd aif dem Hyphenmentel  der  Ektomy-
_ korrhizen von N. obligua mit P. tinctorius, P.
halten. Der prozentude Anteil der involutus, C. geophilum und D. antartica (pH =
Phosphataseskiivitt af dem Hy- 5). Dagesdlt snd Mittewerte. Fehlerbalken

kennze chnen Standardabweichungen.

phenmantd der N. obliqua-Ekto-
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mykorrhizen ig fir P. tinctorius etwa 80 %, fur P. involutus etwa 70 % und fur C. geophilum
etwa 63 %. Das bedeutet, dass fur diese Ektomykorrhizen eine deutliche Verlagerung der
Phosphataseaktivitét von den Wurzelzdllen auf den Hyphermartd erfolgt.

Auch fir den Fdl, dass die resultierende Phosphataseaktivitét der mykorrhizierten Wur-
zd geringer ig ds die der unmykorrhizierten Wurzd (P. involutus und C. geophilum, Abb.
4.37.9), i¢ die veblebende Phosphataseaktivitdt eher auf den Hyphemantd lokaigert.
Anders ig dies im Fal von D. antartica. Hier findet keine Verlagerung der Phosphataseak-
tivitdt von den Wurzelzdlen auf den Hyphenmantd datt, denn der Antell der Phosphataseak-
tivitdt auf dem Hyphenmantel betrégt lediglich ca 25 % der ohnehin geringen, gesamten Pho-
gphataseaktivitét der Ektomykorrhiza (vergl. Abb. 4.37.a).

Alle bidang vorgestdlten Ergebnisse dieses Kapitds beruhen auf Messungen, die ba pH
= 5 durchgefihrt wurden. Im Folgenden richtet sch die Aufmerksamkeit auf die Variation des
pH-Wertes (pH = 3 bis 7) und der daraus resultierenden Veranderungen in der Phosphataseak-
tivité.

N
o
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o
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N N
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’9%150- 33232 in mykorrhizieten und unmy-
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Schon en ergter Blick auf Abbildung 4.39 und Abbildung 4.40 lésst erkennen, dass der
pH-Wet enen groien Einfluss auf die Phosphataseaktivitée der Mykorrhizen von P.
tinctorius (Abb. 4.39.a/ Abb. 4.40.a) und C. geophilum (Abb. 4.39.b / Abb. 4.40.b), aber auch
der unmykorrhizierten Kuravurzdn von N. obliqua besitzt (Abb. 4.39.c). Die Intenstéten der
ELF-97-Huoreszenz pro pn? der Wurzelfléche / Hartigsches Netz (Abb. 4.39) und pro pnv?
der Ektomykorrhizaflache (Abb. 4.40) weisen deutliche Minima und Maxima auf. Am
auffdlligden ig das Maximum der ELF-97-Fluoreszenz der unmykorrhizierten Kurawurzen
von N. obliqua bel pH = 3 (Abb. 4.39.c). Se it um den Fektor 6 grof3er als die ELF-97-
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Abb. 4.40: Intendtéd der ELF-97-Huoreszenz
pro um? Mykorrhizafléche (Kap. 3.3.2.3.2) in
mykorrhizieten Kurzwurzen von N. obliqua
in Abhéngigkeit des pH-Wertes. [a]: N. obli-
gua / P. tinctorius - Ektomykorrhiza. [b]: N.
obliqua / C. geophilum - Ektomykorrhiza
Dargestdlt snd Mittewerte. Die Fehlerbaken
kennzei chnen Standardabwe chungen.

r

Intensitét der ELF-97-Fluoreszenz
pro um? Mykorrhizafléache

Fluorezenz unter  Feldbedingun-
gen (pH » 5, vergl. Kap. 4.7.3).
Die Ektomykorrhiza von N.
obliqua und P. tinctorius bildet ihr
Maximum etwa be pH = 5 aus
(Abb. 4.39.a/ Abb. 4.40.q).

Die Ektomykorrhiza von N.
obliqua und C. geophilum zeichnet
sch in diesen Messungen durch 2
Maxima aus. Ein deutliches Maxi-
mum be  pH = 4 und ein Neben
maximum bel pH = 6 (Abb. 4.39.b
und Abb. 4.40.b).

Be pH = 7 zeigen dle Ekto-
mykorrhizen und auch die unmy-
korrhizerte Kurzwurze  praktisch

keine ELF-97-Huoreszenzen.

Auch de prozentude Antell
der Phosphatasesktivitdt auf dem
Hyphenmantd in  Ektomykorrhizen
zwischen N. obliqua und P. tincto-
rius (Abb. 4.41.89) und zwischen N.
obligua und C. geophilum (Abb.
441b) verandert sch deutlich in
Abhangigkeit des pH-Wertes.
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Be P. tinctorius (Abb. 4.41.a) spiegdt die Form der Abhangigket in etwa das Verhdten
in Abbildung 4.40.a wider. Das bedeutet, dass die Verlagerung der Phosphatasesktivitét auf

den Hyphenmantel der Ektomykorrhiza mit dem Andieg der Phosphataseaktivitdt der gesam
ten Ektomykorrhizain Zusammenrhang steht.

Etwas anders ist die Situation bei C. geophilum (Abb. 4.41.b). Hier scheint keine Korrela-
tion zwischen der Verlagerung der Phosphataseaktivitét auf den Hyphenmantel der Ektomy-
korrhiza und dem Anstieg der Phosphatasesktivitdt der gesamten Ektomykorrhiza zu bestehen
(vergl. Abb. 4.40.b mit Abb. 4. 41.b).

Allerdings dnd die Vaia
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keit des pH-Wertes fuhren. Die Steigerung der Phosphatasesktivitét (Abb. 4.39.8) geht dem:
nach mit ener Verlagerung der Phosphatasesktivitét auf den Hyphenmantel der Ektomykor-
rhiza (Abb. 441.a), mit ener Intensvierung der phosphatasesktiven Zentren (Abb. 4.42.9)
und mit ener Vergrol3erung der phosphataseaktiven Héche einher.

Die Vaiaion der ELF-97-FHuoreszenzdichte von C. geophilum und der unmykorrhizier-
ten Kurawurzel (Abb. 4.42.b und Abb. 4.42.c) fdlen im Vergleich zu Abbildung 4.42.a gerin-
ger aus. Se soiegeln auch in keiner Weise das Verhdten in den bidang gezeigten Abbildun-
gen wider. Be C. geophilum und der unmykorrhizierten Kurawurze snd demnach die Ste-
gerungen der Phosphatasesktivitdten aus Abbildung 4.39 besonders durch ene VergrofRerung
der phosphataseektiven Zentren und nicht durch eine Steigerung der ELF-97-Huoreszenz-
dichte zu begriinden.




5. DISKUSSION

5.1 Auswahl der Ektomykorrhizapartner von N. obliqua
fur weltergehende physiol ogische Untersuchungen

Basdiomyceten bilden die dominierende Gruppe unter den Ektomykorrhizapartnern von
Nothofagus, gefolgt von Ascomyceten und Zygomyceten. In den folgenden Unterkapiteln
werden die Kriterien fur die Auswahl der mit N. obliqua Ektomykorrhizen-bildenden Basidio-
myceten (A. boletinoides, D. antartica, P. involutus und P. tinctorius) und Fungi imperfecti
(C. geophilum) fir die im Waeiteren beschriebenen physologischen Untersuchungen disku-
tiert.

Dabe wird zundchst auf den festgestelten Arterbestand in den Untersuchungsgebieten
engegangen und der Erfolg der Isolierung und Kultivierung in Reinkultur kommentiert (Kap.
5.1.1). Auch morphologisch-anatomische Kriterien der N. obliqua-Ektomykorrhizen werden
in diesem Zusammenhang in Kap. 5.1.2 diskutiert. Kapitd 5.1.3 widmet sch schliellich den
Ergebnissen der Inokulation von N. obliqua mit den ausgewahlten Rilzpartnern.

5.1.1 Ektotrophe Mykorrhizapilze: Artenbestand in den Unter-
suchungsgebieten und Pilzisolierung in Reinkultur

Um mit Hilfe physologscher Untersuchungen die Bedeutung der Ektomykorrhiza fir
Nothofagus-Wédder besser einschdizen zu konnen, missen die am héaufigsen verbreiteten
Arten zund&chgt in Kultur Uberfihrt werden. Die Mehrheit der Ektomykorrhizenbildenden
Wadpilze it aber nicht oder nur schwierig auf kinglichen Medien kultivierbar, da se kom-
plexe Nahrgoffanspriiche aufweisen (Molina & Pamer 1982). Auch die Isolation des Pilzmy-
zdsvon im Fraland gesammdten Mykorrhizen it haufig kaum moglich.

In diesem Unterkapitd wird insbesondere auf die vom Februar bis Juni 1998 gefundenen
Gattungen in den Untersuchungsgebieten mit Bestanden von Nothofago-Perseetum linguae,
P. radiata und E. globulus eingegangen. Besondere Beachtung finden dabel die erfolgreich
iolieten Arten. Wetere Kriterien zur Auswahl der Ektomykorrhizepilze waren ihre Haufig-
keit und ihre Spezifitét fir Nothofagus. Da fur die Region, in denen die Untersuchungsgebiete
lokaligert sand, die Syntkologie von Ektomykorrhizapilzen noch nicht abschlief3end beschrie-
ben ist (Kap. 2.2.2), wird die Relevanz der gefundenen Exemplare vor dem Hintergrund der
bislang verfligbaren Literatur abgeschétzt.
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5.1.1.1 Spezifische Ektomykorrhizapilze von Nothofagus

Fir Isolierungen und wetergehende physologische Untersuchungen fid die Auswahl auf
Vertreter der Familien der Bolbitaceae, der Boletaceae sowie der Gymnopaxillaceae. Darliber
hinaus wurden im Untersuchungsgebiet Arten der Familie der Amanitacese, der Cortinaria-

ceae, der Russulaceae und der Tricholomataceae gefunden (s. Tab. 4.2).

Bolbitaceae:

Descolea i ene typische Gattung aus der Familie der Bolbitaceae, welche auf das ehe-
malige Gondwana zurlickgeht. In Sidamerika snd darunter dlerdings nur zwei Arten be-
kannt: D. antartica und D. pallida (Garrido 1988). Im untersuchten N. obliqua-Wald trat D.
antartica sehr haufig auf. Diese Beobachtung stimmt mit Singer (1969), Horak (1971) und
Garrido (1988) Uberein, die D. antartica ds typischen Vertreter in Nothofagus-Wé&dern zitier-
en. D. antartica hildet ebenfdls Ektomykorrhizen mit N. antartica, N. dombeyi, N. pumillio
und N. alpina (Garrido 1988). D. antartica wurde fir wetergehende physologische
Untersuchungen aufgrund seiner hohen Adaptationsfahigkeit an  verschiedenste  geographi-
sche, klimatische und edaphische Bedingungen (Pdfner 1997) ausgewdhit. Die Isolierung und
Kultivierung von D. antartica in Reinkultur erfolgte wahrscheinlich auch deshdb ohne gré-
fere Schwierigkeiten. Die Wachgdumgaten waren im Vergleich zu den Ubrigen gezlichteten
Mykorrhizapilzen hoch (Kap. 4.4).

Boletaceae:

Zu den spezifischen Ektomykorrhizapilzen von Nothofagus aus der Familie der Boleta
cese gehdren Vertreter von insgesamt 7 einheimischen Arten der Gattungen Boletus. Frucht-
korper der folgenden 5 Arten wurden ausschliefldich in Nothofagus-Wéadern der Region nahe
Vddivias nachgewiesen (Horak 1977): Boletus chilensis, Boletus loyita, Boletus loyo, Boletus
putidus und Gastroboletus valdivianus. Im Untersuchungsgebiet traten lediglich Boletus chi-
lensis, Boletus loyita und Boletus loyo auf (Tab.4.2). B. chilensis und B. loyita bilden Ektomy-
korrhizen mit N. dombeyi und N. obliqua (Vadenzuda 1993), B. loyo dagegen mit N. alpina,
N. dombeyi, N. obliqua, N. procera und N. glauca (Garrido 1988, Donoso 1997, Vaenzuela et
al. 1992b). Fir weitergehende Experimente wurden B. chilensis und B. loyo ausgewahit, well
se die haufigten Vertreter im Untersuchungsgebiet waren. B. chilensis und B. loyo konnten
erfolgreich isoliet und kultiviet werden. Allerdings war die Isolierung im Fdle von D. ant-
artica noch schwieriger. Belde Pilze bendtigten zunéchst eine Adaptationsphase in spezidlen
Néhrmedien (Kap. 4.4). Nach den Adaptationsphasen waren die Wachstumsraten jedoch
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ebenfadls hoch. B. loyo kommt darlber hinaus noch eine besondere ékonomische Bedeutung
zu, daer as Speisepilz Uber die Wachstumsregion hinaus hohe Beachtung findet.

Gymnopaxillaceae:

Im Untersuchungsgebiet traten aus der Familie der Gymnopaxillaceee zwel Vertreter der
Gattung Austropaxillus auf (Details der neuen Taxonomie s. Kap. 4.2.1). Garrido beschrieb
1988 Austropaxillus statuum und Austropaxillus boletinoides als spezfische Ektomykorrhiza-
partner von Nothofagus-Arten in Chile und Argentinien. A. statuum ig en in Sidamerikani-
schen Nothofagus-Wddern haufig aeutreffender Rlz. Er gdlt mit e@niger Wahrschein-
lichkeit einen Verreter der urspringlichen Fora Gondwanas dar (Spegazzini 1922, Singer
1964, Singer & Moser 1965, Horak 1967, 1979a, 1979b). A. statuum bildet zusammen mit
fag dlen Nothofagus-Arten Mykorrhizen (Vderrzuda 1993, eigene Beobachtungen), darunter
mit N. pumilio, N. antartica, N. dombeyi, N. nitida, N. glauca und N. obliqua. A. boletinoides
i ebenfdls en ser haufig anzutreffender Filz in Nothofagus-Wdadern Sidamerikas.
Fruchtkdrper kdnnen in Wédern von N. antartica, N. betuloides, N. dombeyi, N. nitida, N.
obliqua, N. pumilio, N. glauca und N. alpina beobachtet werden (Singer 1964, Horak 19793,
Garrido 1985).

Aufgrund dieser waeitreichenden Verbreitung innerhadb der Nothofagus-Arten wurden
beide Arten im Rahmen dieser Arbat verwendet. Aul¥erdem zeichnen sch Gymnopaxillaceen
im Gegensatz zu Boletaceen durch eine erhdhte Resistenz aus. So werden se auch in Gebie-
ten héufig angetroffen, die intendver menschicher Nutzung unterliegen (Garrido 1988). Iso-
lierung und Kultivierung konnten im Fdle von A. boletinoides letiztendlich efolgreich durch
gefuhrt werden. A. statuum bendtigte, wie die Boletaceen, zundchst Adaptationsphasen in spe-
zidlen Nahrmedien (Kap. 4.4). Die Wachsumsraten von A. statuum waren nach der Adapta
tionsphase dann jedoch etwas hoher dsbe A. boletinoides.

Amanitaceae:

Fir Nothofagus spezifische Ektomykorrhizepilze aus der Familie der Amanitacese wer-
den von enigen Arten der Gattung Amanita vertreten (vergl. Kap. 51.1.2). Arten dieser Gat-
tung treten sowohl im Siden Chiles und Argentiniens ds auch in Neusedand auf. Die Gat-
tung Amanita i sehr artenarm. In Slidamerika snd nur 7 einheimische, fir Nothofagus spez-
fische Arten bekannt, darunter A. austroolivacea, A. pseudospreta, A. umbrinella, A. ushua-
ienss, A. merxmuelleri, A. diemii und A. aurantiovelata (Garrido 1988). A. diemii igt die hau
figte Art dieser Gattung, die im Untersuchungsgebiet gefunden wurde. Diese Beobachtung
dimmt mit den Arbeten von Vaenzuea (1993) Uberein, welche sch auf die gesamte Region
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um Vaddivia bezogen. A. diemii tritt in Nothofagus-Wddern Chiles und Argentiniens auf,
zusammen mit N. alpina, N. antartica, N. dombeyi, N. glauca und N. obliqua. Hingegen i A.
aurantiovelata bidang nur fir Chile beschrieben worden, wo er mit N. dombeyi und N.
obliqua auftritt (Garrido & Bresnsky 1985, Vdenzuda et al. 19923). Trotz intendver Versu
che, ua mit verschiedenen Adaptationsphasen, konnten A. diemii und A. aurantiovelata leizt-
lich nicht erfolgreich isoliert werden. Es wurden entweder ausblelbendes Wachstum oder aber
Kontaminationen festgestelIt.

Cortinariaceae:

Arten der Gattung Cortinarius aus der Familie der Cortinariaceae gehtren zu den am
haufigden auftretenden, fir Nothofagus spezifischen Ektomykorrhizapilzen. Die héufigsten
Cortinarius-Arten der N. obliqua-Wader von Quita Cazon bilden C. albocinctus und C. aus-
trosalor, die in der Zet der Untersuchung gerade Fruchtkorper bildeten. Beide Arten wurden
fur N. obliqua-W&der in Chile und Argentinien ztiert (Moser & Horak 1975, Horak 19793,
Lazo 1984). Allerdings fanden Vaenzuda & Moreno (1997) in der Region um Vadivia
Exemplare von C. albocinctus in N. dombeyi-Wddern und Exenplare von C. austrosalor in
N. pumillo-Wdden. C. magellanicus kommt in Nothofagus-Wdadern Sidamerikas von
Mittelchile bis Feuerland sehr haufig vor (Garrido 1988, Horak 19794). Sie ist die einzige Art
der Gattung Cortinarius, die sowohl in den Nothofagus-Wé&dern Audrdasen ds auch in
Slidamerika auftritt (Horak 1983). Neben den Arten der Gattung Cortinarius ist ebenfdls eine
Art der Gattung Inocybe vertreten. |. fuscata wurde fur Chile erstmals 1993 von Vderzuelain
Waéddern von N. obliqua, N. dombeyi und N. pumilio beschrieben. Vorher war nur bekannt,
dass |. fuscata in Nothofagus-Wddern Argentiniens anzutreffen war. Leider i es nicht
gelungen, einen Vertreter der Cortinarius- oder der Inocybe-Arten erfolgreich zu isolieren. Es
wurden bel den vidfdltigen Vesuchen fag immer Kontaminationen festgestdlt. Der Grund
liegt wahrscheinlich darin, dass es sehr schwierig i, Sticke der wenig kompakten Frucht-
korper dieser Pilze ohne verbleibende K ontaminationen in die Nahrmedien zu transferieren.

Russulaceae:

Die Gatung Russula ig im Untersuchungsgebiet mit N. obliqua lediglich durch eine en-
heimische Art, R. fuegiana, vertreten. R. fuegiana wéchst zusammen mit N. pumillio, N.
antartica, N. dombeyi und N. betuloides. Diese Art ist ein typischer Filz der Nothofagus-
Wadder der X. Region Chiles und wird von Horak (1979a) auch fur Nothofagus-Wader in
Argertinien zitiert. Isolierungsversuche von R, fuegiana scheiterten am  ausbleibenden
Wachstum.
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Tricholomataceae:

Innerhab der Familie der Tricholomataceae wurden in N. obliqua-Wéadern Vertreter von
Tricholoma fusipes gefunden. Diee Art i sehr héufig in der Region um Vddivia und bildet
Fruchtkorper in Wé&ldern von N. dombeyi, N. obliqua, N. nitida, N. pumilio und N. betuloides.
lhre geographische Vertellung umfasst Chile und Argentinien (Horak 1979a, Garrido 1985,
1988). Isolierungsversuche mit dieser Art scheiterten ebenfals am ausbleibenden Wachstum.

5.1.1.2 Nicht spezifische Ektomykorrhizapilze von Nothofagus und
ihre Assoziationen mit P. radiata und E. globulus

Im Untersuchungsgebiet von N. obliqua wurde jewells ene Art aus der Familie der Bole-
taceae (X. rubellus), der Paxillaceae . involutus) und der Tricholomataceae (L. laccata) ge-
funden (s. Tab. 4.2). Das Untersuchungsgebiet mit Pflanzungen von P. radiata wies eberfdls
diee dre Arten auf (vergl. Tab. 4.3), wahrend im Untersuchungsgebiet mit Pflanzungen von
E. globulus lediglich die beiden Arten aus der Familie der Paxillacese und der Tricholometa-
ceae vorkamen (Kap. 4.2). Darliber hinaus fanden sch unter P. radiata Vertreter zweler wei-
terer Familien, der Amanitaceee und der Russulacese. Alle unter P. radiata-Pflanzungen
gefundenen Mykorrhizapilze werden bereits routinemddg in forswirtschaftlichen Baumschu-
len Chiles zur Mykorrhizierung von Setzlingen benutzt (Garrido 1986). Fir Isolierung und
weitergehende physiologische Untersuchungen wurden Arten der Familie der Boletaceae und
der Paxillacese ausgewdhit. Aus der Familie der Sclerodermatacese ist Pisolithus tinctorius
bereits ds etablierte Laborkultur verfigbar (s. Kap. 3.1.3) und wurde ausschliefdich as solche
vewendet, da er in der Zeit der Untersuchung in keinem der dre untersuchten Gebiete
Fruchtkorper ausbildete (su.). Aus der Klasse der Ascomyceten wurde C. geophilum ausge-
wahlt, nachdem sich seine Présenz in dlen drel Untersuchungsgebieten bestétigte.

Boletaceae:

Zu den nicht spezifischen Ektomykorrhizepilzen von Nothofagus aus der Familie der
Boletaceae gehodrt ein Vertreter der Gattung Boletus (B. edulis, Garrido 1986) sowie ein Ver-
treter der Gattung Xerocomus (X. rubellus). Fruchtkérper von X. rubellus wurden in den Un-
tersuchunggebieten von N. obliqua und P. radiata bevorzugt in Randgebieten der Walder
sowie an Wegrandern gefunden. Die Gattung Xerocomus durch X. rubellus, X. chrysenteron
und X. spadiceus ig in P. radiata-Pflanzungen ganz Chiles anzutreffen (Vderruela 1993, Va
lenzudla et al. 1998, eigene Beobachtungen, vergl. Tab. 4.3). In Europa bildet X. rubellus
Fruchtkorper nicht nur in Laub- und Mischwédern, sondern auch in Park- und Gartenanlagen
(Breitenbach & Kranzlin 1991). X. rubellus wird aul¥erdem in Wéddern von N. dombeyi ange-
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troffen. Dies gimmt mit egenen Beobachtungen Uberein. Vdenzuda et al. (1998) haben be-
obachtet, dass X. rubellus in der Lage is, enhamische Arten zu verdréngen. X. rubellus
konnte efolgreich isoliet werden. Allerdings war zunéchst spezidles Wurzehomogenat-
Nahrmedium erforderlich. X. rubellus zeigte nur rdativ langsames Wachstum.

Verschiedene Vertreter der Gattungen Suillus, darunter S granulatus, S. grevillel, S. to-
mentosus und S luteus, wurden in Pflanzungen von Pinus-Arten gefunden (Vadenzuela 1993).
S luteus wuchs darlber hinaus im P. radiata-Untersuchungsgebiet. Ausfuhrliche Untersu-
chungen von S luteus existieren von Garrido (1981a, 1986, 1988), Garrido et al. (1983) und
Peredo et al. (1983). Garrido (1988) fuhrte Laborversuche zur Mykorrhizierung von N. alpina
/'S luteus durch. Er fand unter anderem heraus, dass S. luteus in der Lage ist, Sdmlinge von
N. alpina zu téten. Durch diese Beobachtung erklat er die Abwesenheit von Jungpflanzen
von N. alpina in solchen Bedtdnden, die sch in der Néhe von P. radiata-Pflanzungen
befinden und in wedchen Fruchtkdrper von S luteus anzutreffen snd. Wegen dieser schédli-
chen Eigenschaften wurde erst gar nicht versucht, S luteus in Kultur zu Gberfuhren.

Paxillaceae:

Paxillus involutus is en in der Wet wet verbreiteter, nicht spezifischer Mykorrhizapilz,
der sowohl mit Koniferen ds auch mit Laubbdumen Ektomykorrhizen bildet. Wie X. rubellus
(s0.) it P. involutus auch in Park- und Gartenanlagen anzutreffen und wurde bevorzugt an
Wegrandern und in Wad-Randgebieten gefunden (Trappe 1962, Molina & Trappe 1982,
Duddridge 1987). P. involutus ig wahrscheinlich in Verbindung mit eingefihrten P. radiata-
Pflanzungen in Chile agededdt worden (Vaezuela 1993, Vadenzuda et al. 1998). Er
kommt an vielen Standorten vor, das sind neben N. obliqua, P. radiata und E. globulus auch
N. dombeyi, N. alpina, Betula pendula, Populus nigra und Quercus robur (Garrido 1988,
Godoy & Pdfner 1997, eigene Beobachtungen). P. involutus ig en fakultativer Ektomykor-
rhizapilz (Harley & Smith 1983, Erland & Soderstrom 1991), welcher bevorzugt in geméldg-
ten Zonen anzutreffen ig¢ (Hahn 1996). Er wird im Vergleich zu den anderen im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Rlzen recht haufig fir Experimente in Laboratorien engesstzt
(alein zwischen 1988 und 1997 erschienen mehr ds 270 Verdffentlichungen, Walander &
Soderstrom 1999). Die Isolierung dieses Filzes konnte auch ohne Komplikationen und ohne
Zwischenstufen durchgefihrt werden.

Fungi imperfecti:

Innerhalb der Klasse der Ascomyceten ist Cenococcum geophilum (s. Kap. 3.1.2.6) ein
nicht spezifischer Ektomykorrhizepilz fir Nothofagus (Garrido 1988). C. geophilum g€t die



Diskussion 115

im Frelland mesverbreitete und am einfachsen zu betimmende Mykorrhiza dar. Molina &
Trappe (1982) geben etwa 200 Pflanzenarten als potentidle Partner dieses Rilzes an. Inner-
halb der Nothofagus-Arten bildet C. geophilum Ektomykorrhizen mit N. alessandrii, N. alpi-
na, N. dombeyi, N. glauca, N. leoni, N. obliqua und N. pumilio (Trappe 1962). Bei der Kolo-
niserung neuer Boden, unter anderem nach Kahischlag oder nach vulkanischem Ascheregen,
gehort C. geophilum zu enem der an schndlsten besedelnden Ektomykorrhizapilze (Trappe
1962). C. geophilum konnte ohne grofie Schwierigkeiten direkt auf MMN-N&hrmedium iso-

liert werden.

Amanitaceae:

Nicht spezifische Ektomykorrhizepilze der Gattung Amanita waren im Untersuchungsge-
biet von P. radiata durch A. gemmata und A. rubescens vertreten (Tab. 4.3). Beide Arten sind
hochstwahrschenlich nach Chile eingefihrt worden. In Chile kommt A. gemmata auch unter
E. globulus vor (Garrido 1986). A. rubescens wurde von Vdenzuda et al. (1998) auch in No-
thofagus-Wddern festgestelt, die entweder anthropisch interveniet snd oder sich in der
Néhe von P. radiata-Pflanzungen befinden. Daba kémen diese enhemische Mykorrhiza-
pilze verdrangen, wie z.B. Arten der Gaitung Cortinarius. Eine Isolierung dieser beiden Arten
fand nicht statt, da e im untersuchten N. obligua- Gebiet nicht angetroffen wurden.

Russulaceae:

Die Ordnung Rusauldes wird in Sidamerika durch 2 Gettungen vertreten: Zum einen die
engefihrte Gattung Lactarius, zum anderen die Gatung Russula, welche neben
enhamischen Arten auch Arten wie R sardonia enthdlt, die mit Pinus-Arten nach Chile
eingefiihrt worden snd und unter Pflanzungen von P. radiata, P. pinaster und P. contorta
beobachtet wurden (Garrido 1982, 1986). L. deiciosus und R. sardonia wurden im
Untersuchungsgebiet von P. radiata angetroffen. Belde Arten kamen auf Héchen mit N.
obliqua nicht vor und konnten deshab auch nicht isoliert werden. Innerhalb der Nothofagus-

Wadder Sidamerikas konnte bisher keine Lactarius-Art nachgewiesen werden (Garrido 1988).

Tricholomataceae:

Innerhab der Familie der Tricholomataceae wurden Exemplare von Laccaria laccata in
N. obliqua-, N. betuloides- und N. antartica-W&den sowie in Pflanzungen von P. radiata
und E. globulus gefunden (Vaenzuda 1993). In der Region um Vddivia ig diese Art sehr
haufig. Garrido sammete L. laccata auch in P. patula- und P. pinaster-Pflanzungen und fihr-
te be mehreren Gelegenheiten Untersuchungen an etablierten Kulturen durch (1981a, 1981b,
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1986). Mit den im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Exemplaren von L. laccata konnte we-
gen aushleilbendem Wachstum keine erfolgreiche Isolierung durchgeftinrt werden.

Scler oder mataceae:

In der Zet der Untersuchung wurde in keinem der drel untersuchten Gebiete Fruchtkor-
per von Pisolithus tinctorius beobachtet. Hacskaylo (1971) und Moser (1967) ztieren diese
Art jedoch in Verbindung mit Nothofagus-Arten. P. tinctorius weist eine sehr breite Verte-
lung auf. Experimentdl wurden Mykorrhizierungen mit mehr ads 50 Pflanzenarten nachge-
wiesen (Trappe 1962, Marx 1977, Molina & Trappe 1982). P. tinctorius hildet Fruchtkorper
in sehr verschiedenen BoOden, auch unter sehr schlechten Wachstumsbedingungen (z.B. in
gark erodierten Boden). Garrido (1988) schlégt P. tinctorius daher fir Aufforsungsprogram:
me in Gebieten mit darker Eroson vor (besonders in Mittelchile). Dies macht den PRilz fur
weitergehende Untersuchungen besonders interessant. Da diese Pilzart bereits ds etablierte
Labor-Kultur vorlag, konnte in diesem Fdl auch auf ene Isolierung aus Fruchtkorpern
anderer Wa dgebiete verzichtet werden.

5.1.2 Morphologisch-anatomische Kriterien der N. obliqua-
Ektomykorrhizen zur Auswahl der Mykobionten fir
weltergehende physi ol ogi sche Untersuchungen

Die Auswahl der Ektomykorrhizapartner von N. obliqua fir wetergehende physolog-
sche Untersuchungen wurde auch nach morphologisch-anatomischen Kriterien von im Fre-
land wachsenden Ektomykorrhiza- Assoziationen getroffen. Dabel kam auch der Aspekt mog
lichg unterschiedlich srukturieter  Ektomykorrhiza-Assoziationen  zur  Gdtung.  Eindeutige
morphologische und anatomische Beschreibungen der Ektomykorrhizen miissen insbesondere
in Verbindung mit den Ergebnissen der physologischen Experimente berlickschtigt werden,
da se ds Grundlage und Bezugspunkt fiir abschliel}ende Gesamtinterpretationen nétig snd.

Unter den ausgewdahlten spezifischen Mykobionten von N. obliqua werden im Folgenden
die Ektomykorrhiza-Assoziationen mit B. loyo, D. antartica und A. boletinoides beschrieben.
Da die morphologischranatomischen Merkmde innerhdb ener Gattung sehr dhnlich Sind,
konzertrieren sch die Beschreibungen fir Austropaxillus und Boletus auf je einen Vertreter.
Die Beschrelbung efolgt dabel sehr deallliert, da se nicht nur hingchtlich der abschlieRen+
den anatomisch-physiologischen Diskusson eine wichtige Rolle spidt (Kap. 5.3.2.2-3), son-
dern dartiber hinaus auch eine Aussage darliber getroffen werden soll, ob die morphologisch-
anatomischen Merkmae hinreichende Kriterien zur endeutigen Bestimmung des Rilzpartners

Zulasen.
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Die dre in diesr Arbeit beschriebenen Ektomykorrhiza-Arten zeichneten sich durch re-
gelmddges und haufiges Vorkommen in dem Untersuchungsgebiet mit N. obliqua aus. Durch
vide kongante und charakterisische Merkmae ist jede der beschriebenen Arten eindeutig
von anderen Nothofagus- Ektomykorrhizen abgrenzbar.

Die Ektomykorrhiza-Asozigtionen zwischen N. obliqua / B. loyo und A. boletinoides
werden in dieser Arbet zum esen Md morphologisch-anatomisch  beschrieben. Dadurch
wird die Exisenz dieser beiden Ektomykorrhiza- Assoziationen direkt bewiesen und das rudi-
mentédre Wissen Uber Mykobionten von Nothofagus, welches bidang nur 7 verdffentlichte
Arten umfasst, eweitert (s. Kap. 2.2.2). Beschreibungen von D. antartica exidierten in die-
sam Zusammenhang bidang lediglich mit N. alpina (Pafner 1997). Sie werden im Folgenden
auf N. obligua as Makrosymbiont erweitert. Morphologsch-anatomische Beschrelbungen der
unspezifischen  Ektomykorrhizen zwischen Nothofagus und P. involutus / C. geophilum
exigieren bereits (Godoy & Pdfner 1997, FHores et al. 1997) und mussen daher an dieser
Sele nicht erneut in dlen Detalls erfolgen.

Verzwegungsart:

Die Vezweigungsat einer Ektomykorrhiza is in Kombination mit Wuchsform und Far-
be en deutliches und leicht bestimmbares Merkma, um im Frelland zu enem schndlen
Uberblick zu gelangen. Ektomykorrhizen zwischen N. obliqua mit B. loyo, D. antartica und
A. boletinoides bestzen monopodide Verzweigungen (s. Kap. 4.3). Bis auf wenige Ausnah
men werden die Grundtypen von Verzweigungen mes vollsdndig durch die Wirtsbdume
bestimmt (Agerer 1991, 1995). In wenigen Félen definiert dlerdings der Mykaosymbiont die
Verzweigungsform. Bel der Ektomykorrhiza zwischen N. obliqgua und C. geophilum zegen
gch in diesem Zusammenhang enzene bis unverzweigte Erscheinungsformen, welche fir
Cenococcum-Arten typisch sind. Pafner & Godoy (1996b) fanden be der Ektomykorrhiza
zwischen N. pumilio und R. fuegiana die fir Russulaceen typische Verzweigungsform mono-
podid-pyramidd bis monopodid-pinnate. Auch zwischen einzelnen Arten der gleichen Pflan
zengaitung weisen die Verzweigungsmuster keine oder nur wenige Vaiationen auf (Zak
1973). Sdbst be verschiedenen Bodentypen und pH-Bedingungen konnten kaum Unterschie-
de in der Verzweigungsat be natlirlich gewachsenen Mykorrhizen der gleichen Art festge-
gdlt werden (Bergemann 1955, Zak 1973, Gronbach 1988, Berg 1989). Allerdings kann in
enigen Fdlen das Alter von Mykorrhizen enen Einfluss auf die Verzwegungsform ausiben

(Agerer 1995). Ein dlgemeines Konzept Uber die typischen Verzweigungsformen von Notho-
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fagus-Mykorrhizen lasst sch wegen des unzureichenden verdffentlichten Materids noch nicht
ableiten.

Wuchsform:

Die Wuchsform der N. obliqua / B. loyo Ektomykorrhiza ist sehr stark verzweigt, so dass
die Hauptachse kaum sichtbar ist, Hauptachse und Seitendste sind gerade. Die Ektomykor-
rhiza von A. boletinoides ist ebenfdls sehr stark verzweigt, die Hauptachse und die Seitenéste
snd nicht gerade oder gebogen, sondern etwas geschldngdt. Die N. obliqua / D. antartica
Ektomykorrhiza hingegen ig wenig verzweigt und wels eine deutlich schtbare gerade bis ge-
bogene Hauptachse auf. Die Beobachtung, dass die Verzweigungsart bel den drel angespro-
chenen Ektomykorrhizen vom gleichen Typ ig (monopodid und von der Wirtspflanze be-
gimmt, so.), die Wuchsform dlerdings stark variiert, lésst darauf schliefien, dass ba diesem
Merkma der Mykobiont den entscheidenden morphol ogischen Einfluss austibt.

Farbe:

Frank (1887), Boullard (1965) und Trappe (1967) sahen die Farbe der Mykorrhiza ds
sehr vaidbles Mekmd an, welches auch durch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
BEindricke unterstitzt wird. Zak (1969) und Dominik (1969) dagegen bezeichnen die Farbe
ds enes dar wichtiggten Merkmae und benutzen die Farbung in ihren Besimmungsschlis
sn gar zur Klassfikation von Mykorrhizen. Die Farbe von N. obliqua / B. loyo und A. boleti-
noides Ektomykorrhizen is welldich, wobel B. loyo ene ockergelbliche und A. boletinoides
éne schmutzigwell}e Fabrichtung zegten. Ba weflichen Ektomykorrhizen muss be der
Farbbestimmung insbesondere darauf geachtet werden, dass Lufteinschliisse des Hyphenman
tels erhdten bleiben, da songt die durchscheinenden, braunlichen Farben der Zdlen der Wur-
zdrinde die Bestimmung verfdschen komen. Auch die Alterung hat einen Einfluss auf den

Farbton einer Ektomykorrhiza. Die Farbtone werden mit zunehmendem Alter dunkler.

Die synthetiserten Ektomykorrhizen von N. obliqua / B. loyo und N. obliqua / A. boleti-
noides zeigten in den Rhizotronen im jungen Stadium welldiche Farben. Sie nahmen aber im
Alter Brauntdne an. Die junge, intakte Ektomykorrhiza von N. obliqua / D. antartica wiesin
den Rhizotronen einen hdl-ockerbréunlichen Farbton auf, wobel im Alter fleckenweise brau
ne Tone entsanden. Die Hyphenmante- und Hyphenfarbe der synthetiserten N. obliqua / C.
geophilum Ektomykorrhiza wurden mit der Alterung dunkler, was fir die Arten, deren Pig-
mente in den Zdlwanden eingdagert and, bekannt ist. Diese gleiche Beobachtung wurde fir
C. geophilum mit viden anderen Wirtspflanzen mehrmas beschrieben (u.a. Uhl 1988, Berg
1989, Flores et al. 1997, s. Literatur Kap. 3.1.2.6).
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Struktur des Hyphenmantds:

In ihrer differenzieten Geddtung liefert die Struktur des Hyphenmantels sehr gute Krite-
rien zur Unterscheidung verschiedener Mykorrhiza-Arten. Dies wurde schon frih von Gibdli
(1883), Frank (1887) und Chilvers (1968) bemerkt. Reinhard Agerer begann 1986 mit der ge-
naueren Differenzierung der Manteldruktur, die er in dre Schichten entelte Die Mantd-
oberfléchengruktur, tieferliegende Schichten und  Mantdinnenfléchensirukiur.  Agerer (1991,
1995) definiert insgesamt 16 verschiedene Manteltypen.

Die in der vorliegenden Arbet untersuchten Mykorrhizen wiesen dle eine plectenchyma-
tische Mantdstruktur auf. Allerdings konnten be dlen Vertretern eine definiete Anordnung
mit besonderen Eigenschaften der Mantelhyphen festgestel It werden.

Die Mantehyphen der Ektomykorrhiza zwischen N. obliqua und B. loyo waren geschlan
gdt und bildeten Ringmuster (schematische Dargtdlung des Typs A, Abb. 8.1.1). Die Hyphen
der N. obligua / D. antartica Ektomykorrhiza bildeten ein Netz mit zahireichen Zydidien
(Typ D) und jene von N. obliqua/ A. boletinoides waren irregulér benetzt, ohne Muster zu
bilden (Typ B). Eine Besonderhet dieser Ektomykorrhiza waren die warzenartigen Einlager-
ungen, die enige Hyphen der Mantdoberfléche aushildeten. Die Ektomykorrhiza mit C. geo-
philum zegte die fur de typische ,G*-Organisation (vergl. Kap. 4.5). Die Mantelschichten
snd in ihrer Abfolge und Ausbildung innerhdb einer Art kondant. Allerdings vaiiert die An-
zahl der Schichten innerhab einer Mykorrhiza-Art sehr stark.

Die Mantdinnensaite war in dlen untersuchten Ektomykorrhiza-Arten dichter ads deren
Aullensaite. Die anatomischen Merkmade der Mantdinnensate waren nicht sehr differenziert
ausgeprégt. Die Mantdinnensaite kann aber fir dhnliche Ektomykorrhizen in Zusammenhang
mit anderen srukturelen Eigenschaften von Bedeutung sein. Die Hyphen der meisen Mykor-
rhiza-Arten snd mehr oder weniger stark verzweigt und Uber Anastomosen miteinander ver-
bunden. Be den in diesr Arbeit untersuchten Ektomykorrhiza- Assotiationen  wurden
einfache Anastomosen mit oder ohne Septum unterschieden. Es exigtieren aber auch Anasto-
mosen mit Kontaktschnalen. Agerer (1987) wies darauf hin, dass eine Verbindung der
Hyphen Uber Kontaktschnallen fir vide Arten der Gattungen Dermocybe, Cortinarius und
Hebeloma charakteristisch zu sein scheint. Die Exigenz von Schndlen ig demnach en
wichtiges Merkmal bel der Differenzierung.

Abziehende Hyphen, Rhizomor phen und Zystidien:

Auftreten, Haufigkeit und Form abziehender Hyphen, Rhizomorphen und Zydidien
bigten gute Besimmungsmerkmae fir enige Ektomykorrhizen. Abziehende Elemente, die
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von der gleichen Pilzgatung oder ihr verwandten Pilzarten gebildet werden, sind sehr hnlich
(Gronbach 1988). So hildete die Mykorrhiza von B. loyo keine abziehenden Hyphen, aber
zahlreiche runde Rhizomorphen. In Bezug auf die Ektomykorrhiza Picea abies / B. edulis
sellten Agerer & Gronbach (1990) dhnliche Charakteristiken fest. Bei A. boletinoides waren
die abzehenden Hyphen wenig vertreten, die Rhizomorphen dagegen zahireich. Die
Mykorrhiza von C. geophilum hate enzene, doar abstehende Hyphen und kene
Rhizomorphen. D. antartica zeigte weder abziehende Hyphen noch Rhizomorphen. Hier
ddlen die Zydidien en wertvolles Merkma dar. Bougher & Maagczuk (1985) beschreiben
ghnliche Zydidien fur die austraianische Art Descolea maculata. Uber Sinn und Zweck der
Zydidien bei Ektomykorrhizen gibt es keine abschlief?enden Untersuchungen. Eine Funktion
ads Konidie, Wasser- und Minerdspeicher oder aber ds Giftspeicher zur Abwehr wird
vermutet (Palfner 1997). Fir die Zygtidien der Buchenektomykorrhiza von Russula illota wird
eine Schutzfunktion gegen Fral3 durch BodenKlentiere angenommen (Agerer et al. 1986).

Ein weteres Mekma ig das Auftreten von Wandauflagerungen bzw. -enlagerungen der
abziehenden Hyphen. Ba der Ektomykorrhiza zwischen N. obliqua / A. boletinoides erschie-
nen oft kristalloide bis warzige Auflagerungen (dlerdings nicht nur auf den abziehenden Hy-
phen, s0.). Diese Zdlwandstrukturen konnen manchma im jungen oder im dteren Stadium
der Mykorrhiza auftreten (Gronbach 1988). Wazige Auflagerungen waren auch an dteren
Hyphen von C. geophilum anzutreffen.

Auch die Verzwegungen der abziehenden Hyphen und deren Verbindungen konnen in
der Diagnose von Bedeutung sein. Bel A. boletinoides waren die abziehenden Hyphen gabdlig
verzwegt. Ba N. obliqua / C. geophilum wurde in dieser Arbeit keine Verzweigung der ab-
Ziehenden Hyphen beobachtet. Flores et al. (1997) fanden ene gabelige Verzweigung fir die
abziehenden Hyphen der N. alessandrii / C. geophilum-Ektomykorrhiza.

Intrahyphde Hyphen der abziehenden Hyphen traten be A. boletinoides und C. geophi-
lum auf. Nach Buller (1933) wachsen intrahyphade Hyphen be Verletzung der Hyphenzdlen.
Chan & Stephen (1967) beobachteten die Bildung von intrahyphaen Hyphen ds en Alte-
rungsphanomen. Lowry & Sussman (1966) und Cdonge (1968) erklarten das Wachstum der
intrahyphaen Hyphen as eine Mdglichket fur den Filz, sch zu erneuern. Gronbach (1988)
und Berg (1989) attribuierten die Fahigkeit zur Bildung solcher Hyphen as genetisch festge-
legt, unabhéngig von &ul¥eren Einfllssen.

Be A. boletinoides wurden im Rahmen dieser Arbeit intrahyphde Hyphen in dlen Pro-

ben in reduzierter Form gefunden. Bei C. geophilum wurde die Présenz dieser Hyphen zusam-
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men mit verschiedenen Wirtgpflanzen und unterschiedlichen Bodenbedingungen  festgestdlt
(z.B. Agerer & Gronbach 1988, Flores et al. 1997).

Die Organisation der Rhizomorphen is ebenfdls en wichtiges Beschrelbungsmerkma
fur Ektomykorrhizen (Abb. 8.1.111). Die N. obliqua / B. loyo-Ektomykorrhiza zeigte typische,
hochdifferenzierte Rhizomorphen aus dichten, pardld verlaufenden Hyphen, welche grol3u-
mige zentrde Hyphen einschlossen (Typ F, Agerer 1995). Die beschriebene N. obliqua / A.
boletinoides Ektomykorrhiza bildete auch Rhizomorphen des Typs F. Zusdzlich wurden Rhi-
zomorphen des Typs A gefunden (jingere Rhizomorphen), die aus Binddungen pardld ver-
laufender, gleichgestalteter Hyphen bestanden.

Ein gemensames Mekmd de hochdifferenzieten Rhizomorphen beder Ektomy-
korrhiza-Arten ist die tellweise Auflosung der Quersepten der Zentralhyphen. Treu (1990)
vermutet, dass es Sch ba diesem Phdghomen um en gemensames Mekma dler Boletdes
Mykorrhizen handdt konnte, da Gronbach (1988) an P. involutus und B. edulis sowie Uhl
(1988) an Quillus collinitus und Brand (1989) an Xerocomus chrysenteron das gleiche Phano-
men fanden. Nach Carney (1990) und Cairney et al. (1991) zeigen Rhizomorphen grof3e
grukturdle Ahnlichkeiten innerhdb einer Gattung auf und komen daher auch ds Kriterium

zur Taxonomie verwendet werden.

Uber die genaue Funktion von Rhizomorphen, insbesondere der hochdifferenzierten, ist
noch nicht vid bekannt. Se konnen auf hochgt unterschiedliche Weise drukturiert sein
(Agerer 1991). Von Agerer (1992) werden Rhizomorphen hauptséchlich in ihrer Funktion ds
Kontaktorgane zwischen Hyphenmantd und Substrat beschrieben. Nach Finlay & Reed
(1986) und Kammerbauer et al. (1989) transportieren Rhizomorphen Wasser und Néhrstoffe.
Skinner & Bowen (1974) und Brownlee et al. (1983) beschreiben die Fahigkeit, Phosphat

vom Boden Uber das symbiotische Interface zur Wurzel zu transportieren.

L angsschnitte:

Die folgenden Beschrelbungen von Langsschnitten der mykorrhizieten  Kurzwurzeln
komplementieren die bidang dargestdlten anatomisch-morphologischen Charakteristiken der
Ektomykorrhizen. Merkmde, wie Mantddicke, die Gestdtung der Rindenzellen und die Aus-
prégung des Hartigsches Netzes, welche in Zussmmenhang mit Quer- oder La&ngsschnitten
mykorrhizierter Kurzwurzeln abgeleitet werden konnen, verdndern sich im Laufe der ontoge-
netischen Entwicklung. Aus diessm Grund ig es notig, mit turgeszentem, fertig ausgehbilde-
tem Materia zu arbeiten, wenn keine detalllierten ontogenetischen Studien vorliegen.
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Die Mantddicke von Ektomykorrhizen ist kein sehr verlésdiches Merkmad flr systemati-
sche Klassfizierungen, da die Vaiationen berdts innerhab ener Filzat sehr grol3 sein kon
nen. Pseudoparenchymatische Méantd weisen hingegen eher dhnliche Werte auf (Gronbach
1988, Uhl 1988). Die Manteldicke bei der Ektomykorrhiza N. obliqua / B. loyo betrug 415
pum, bel N. obliqua/ A. boletinoides 2-15 um und bei N. obliqua / D. antartica 10-25 pm.

In den genannten Ektomykorrhizen waren in den innerten Manteschichten Wurzelhau
benderivate in Form von dunklen, schmden, langgezogenen Streifen zu sehen (Abb. 4.10.b,
4.14.b und 4.18.b). Wurzelhaubenderivate bestehen vorwiegend aus pektinartigen Stoffen mit
geringem Tamninantell (Brand & Agerer, 1986). Pdfner berichtete im Fale der Ektomykor-
rhiza von N. alpina/ D. antartica berdts in seiner Verdffentlichung aus dem Jahre 1997 von

diesen Strukturen.

Die Anzahl der Rindenzellschichten erwies sch be den im Rahmen diessr Arbet unter-
suchten Ektomykorrhiza-Assoziationen nicht ds en zur Charakteriserung geeignetes Merk-
md. Im dlgemeinen waren 1-2, hochgens aber 3 Rindenzdlschichten anzutreffen. Diese Be-
obachtungen widersprechen Berg (1989), der auf eine durch die Pilzarten definierte Vermeh
rung der Rindenzelen verwies.

Grole und Form der Epidermis- und/oder Rindenzellen kdnnen eine Aussage Uber die be-
telligte Baumart machen. Insbesondere radide, starke Verlangerungen der auleren Wurzelze-
len waren 1950 an Buchenmykorrhizen von Clowes und 1968 an Eucdyptusmykorrhizen von
Chilvers beschrieben worden. Uhl (1988) delte fest, dass die Quotienten von tangentialen
und radiden Durchmessern der @ul¥eren Wurzdzdlen im Langsschnitt bel Fichten deutlich
grolRer ds 1 sand, ba Kigen um 1 schwanken (kreisformige Zelen) und bel Laubholzern
deutlich unter 1 liegen. Uhl berichtet dlerdings von einigen Ausnahmen. Die in diessr Arbeit
untersuchten Mykobionten von N. obliqua simmen jedoch mit diessr Regd Uberein. Die au
eren Wurzelzdlen besal?en Quotienten weit unter 1. Fur B. loyo [0,5; 0,37], D. antartica
[0,5; 0,6] und A. boletinoides [0,43; 0,3]. Angegeben sind fur jeden Mykobionten die minimea
len und maximaen Quotienten von tangentiden und radiden Durchmessern der &ul3eren Epi-
dermiszdlen im Langsschnitt. Aussagen Uber die beteligte Pilzat lassen sich anhand der
Langen-Braiten-Korrdation nicht treffen.

Das Hartigsche Netz war in dlen untersuchten Ektomykorrhiza- Assoziationen mit Notho-
fagus paragpidermal (Abb. 4.10, 4.14 und 4.18). Das ist eine besondere Charakteristik von nur
wenigen Baumgattungen. Nothofagus hat in diessm Zusammenhang ene Gemensamket mit
der Gattung Alnus (Godbout & Fortin 1983, Treu 1990). Diese Feststellung baset auf dlen
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bidang beschriebenen Ektomykorrhizen von Nothofagus (Palfner & Godoy 1996a und 1996b,
Godoy & Pdfner 1997 sowie den eilgenen Beschreibungen in Kapitd 4.3).

Ebenfdls en Mekmd dler untersuchten Mykorrhiza-Arten mit Nothofagus war das
Auftreten von Pametti- Strukturen (s. Abb. 4.10.c). Diese Strukturen vergrof3ern die Kontakt-
fliche zwischen beiden Symbiosepartnern, wodurch wahrscheinlich der Stoffaustausch  zwi-
schen ihnen erleichtert wird.

Chemische Far breaktionen:

Auf die Bedeutung chemischer Reektionen zur ldentifizierung von Mykorrhizen wurde
bereits mehrfach hingewiesen (Trappe 1967, Zak 1973, Agerer 1986). Allerdings haben se
ds taxonomische Hilfen weit weniger Bedeutung bei Ektomykorrhizen as be Fruchtkorpern.
Nur enige wenige Chemikdien snd in diesem Zusammenhang nennenswvert (s Agerer
1991). Vorerst konnen chemische Farbresktionen wegen der fehlenden breiten Anwendung
nicht generdl zur Unterdiitzung beriickschtigt werden. Se sollten moglichst bel jeder Ekto-
mykorrhiza- Charakteriserung getestet werden. Im Kontext der nur spérlich existierenden Li-
teratur konnten lediglich Ubereingtimmende Farbresktionen der Ektomykorrhiza von N.
obliqua / D. antartica (Kap. 4.3.2) mit denen von N. alpina/ D. antartica (Pafner 1997) fedt-
gestelt werden. Die Farbresktionen von B. loyo und A. boletinoides sind in Kagpite 4.3 zum
ersten Md Uberhaupt dokumentiert.

5.1.3 Inokulationsversuche von N. obliqua unter besonderer

Beachtung der Mykobionten in ihrer Funktion als

~early-*,  multi-“ und , late-stage* -fungi

Fag dle in Renkultur isolieten spezifischen und nicht spezifischen Ektomykorrhizapilze

von Nothofagus waren in der Lage, mit N. obliqua eine Mykorrhizierung einzugehen (s. Kap.
4.6). P. involutus und P. tinctorius gingen mit N. obliqua bereits zwe bis drei Wochen nach
der Inokulation ene Gemanschaft ein, warend zusammen mit D. antartica und C. geophi-
lum eine Ektomykorrhizabildung nach einen Monat nachgewiesen werden konnte. Im Fale
von A. statuum efolgte eine Mykorrhizierung erst nach dree Monaten. Noch langer dauerte es,
bis A. boletinoides, X. rubellus oder B. loyo Ektomykorrhizen bildeten. Erstere benétigten
sechs, B. loyo bendtigte seben Monae. Eine Mykorrhizieeung mit B. chilensis gdang nicht.
Es kam lediglich zu ener dunkdbraunen Vefabung der Wurzdn sowie zur Aushildung einer
darken Abwehrschicht aus Tannin in den Rindenzdlen.

Ein Grund fir die verschiedenen Zetraume der Ektomykorrhizabildung (oder gar deren
Ausbleiben) liegt wahrschenlich darin, dass Baume im Velauf ihrer Altersentwicklung un-
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terschiedliche Ektomykorrhiza-Partner bevorzugen bzw. bendtigen (Mason et al. 1987, Ter-
moshuizen 1991). So snd bekanntlich im Samlings- und frihen Wachstumsstadium telweise
andere Rilztypen fir die Bildung von Ektomykorrhizen erforderlich (sog. early-stage-fungi)
ds ba dteren Baumen (s0g. late-stage-fungi). Mykobionten, welche in adlen Wachstumspha-
sen Ektomykorrhizen ausbilden konnen, werden in diesem Zusammenhang auch ds multi-
stage-fungi bezeichnet. Hierbe sollte im Auge behdten werden, dass sch diese Eintellung
auf Wadgebiete im ©kologischen Glechgewicht bezient und dass sog. Pionier-PFilze, die
ebenfals mit jungen Pflanzen Ektomykorrhizen ausbilden, eine weitere Klasse darstellen.

Innerhalb von Pilz-Gattungen konnen sowohl early- ds auch late-stage-fungi exidtieren.
So werden Boletus-Arten von Olivier et al. (1997) generdl ds late-stage-fungi beschrieben.
Rao et al. (1997) hingegen charakteriseren B. luteus in Symbiose mit Pinus kesiya ds frih
koloniserenden Filz. Aus der Beobachtung, dass eine Ektomykorrhiza zwar zusammen mit
einem dteren Baum beobachtet wurde, dann aber das isdlierte Rilzmyzd in Kultur mit enem
Samling keine Mykorrhiza ausbildete, wird zum Tell ds hinreichendes Kriterium fir die Ein-
telung enes Rlzes ds late-stage-fungi angesehen (Fox 1986). Jeffries (1999) regen jedoch
an, fur ene solche Eintellung ebenfals die Bodenbedingungen der Pflanzungen in Betracht zu
Ziehen, da diese Uber die Bildung, bzw. Nichtbildung von Mykorrhizen entscheiden kénnen.

Vor diessam Hintergrund ist es wahrscheinlich, dass B. chilensis ds en late-stage-fungi
klassfiziet werden kann, da be bis zu 10 Monaten dten Sdmlingen noch keine Ektomykor-
rhizenbildung nachgewiesen werden konnte (so. und Kap. 4.6). Bel A. boletinoides, X. rubel-
lus und B. loyo handdt es sch wahrscheinlich ebenfals eher um late-stage-fungi. Obwohl zu-
letzt zwar Mykorrhizenbildungen mit N. obligua beobachtet wurden, fiden diese im quartita-
tiven Vergleich mit P. involutus, P. tinctorius, D. antartica, C. geophilum und A. statuum
kaum ins Gewicht. B D. antartica und C. geophilum handet es sch demzufolge in jedem
Fdl um multi-stage-fungi, da die Ektomykorrhizen mit ausgewachsenen N. obliqua in dieser
Arbeit beschrieben wurden (s. Kap. 4.3). P. involutus, P. tinctorius und A. statuum kénnen
aufgrund ihres Auftretens in Nothofagus-Wéadern (Garrido 1988) ebenfals unter den multi-
stage-fungi vermutet werden. Es muss jedoch, inshesondere bei den Einteillungen der late-
stage-fungi, darauf hingewiesen werden, dass keine unterschiedlichen Bodenbedingungen be-
ricksichtigt wurden. Die Samlinge von N. obliqua wurden dle unter den gleichen Bedingun
gen gezogen (s. Kap. 3.1.3).

In ener zdtlich definierten Verschiebung des Mykobiontenspektrums im Wachstumsver-
lauf ,gesunder Exemplare von N. obliqua kann auch en Problem be grol¥léchigen Anpflan
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zungen von Monokulturen mit Setzlingen gleichen Alters liegen. Das breite Mykobionten
Spektrum enes Wadsysgems im oOkologischen Gleichgewicht kann unter solchen Bedingun-
gen nicht entstehen. Als Folge dessen kdnnen dann Ektomykorrhizen u. U. nicht zu dem Zeit-
punkt gebildet werden, wenn de benttigt werden. Kranabetter (1999) schlagt in diesem Zu-
sammerhang vor, dtere Bdume in Abholzungsgebieten as eine Art Mykobionten Reservat
(refuge trees) zu erhdten, da im nédheren Einzugsgebiet der Rhizosphére solcher Reservat-
Baume en ggonifikant verbreitetes Ektomykorrhiza-Spektrum in Verbindung mit neu ange-
pflanzten Setzlingen festgestdlt wurde. Rao et al. hatten bereits 1997 bel Pinus kesiya einen
zum Alter der Baume proportionadlen "Diverstéts-Index" an Mykobionten festgestdllt.

5.2 Bodenbedingungen im Untersuchungsgebiet
von Quita Calzon

Wie berets im vorangehenden Kapited angedeutet wurde, snd die lokaden Bodenpara
meter eines der Kriterien, die das gesamte Mykorrhizaspektrum eines Wadgebietes entsche-
dend beeinflussen konnen. In der Region um die Untersuchungsgebiete von Quita Cazon
weisen die Boden enige Besonderhdten auf, die de in Hingcht auf ene Diskusson des My-
korrhizaspektrums und insbesondere in Hindcht auf die spéter zu diskutierende Kapazitét ei-
nger Mykobionten, schwer zugangliche Phosphatreservoirs fir den Pflazenpartner zu er-
schlief3en, besonders interessant machen.

Im Folgenden werden daher zunéchst die bestimmten chemischen (Kap. 5.2.1) und phys-
kalischen (Kap. 5.2.2) Bodenparameter diskutiert, bevor abschlief}end eine integrale Einschét-
zung der Bodenparameter vorgenommen wird (Kap. 5.2.3).

5.2.1 Die Reevanz chemischer Bodenparameter

Fir die Beurtelung der chemischen Bodenparameter sind zunéchst einige Uberlegungen
zur Methodik wichtig. Obwohl die verwendeten Chemikdien zur Bodenandyse in ihrer
Zusammensetzung Sandardisert snd, is dies ba anderen Parametern, die ene wichige
Rolle be den Messungen spiden, nicht immer der Fdl: Dies kdnnen die Temperaiur der Ex-
traktion, die Form der Gefd3e, die Dauer und die Art des Schiittelns, das Verhdtnis Boden zu
Losung, der Grad der Feinkérnigkeit des Bodens und noch weitere Grolen sein. Aus diesem
Grund ist der Vergleich von andytischen Ergebnissen aus verschiedenen Laboratorien nicht
immer moglich.
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Es wurden daher in der vorliegenden Arbet Richtwerte benutzt, die ale von dem Labor

aufgesdIt wurden, in dem auch die Messungen der Bodenproben aus den Untersuchungs-
gebieten efolgten. Die Richtwerte der Bodenparameter des Laboratoriums ,Laboratorio de

Nutricion y Suelos
Forestales’ der

pH PH | Ciowd | Nwn | ©N leen Universidad Austral

H0 | KC1 | [%] [%o] [ppm] de Chile snd in

msefilﬁg <50 | =40 <06 < 0,08 <10 <3 Tabelle 5.1 und 5.2
Niedrig |5,1-5,5 | 4.1-5,0 | 0,6-1,5 | 0,08-0,15 | 10-20 35 angegeben und
Mittel |56-6,0| 51-58 | 1,6-50 | 0,16-0,35 | 21-30 | 6-3 missen bei der In-
Hoch |[61-73| 59-7.0 | 51-10,0| 0,36-0,65 | 3140 | 9-12 terpretation  der in

1?:3-,'11; >73 | 70 | >10,0 | >0465 > 40 > 12 Tabelle 45 aufge-

Tab. 5.1: Richtwerte chemischer Bodenparameter fir Boden der
X. Region Chiles. Fakultét fir Forstwissenschaften, ,Univers-
dad Austral de Chile". Bodenproben  be-

fihrten  Andysen
werte der eigenen

ruckschtigt werden.

Fir alle Bodenproben aus den 4 Unter suchungsgebieten gilt:

Wie in Tabdle 4.5 zu sehen ig, and die mit KCl bestimmten pH-Werte (Gesamtaciditét)
geringer ds die mit H,O bestimmten pH-Werte (die aktudle Aciditét). Dies weist auf e-
nen Uberschuss negaiv geladener lonen im Boden hin. Beide pH-Werte konnen nach
Tabelle 5.1 ds niedrig engestuft werden. Niedrige pH-Werte deuten auf verstérkte zer-
setzende Aktivitdten in Boden hin. Vor alem beglnstigen sie stark das Wachstum von

Filzen und weniger das Wachstum von Bakterien (Zunino et al. 1982).

Tab. 4.5 zeigt einen hohen Gehdt an Gesamtkohlenstoff (vergl. Tab. 5.1). Dieser kann
dadurch erklart werden, dass durch den hohen Gehdt an Allophan in der Region (s. Kap.
2.3.4.2) Humuspartike sehr stark adsorbiert werden und stabile Komplexe geformt
werden. Je stérker diese sehr  oberflachenaktiven Torminerde vertreten sind, umso
humoser snd die betrofferen Boden (Aguilera et al. 1997). Auch be Verwitterung
bleben Humugelchen an den mit Hilfe von Allophan entstehenden Strengiten und Va
risciten haften (Zunino & Borie 1985).

Der Quatient C/N igt ein Indikator fir die Kompostierungsrate. Der gemessene Wert von
16 wird nach Tabdle 5.1 ds gering engestuft. Geringere Quotienten sind en Hinwes
auf versarkte Kompogtierung. Die Tatsache, dass der Quotient niedrig ist, obwohl der
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Al Na K Ca [Mg| Fe |[Mn| Cu | Zn B s Al
Ammoniumacetat - DTPA CaCly | Ca(POyg | EKC1
[ppm]
Sehr (<250 [«<50 |<40 [<30 |[<30 |<15 [<5 [<1 [<01 [<02 [<4 <10
niedrig
e | 9500 [S0E 40 [S0 [30= |15 |Bs (D= |0 [B3 48 10-25
Niedrig \ 000 150 |z |200 [a0 |30 |15 |25 |05 |05
. SOt A2l [81= (200 |61w |31 |16= |26 |06 [06  [9:12 26-50
Mittel | Yo0g |24 |160 |so0 [120 |a0 |30 60 |25 |10
Hoch |1001- [241- |161- |501- [121- |81- |31 |61- |Z6- [L1- |13-20 51%
2000|360 |300 |1000 [240 [150 |80 |12 |50 |20 100
EEhrh > 2000 | > 360 |»300 |>1000 [>240 [ »150 | =80 |=12 |=5,0 [= 2.0 |=20 > 100
oc

Tab. 5.2: Richtwerte chemischer Bodenparameter fir Boden der X. Region Chiles.
Fakultét fur Forstwissenschaften, ,, Universidad Austral de Chile”.

Kohlendoffgehat hoch is, deutet noch versékt auf eine schndle Kompostierung hin
(Donoso 1997).

Der Stickstoffgehalt ig demzufolge ebenfals hoch. Die angedeutete grofRe Zersetzungs-
kapazitédt der Pilze und deren Biomasse im Boden bedingt die Fixierung des Stickstoffs in

organischer Form

Bodenproben der Untersuchungsfldchen mit N. obliqua, P. radiataund E. globulus:

Die gemess=nen Werte fir Fe und Al snd rdaiv hoch (vergl. Tab. 4.5 und Tab. 5.2).
Diese hohen Werte der Extraktion von Al und Fe bedeuten glngtige Bedingungen fur die
Bildung und Akkumulation von Allophan. Boden mit mehr as 20 %o Aluminium entha-
ten unter bestimmten Voraussetzungen grof¥ere Mengen an Allophan (Grez 1977). Al-
Kationen erniedrigen den pH-Wert in Boden, andere Kationen hingegen fordern eher die
Alkanitét.

Die Menge an verflugbarem Phosphat it auffalend gering (vergl. Tab. 45 und Tab. 5.1).
Der Grund dafir i, dass alophanhatige Bodenpartikel aufgrund ihrer besonderen Ober-
flachengtruktur zunéchst schndl grof?e Mengen an Phosphat adsorbieren. In nachfolgen
den, langsamen Prozessen werden dann schwer [6diche  Aluminium-Phosphat-Komplexe
abgegeben. Auf diese Weise entstehen st8ndig neue resktionsaktive Oberflachen, die ene
fortlaufende P-Reduktion zur Folge haben (vergl. Kap. 2.3.4.2 und Parfitt 1989). Ba ho-
hen Bodenkonzentrationen an organischem Materid, Fe und Al findet diesr Prozess
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noch vergérkt datt (Borie & Zunino 1983). Auch die festgestdlten sauren Bodenbedin
gungen beschleunigen diesen Prozess, da die an der Resktion beteligten Fe- und Al-Mo-
lekiile bei niedrigen pH-Werten vermehrt zur Verfligung stehen (Donoso 1997).

- Die gemessenen Schwefel-Werte snd hoch, obwohl die Disponibilitét von S eher durch
akdische pH-Werte gefordert wird. Hier wird der vulkanische Einfluss bemerkbar, als
dessen Konsequenz betroffene Boden hohe Schwefel konzentrationen aufweisen.

- Die Konzentrationen der Bodenkomponenten Cu, Zn und B entsprechen mittleren Wer-
ten (vergl. Tab. 4.5 und Tab. 5.2).

- Die Konzentrationen der Kationen folgen einem zu ewartenden Verlauf: Ca> Mg > K >
Na > Mn. Die Werte von Na, K, Ca, Mg und Mn scheinen in den Untersuchungsgebieten
zunéchs auffdlig niedrig. In Gebigten mit hohem Niederschlag und eher niedrigem pH
snd dlerdings auch geringe Konzentrationen zu erwarten. Hohe Niederschlégge machen
gch vor dlem durch Basenauswaschung im Bodenhorizont Aeh bemerkbar (vergl. Kap.
471, Abb. 4.20). In Gebieten, in denen aufgrund klimatischer Bedingungen tiefere Tem-
perauren herrschen, kommt es in diesem Zusammenhang auch zu Podsolierungen (Do-
noso 1997).

Die Bodenbegtandtelle Fe und Mn sind im Bodenhorizont B fir den beobachteten rot-
braunen Aspekt verantwortlich. Wegen der guten Drainageeigenschaften werden diese
Metdle verstérkt oxidiert (vergl. Kap. 4.7.1). Im Bodenhorizont B befinden sch akkumulierte
Sdze, Tomminerdien und wetere Stoffe, die aus Auswaschungen hoherer Bodenschichten

stammen.

Die Bodenparameter der Pinus- und Eucalyptus-Anpflanzungen weisen zum Tal ggnifi-
kante Abweichungen definierter Bodenparameter im Vergleich zu dem mit Nothofagus be-
wachsenen Geldnde auf. Tellweise liegen diese hoher (z.B. Ca oder K, s. Tab. 4.5), tellweise
niedriger (zB. Na oder Fe) as in dem urspringlichen Wadgebiet. Der Grund dafir sind indi-
vidudle Duingungsmalinahmen der Waddbestzer, die kene dlgemeine Dingungsstrategie er-

kennen lassen.

Bodenproben aus der Unter suchungsflache des Weldelandes:

Die X. Region Chiles unterliegt ausgeprégter Nutzung durch Weidewirtschaft. Aus ihr
sammen 67 % der Milchproduktion des Landes und 34 % der gesamten Heischproduktion.
Die im Rahmen diesy Arbeit festgeddlten hohen Konzentrationen der Nahrdemente (mit
Ausnahme von Na, vergl. Tab. 4.5 und Tab. 5.1-2) ergeben sich ds Konsequenz der Anwen
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dung basenreicher Phosphatdinger. Durch Ubertriebene Dingung der Nutzflachen kommt es
teilweise zu eutrophischen Zusténden der lokalen Gewasser (Oyarzdn et al. 1997).

Allerdings kann der durch Allophanadsorption abgesenkte natirliche P-Gehdt dieser
Boden nur mitteds haufiger und rechlicher Erganzungsdingung Uberwunden werden. Eine
villige Absdtigung der P-Fixierungskepazitdt kann aber nicht erreicht werden, da in den sehr
verwitterungsaktiven Boden laufend neue adsorptionsféhige Elemente entsehen (s Kap. 2.3.
4.2). Fur ene landwirtschaftliche Nutzung snd diese Boden nicht geeignet; die geringe P-
Verflgoarket bedantrachtigt nicht nur die Ertragsmengen, sondern auch die Quadité der
pflanzlichen Produkte. Fir die Weidenutzung sind diese Boden sehr wohl geeignet, da Welide-
pflanzen gewdhnlich en gutes Aufschlieungsvermégen fir  schwerlédiche  Phosphate
besitzen. Die RGehalte des Weidefutters sind eher niedrig, aber gdten fir die Versorgung der
Tiere dsausreichend (Weinberger 1971).

5.2.2 DieRedevanz physkalischer Bodenparameter

Die Ergebnisse der chemischen Extraktionsanadysen aus Kapitd 5.2.1 bieten einen ersten
Hinwes auf den dlgemeinen Vewitterungs- oder Entwicklungszustand der untersuchten BO-
den. Die geringen Werte fir Na, Ca und Mg sowie die Uberdurchschnittlich hohen Extrak-
tionsraten fur Fe und Al zusammen mit den gemessenen pH-Werten (4,5-5,7) deuten bereits
auf enen Boden im mittleren Verwitterungszustand hin (Grez 1977). Der Boden des Untersu-
chungsgebietes besteht aus feinkorniger Asche, deren Korngrof3enfraktionierung sich  Uber-
wiegend aus Schiuff, enem ebenfals hohen Antel an Ton und enem geringeren Antell an
Sand zusammensetzt (s. Tab. 4.4). Auch diese Korngrofenfraktionierung weist auf enen
bereits recht intendv verwitteten Boden hin. Die Bodenverwitterung nimmt erwartungsge-
ma3 mit der Tiefe zu. Die Bdden snd in den oberen 23-30 cm reicher an Schiuff as in den
tieferen Zonen. In den unteren 22-50 cm bestzen se enen héheren Gehdt an Ton. Die Bdden
sind insgesamt arm an Grobsand (N. obliqua-Wald 23 %, s. Tab. 4.4).

L ager ungsdichte:

Eine direkte Konsequenz hat die Bodenverwitterung auf die Lagerungsdichte der Boden.
Lagerungsdichten von Waldbdden liegen algemein zwischen 0,6 und 1,9 glent. In Bodenho-
rizonten mit hohen Anteilen an organischen Materid konnen sie aber auch bis zu 02 glent
betragen. In den Untersuchungsgebieten bewegten sch die gemessenen Werte zwischen 0,95
und 1,19 g/en? in ener Tiefe von bis zu 30 cm (Tab. 4.4). Von Doroso (1997) werden fiir
chilenische Waldbdden Werte um 0,9 g/lent angegeben. Lagerungsdichten nehmen gemeinhin

mit der Tiefe zu. Die gemessenen Werte in einer Tiefe von ca. 22-50 cm liegen zwischen 1,15
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und 1,57 g/en?. Die Lagerungsdichte ist ein guter Indikator fir viele wichtige Bodencharak-
terigiken, wie z.B. die Porostédt, die Bdiftung und die Fahigket zur Infiltration. Die gemes
senen Werte lassen auf gute Bdiftungseigenschaften und gutes Wasseraufnahmevermiogen
schlief3en.

Por envolumen:

Das Porenvolumen von Wadbdden schwankt dlgemein zwischen 30 und 65 %, wobe
Boden mit feinen und mittleren Kornungen poréser snd as Boden mit grober Kornung. Das
Porenvolumen in den ersgen Bodenschichten der Untersuchungsgebiete (0-30 cm) vaiiert
zwischen 47 und 50 % (s. Tab. 4.4), wobel das Untersuchungsgebiet mit N. obliqua die hoch
ge Porositéat aufweist. Die Abnahme der Porogté in den Pflanzungen mit P. radiata und E.
globulus kommt wahrschenlich durch anthropogene Einflisse und geringerem Eintrag an or-
ganischem Materid zustande. Die Porositét von dber 50 % der Weldeflache lasst sich durch
die in diesen Héchen eingebrachte Dingung erkléren (hoher organischer Antel, s. Tab. 4.5).
Dieser Faktor scheint stérker zu sain ds der durch die Beastungen mit Huftieren induzierte
gegensatige Effekt. Allgemein nehmen Porogtéten von etwa 25 cm an mit seilgender Tiefe
ab.

Wasser kapazitét:

Wasserkapazitdten von Waldboden schwanken zwischen 5 und 40 %. Die untersuchten
Boden zeigen in ihrem Vewitterungszusand einen sehr ausgeglichenen  Wasserhaushat
(vergl. Kap. 4.7.2). Faktoren, welche die Wasserkapazitét beeinflussen, sind die Kdrnung, die
Geflgeform, der Antell an organischem Materid und der Grundwasserspiegd. Die Wasserka
pazité ig in Boden mit grober Kdrnung adlgemen niedrig. Eintrag an organischem Maerid
hingegen steigert die Wasserkapazitét.

5.2.3 Abschliefsende Diskussion der Bodenparameter

Aufgrund der vorgenommenen chemisch-physikaischen Untersuchungen der Boderbe-
dingungen in den Untersuchungsgebieten lassen sch die Boden ds Andosole mittlerer bis &-
terer Entwicklungsstufe klassfizieren (vergl. Kap. 2.3.4.1).

Andosole mittlerer  Entwicklungsstufe zeichnen dch durch enen hohen Antel an Ge
samtkohlenstoff aus (vergl. Tab. 45 mit Tab. 5.1), welcher jedoch geringer ist ds be jungen
Andosolen (12-16 % C). In ihnen i im Allgemenen ene hohe biologische Aktivité vorhan
den (Vet & Galeff 1997), weche mit dem besimmten, niedrigen C/N-Quotienten (hohe
Kompogtierungsraten, s. Kap. 5.2.1) Ubereingimmt. Auch die bestimmten pH-Werte (Tab.
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4.5) deuten auf diesen Bodentyp hin. Se werden zwischen 4,5 und 5,8 angegeben (Mdla &
Kuhne 1985, Sadzawka & Carrasco 1985).

Des Weteren zeichnen sch Andosole mittlerer Entwicklungsstufe durch die festgestdl-
ten geringen Dichten, hohe Porostéten, hohe Wasserkapaztéten, enen hohen Antel an
Schluff und einen Ton-Antell von bis zu 40 % aus (Armesto et al. 1997). Die Tonfraktionen
von Andosolen mittleren Alters enthalten charakteristische Minerde, deren Hauptkomponen+
ten aus Allophan und Imogolit bestehen (s Kap. 2.34.2). Die Anteile der Minerde hangen
vom Alter und der Entwicklungsstufe der entsprechenden Boden ab. Allophane zeichnen sich
durch sehr spezidle physkdisch-chemische Eigenschaften aus. Besonders hervorzuheben ist
die hohe Kationen-Audtauschkapazitét, die geringe Basensdtigung und eine erhdhte Fahigkeit

zur P-Fixierung.

Andosole mit langeren Entwicklungszeiten weisen enen hoheren Vewitterungsgrad, e-
nen hohen Antell an Ton (bis zu 80 %) und damit ene hthere Dichte auf. Der Antell an orga
nischem Materid ig in ihnen rddiv gearing und die Kationen-Augtauschkapazitée nimmt &b
(Veit & Garleff 1997).

Die fedgesdlten, dlgemein gingigen physkaischen Eigenschaften der Boden in den
Untersuchungsgebieten (s. Kap. 5.22) und ene lange klimaische Vegetationsperiode sind
postive Grundvoraussetzungen fur Uberdurchschnittliche Zuwachsraten. Die Daten aus den
Bodenuntersuchungen weisen zwel besonders ausgepragte Merkmade auf. Die Werte von
Phosphor und Natrium liegen in dlen Wadgebieten in sehr geringen Konzentrationen vor.
Natriummange spidt in der Natur keine Rolle. Der Manged an Phosphet ist dlerdings oft en
dark limitierender Fektor beim Wachstum von Pflanzen. Die Verfligoarkeit wird wahrschen-
lich entscheidend durch den Allophangehat in der Tonfraktion herabgesetzt (s. Kap. 2.3.4.2).
Wie schndl und effizient Allophan in der Lage i, Phogohate aus Losungen zu fixieren,
zeigen auch die durchgefihrten Experimente zur pH-Wert-abhdngigen P-Adsorption (Kap.
4.7.4, Abb. 4.21). Bereits nach 2 h waren ca. 50 % des in Losung befindlichen P-Anteils
durch Allophan gebunden worden.

Die in den folgenden Kapiten diskutierten physologischen Untersuchungen mit den in
Kapitd 5.1 beschriebenen isolierten Ektomykorrhizapartnern von N. obliqua konzentrieren
gch daher auf die Féhigkeit diesr Mykorrhizgpilze und mit ihnen mykorrhizieten und
unmykorrhizierten Kurzwurzeln, einen besonderen Beitrag zur Phosphatversorgung von N.

obliqua zu leigten.
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Es ergeben sch aus den vorliegenden Bodenuntersuchungen dlerdings auch noch andere
wichtige Aspekte (zB. die niedrige Basensdttigung und die Al-Toxizté), die im Rahmen
diesr Arbet dlerdings nicht welter verfolgt, bzw. diskutiert werden konnen. Ebenso wenig
i$ ene genaue quantitative Berechnung und ene weitergehende Interpretation der spezfi-
schen Dynamik in den untersuchten Boden mit den hier vorliegenden Informationen modich.
Um de zu erdachen, missten die Ablagerungsmechanismen, die Durchmischung des Ma
teriads aus neuen Eruptionen, die Minerdogie und Kaorngrofienverteilung der einzelne Boden-

fraktionen eingehender untersucht werden.

5.3 Bestimmung der Phosphataseaktivitét

Bevor in Kapitd 5.4 die Bedeutung der untersuchten Mykorrhiza-Arten fur Wadgebiete
von Nothofago-Perseetum linguae abschlielfend diskutiert wird, erfolgt im vorliegenden Ka
pitel zundchst die Bewertung der durchgefihrten Messungen zur Bestimmung der Phosphata
seaktivitdt. Diese beziehen dch in Kapitd 5.3.1 zundchst auf die spektrometrisch analysierten
extrazdlulé&ren und oberfl&chengebundenen Fraktionen der untersuchten Filzhyphen mit Hilfe
von pNPP. Besondere Aufmerksamkeit wird dlerdings dem neuventwickdten fluoreszenzmi-
kroskopischen Ansatz zur Quantifizierung der oberfléchengebundenen  Phosphataseaktivitét
von Pilzhyphen sowie der mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurzwurzen von N.
obligua mit Hilfe von ELF-97 in Kap. 5.3.2 gewidmet sain.

5.3.1 Spektrometrische Bestimmung der Phosphataseaktivitét in
Abhangigkeit des pH-Wertes und des Phosphatangebotes

Spektrometrische  Bestimmungen der  extrazdlul&ren und der  oberflachengebundenen
Fraktionen der Phosphataseaktivitée mit Hilfe des P-Substrates pNPP stellen die bidang eta-
blierteste Methode dar, um zu einer Einschéizung der Bedeutung von Mykorrhizen bei der Er-
schlieffung verschiedener Phosphatquellen in Boden zu gdangen (Kap. 2.4.1-3). Durch die
Vidzahl der Messungen, die bis heute mit diessr vor gut 30 Jahren entwickelten Methode
durchgefiihrt worden sind, konnten berets differenzierte Kenntnisse Uber die Aktivitdten von
Phosphat-spatenden Enzymen gewonnen werden. Von ener abchlieffenden Bewertung des
Systems Mykorrhiza fir die Phosphatversorgung unter verschiedenen biotischen und abioti-
schen Bodenbedingungen i man jedoch nach wie vor recht wet entfernt. Siehe hierzu
insbesondere die kirzlich erschienene Publikation von Joner & Johansen (2000), in der u.a
eine Bilanz aus ca 50 Verdffentlichungen der letzten 25 Jahren gezogen wird.
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Die bidang gewonnenen Erkenntnisse lassen auf en recht anpassungsféhiges enzymati-
sches Sysem schlielien. Aktivitéten der unterschiedlichen Rilz-Phosphatasen kénnen in Ab-
hangigkeit des pH-Wertes Maxima und Nebenmaxima aufweisen (Barett & Lewis 1973, Anti-
bus et al. 1986). Die Ausprégung und die absolute Grof3e dieser Maxima sind aul3erdem von
weiteren externen Faktoren, wie dem Angebot an verfigbarem Phosphat wéhrend der Wachs-
tumsphasen der isolieten Mykorrhizapilze und von der Messtemperatur abhangig (Antibus et
al. 1986, 1992, Joner & Johansen 2000). Es ist daher nicht verwunderlich, dass das Spektrum
identifizieter P-aktiver Enzyme auch innerhdb ener Rlzat gark vom Fundort und vom be-
trachteten Makrobionten abhangt (Ho 1989). Will man demnach eine Aussage Uber die Rele-
vaz eng Blzat fir eine bestimmte Region unter der Berlicksichtigung eines bestimmiten
Makrobionten machen, so snd Experimente mit an diesem Standort gewonnenen Rilz-1sola-
ten unabdinglich. Erkenntnisse, die aus anderen Gebieten sammen, komen in diessm Zusam-
menhang nicht direkt extrapoliert werden.

5.3.1.1  Extrazellulare Phosphataseaktivitat

Die absorptionsspektrometrisch bestimmten Aktivitdten der extrazdlulé&ren Phosphatasen
der aus dem Untersuchungsgebiet stammenden isolierten Mykorrhizapilze A. boletinoides, P.
involutus, D. antartica und C. geophilum zegen in Abhangigkeit steigender pH-Werte gene-
rell sinkende Phosphatasesktivitéten (PA). Eine Ausnaéhme bildet P. tinctorius, welcher sich,
zumindest be héheren Phosphatkonzentrationen der Wachstumsmedien durch pH-Optima bel
pH = 4,5-5 auszaeichnet (s. Abb. 4. 22.e und 4.24.€). Hier ist hervorzuheben, dass P. tinctorius
ds enziger untersuchter Mykorrhizapilz nicht aus dem Untersuchungsgebiet, sondern aus -
nem in viden Laboren etablierten Isolat sammt (s. Kap. 3.1.3). Nach Casida (1959) snd hohe
extrazedlud&re PA be niedrigen pH-Werten besonders haufig bel sgprophytischen Bodenpil-
zen anautreffen. Ein pH-Optimum bel pH = 4,55 zeichnet nach Antibus et al. (1986, 1992)
acht Ektomykorrhizapilze aus (in Nordamerikaisoliert), unter ihnen auch P. involutus.

In Abhdngigkeit des Phosphatangebotes der Nahrmedien zeigen die extrazdlularen PA
von A. boletinoides, P. tinctorius, D. antartica und C. geophilum generell recht heterogene
Verlaufe (s. Adb. 4.22 und 4.24). Einzig be P. involutus is ene getige Zunahme der PA mit
sinkendem Phosphatangebot be praktisch dlen pH-Werten zu erkennen. Eine mit snkendem
Phosphatangebot wachsende PA ist 1980 von Cdlga et al. in vier Ektomykorrhizapilzen
nachgewiesen worden. Auch Tibbett et al. (1998) berichten von diessm Verhdten bel dem
Basidiomyceten Hebeloma polare. Auf der anderen Seite widersprechen diesem Verhdten
Straker & Mitchell (1986), die in Endomykorrhizapilzen gerade den gegenteligen Effekt be-
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obachteten. Auch McElhinney & Mitchdl (1993) finden ein Gegenargument fir die haufig zu
lesende These, PFilze reagierten mit einer erhdhten extrazdluléaren Phosphatassproduktion auf
Mangelbedingungen dieses Néhrdementes und flhren an, dass eine erhthte extrazdluare
Phosphataseproduktion und damit Phosphatverfligbarkeit ja auch konkurrierenden Mikroorga
nismen zugute kdme und es daher eher ,snnvolle” wae, die an die Pilzhyphen gebundene
PA zu verstérken (vergl. Kap. 5.3.2.2). Es bedaf an diessr Stelle demnach noch eines grof3e-
ren experimertdlen Fundus um zu ener wirklichkeitsnahen Einschédzung zu gdangen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen einen einfachen Interpretationsansatz an dieser Stelle nicht zu.

Die maximale extrazeluae Phosphataseaktivitdt der untersuchten Mykorrhizapilze it
zur besseren Ubersicht noch einmal in Abbildung 5.1 zusammengefasst. Ebenfdls enthalten
snd Angaben zu den Mess- (pH) bzw. Kulturbedingungen (Phosphatangebot im Néhrmedium
in Prozent), unter denen diese Maxima zudstande kamen. Die Maxima an freigesetztem pNP
[g! xh?] schwarken insgesamt zwischen 50 pmol (D. antartica) und 450 pmol (A. boletinoi-
des). Tibbett et al. (1998) haben in diesem Zusammenhang be H. polare extrazdluldare PA

zwischen 93  und

1785 pmol [pNP] g*
500 umol [pNP] g
x ! gemessen. Ho
Sy ) & Zak (1979) geben
400 60 96 [P] be 6 untersuchten
% PH=3 :
- . Isolaten Werte zwi-
§ 500 e schen 16 und 578
=z 0% [P] ' Al
S 200 pH=3 ] pmol [pNP] g xh
g 60% [F1 an. Joner & Johanr
= 100 - g 60% [P -
] PAZS 1on=s sen (2000) referen
0 Ziren extrazelulére
P. involutus | D antartica .P. tinctorius PA awischen 90 und
A. boletinoides C. geophilum
180 pmol [pNP] gt x
Abb. 51. Maximde extrazeluldre Phosphataseaktivitét [pmol 1
[PNP] xg* xhi] von P. involutus, A. boletinoides, D. antarti- h.
ca, C. geophllum um P. tinctorius (vergl. Flg. 4.22). o Allerdings  be-
Dargestdlt snd Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die o
M esshedingungen der optimalen Phosphataseaktivitaten. zogen sch die Mes-
sungen von Joner &

Johansen (2000) auf
die von VA-Mykarrhizapilzen innerhab 1 h abgegebenen Phosphatasen und nicht (wie in die-
ser Arbeit, jener von Ho & Zak (1979) oder von Tibbett et al. (1998)) auf Messungen der PA
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in den Wachstumsmedien der Pilze. Ob nach 1 h Inkubationszeit bereits von ener Sétigung
der extrazdlul&en Phosphatasenkonzentration ausgegangen werden kann, ist natrlich primér
vom verwendeten Inkubationsvolumen abhangig, welches Joner & Johansen (2000) leider

versaumen anzugeben.

In den in dieser Arbeit verwendeten Wachstumsmedien is nach 14 Tagen von enem
dationdren Gleichgewicht beziiglich der extrazdluléren Phosphatasenkonzentration auszuge-
hen. Von Straker & Mitchell (1986) liegen in diessm Zusammenhang Untersuchungen vor, in
denen de in 4 isolieten Mykorrhizapilzen die Kinetik verschiedener P-aktiver Enzymfrak-
tionen in Abhdngigkeit der Wachstumsdauer in Husigmedien bestimmten. Nach ener
»Adaptationsphase’ von ca. 7 Tagen seigen die PA an, ereichen nach etwa 14 Tagen ihre
maximaen Aktivitden und fdlen dann mehrheitlich wieder ab (lediglich be enem Isolat
eigt die extraze luldre PA bis nach 20 Tagen an, bevor auch sie zurtickgeht).

Als vorlasfiges Resultat der Bestimmungen der extrazdluld&en Phosphatasen blelbt
folgendes festzuhalten (vergl. Abb. 5.1):

1. Dieextrazelluldren Phosphataseaktivitten der untersuchten Mykorrhizapilzeliegen in
einem mit Werten aus der Literatur vergleichbaren Aktivitatsbereich. Die maximalen
Aktivitaten befinden sind allesamt im sauren Milieu.

- Sievariieren zwischen den verschiedenen Pilzarten um eine Grof3enordnung.
- Sievariieren in Abhangigkeit der pH-Werte ebenfalls um eine GroRenordnung.

- Sievariieren in Abhéngigkeit des Phosphatangebotes bis zu einem Faktor 5.

2. In Abhangigkeit des Phosphatangebotes der Nahrmedien zeigt lediglich P. involutus

eine stetige Zunahme der extrazellularen PA mit sinkendem Phosphatangebot.

3. Mit steigenden pH-Werten zeigen mit Ausnahme von P. tinctorius alle Mykorrhizapilze

eine stetige Abnahme der extrazellularen PA.

53.1.2  Oberflachengebundene Phosphataseaktivitat

Die Aktivititen der oberflachengebundenen Phosphatasen der untersuchten Mykorrhiza-
pilze zegen in Abhdngigkeit des pH-Wertes zwe zu unterscheidende Verlaufe. C. geophilum
und D. antartica weisen ein Aktivitétsmaximum be pH-Werten zwischen 4,5 bis 5 auf (vergl.
Abb. 4.23 und 4.25). Die andere Gruppe wird von A. boletinoides, P. tinctorius und P. involu-
tus gebildet, welche Uber zwe Aktivitdtsmaxima verfigen. Allerdings snd die Maxima ba A.
boletinoides und P. tinctorius gut voneinander getrennt, wobel im Fal von P. involutus auch

von einem Plateau hoher Aktivitéten zwischen pH = 4 und 6 ausgegangen werden kann.
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Als Funktion des pH-Wertes weisen die gemessenen PA typische Verlaufe oberflachen
gebundener PA auf (vergl. Antibus et al. 1986, 1992). Antibus et al. (1986) fanden bel drel
von vier in Alaska und Mayland (USA) gewonnenen Isolaten von C. geophilum ebenfdls
pH-Optima zwischen 4.5 und 5. Lediglich eines der aus Alaska sammenden Isolate glich in
seinem Vehdten eher jenem der extrazdlul&ren Fraktion des im Rahmen dieser Arbet ver-
wendeten |solats (vergl. Fig. 4.22.d).

Hingchtlich der Abhangigkeit der oberflachengebundenen PA vom Phosphatangebot des
Nahrmediums kann festgestellt werden, dass keiner der untersuchten Mykorrhizapilze ene
stetige, vom Phosphatangebot abhéngige Aktivitésveranderung zeigt (vergl. Abb. 4.22-25).
Es wiederholen sich hierzu die Beobachtungen der extrazdlulé&ren PA (Kap. 53.1.1). Ver-
glacht men dlgemein die Velaufe der Aktivitdten der oberflachengebundenen und der extra-
zdludren PA in Abhdngigket der pH-Werte und des Phosphatangebotes (vergl. Abb. 4.22
und 4.23), so sind diese fr dle untersuchten Mykorrhizapilze unterschiedlich.

Se schenen sch demach in ihrem Wirkungsspektrum eher zu ergérzen und zielen mit
groler Wahrschen-

lichket auf unter-

500
= schiedliche P-Reser-
400 voirs  (vergl. Kap.
T
5.4).
u
300 — _ _
— Wie schon im

30%[P] 30%[P] 60%I[P] 60%[P] |60%I[P]| |
pH=45 pH=5 pH=45 pH=5 pH=4

Fdle der extrazdlu-
l&ren PA in Abbil-

umol[pNP] xg* >h*

T E 3
100 T | dung 51, snd in
- Abhbildung 5.2 noch
0 | —
P. involutus D. antartica P. tinctorius enmdl - de rnaxm*\&
A. boletinoides C. geophilum len  oberfléchenge-

bundenen PA zu-
Abb. 52: Maximde obeflachengebundene Phosphataseakti-

vitdt (PA) [umol [pNP] xg? xh!] von P. involutus, A. boleti-
noides, D. antartica, C. geophilum und P. tinctorius (zusam-
mengefast aus Fig. 4.23), wellle Bdken. Zum Verglech
(graue Quedrate) noch enmd die maximaen extrazdlul&ren
PA aus Figur 5.1 Dageselt snd Mittewerte, Standardab-
weichungen sowie die Messbedingungen der  optimalen
oberflachengebundenen PA.

sammengefasst, wo-
bel diese wieder die
Angaben zu Mess
bzw.  Kulturbedin-
gungen enthaten,

unter denen diexe
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Maxima zustande kamen. Die Maxima der oberflachengebundenen PA schwarken zwischen
10 (C. geophilum) und fast 400 pumol (P. tinctorius) [pNP] xg* 3™,

Von Tibbett et al. (1998) werden oberflachengebundene PA von H. polare zwischen 232
und 563 pmol [pNP] g' xh' angegeben, wobe die Autoren, wie schon im Fale der extrazel-
ludren PA, von enem zum Phosphatangebot im Wachstumsmedium inversen Effekt berich
ten. Zwar ig dieser detige Verlauf bel den hier untersuchten Mykorrhizapilzen nicht zu er-
kennen, starke Schwankungen zwischen den PA be unterschiedlichen Phosphatangeboten
and dlerdings auszumachen und komen, wie im Fdle von P. involutus (pH = 4,5, Abb.
4.23.a) oder P. tinctorius (pH = 4, Abb. 4.23.€), sogar Uber den Faktor 5 hinausgehen.

Vergleicht man in Abbildung 52 die maximden oberflachengebundenen PA (weil}e Ba-
ken) noch enmd direkt mit jenen der extrazeluden PA (graue Punkte), so wird deutlich,
dass fur D. antartica und P. tinctorius die maximaen extrazdludren PA leicht unter den me
ximaen oberflachengebundenen PA liegen. Fir P. involutus, A. boletinoides und C. geophi-
lum hingegen ereichen die extrazdluaren PA bis zu Sfach hohere Werte. Auch Straker &
Mitchell (1986) beobachteten nach Pilzat differenzierte Aktivitismaxima mit wechsdsa-
tigen Schwankungen von Faktoren um 5.

Alsvorlaufiges Reaultat bleibt zusammenfassend festzuhaten (vergl. Abb. 5.2):

1. Die oberflachengebundenen Phosphataseaktivitaten der untersuchten Mykorrhizapilze
liegen in e nem mit extrazel lul&ren Phosphatasen vergleichbaren Aktivitatsbereich.
- Sievariieren zwischen den verschiedenen Pilzarten um biszu einer Grof3enordnung.
- Sievariieren in Abhangigkeit der pH-Werte ebenfalls um fast eine Gréf3enordnung.

- Sievariieren in Abhangigkeit des Phosphatangebotesin etwa um den Faktor 5.

2. In Abhangigkeit des Phosphatangebotes der Nahrmedien zeigt sich kein stetiger Effekt
der PA. Die Maxima liegen alle bei mittlerem Phosphatangebot (30-60 %).

3. In Abhangigkeit des pH-Wertes zeigen sich ein bis zawel ausgepragte Maxima.

5.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmungen der
oberfl achengebundenen Phogphataseaktivitéat
Lange Zet wurden be der Einschéizung der Relevanz quantitativer Phosphataseaktivité:
ten an Isolaten von Rilzhyphen morphologische Aspekte der Hyphen bzw. der betroffenen
Mykorrhiza- Asoziaionen vollig vernachléssgt (zB. noch Antibus et al. 1992). Fir eine ab-
shliefende Bewertung der Rdevanz von quantitativen Messungen zur PA an PBilzhyphen
(meis mit Hilfe von pNPP, s. Kap. 53.1) is es aber ebenfdls wichtig, morphologische
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Aspekte der untersuchten Hyphen zu berlicksichtigen (vergl. Kap. 24.2). Erst in den letzten
Jahren scheinen diese morphologischen Aspekte vergarkt Aufmerksamkeat auf sch zu ziehen
(Lynch 1995, Smith & Read 1997). Diese Ansdize berticksichtigen z.B. das Filzmyze im er-
weiterten Bodenraum um die Mykorrhiza (Schachtmann et al. 1998). Sie betreffen auch er-
gawzende Quantifizierungen von Wuzdlangen mit  Hilfe hbildverarbeitender  Methoden
(Antibus et al. 1997) oder de richten sch direkt auf die Visudiserung phosphatasesktiver
Zentren an Rlzhyphen mit Hilfe der konventiondlen Durchidtmikroskopie (Tisserant et al.

1993) sowie der Fluoreszenzmikroskopie (van Aarle et al. 2001).

Bis heute exidiert keine Untersuchungsmethode, die es erlaubt, die oberflachengebunde-
ne Phosphatasesktivitét an Pilzhyphen oder ganzen Mykorrhiza- Assoziationen in einer Kom:
bination aus quditativer und quantitativer Andyse zu vefolgen (Kgp. 24.3). Im Rahmen
dieser Arbet wurde der Entwicklung enes neuartigen methodischen Ansatzes zur qualitativ-
guantitativen Besimmung der oberfléchengebundenen PA  von Rilzhyphen und in ganzen
Ektomykorrhizen reaiv vied Aufmerksamkeit gewidmet (s Kap. 3.3.2). Diesr Ansaz <oll
nun zunéchst unter methodischen Geschtspunkten diskutiert werden (Kap. 5.3.2.1), bevor auf
inhatliche Ergebnisse der Messungen der oberflachengebundenen phosphatasesktiven Zert-
ren von Mykorrhizapilzen eingegangen werden wird (Kap. 5.3.2.2).

5.3.2.1  Validierung der fluoreszenzmikroskopischen Bestimmung der Phos-
phataseaktivitat in Ektomykorrhizen und Ektomykorrhizapilzen

Die nétigen Ergebnisse fUr ene gedcherte Vdidierung der entwicketen konfoka-fluo-
reszenzmikroskopischen Methode zur quditativ-quantitativen Besimmung extrazdluldrer PA
wurden bereits im Abschnitt ,Materid und Methoden® dieser Arbeit (Kap. 3.3.2.1) zusam+
mengefasst. Sie werden hier nur kurz kommentiert.

Die wichtigge Grundlage fir ene verldsdiche Andyse der Aktivitd von Phogphatase-
Zentren ig zundchgt die Tremung des Fluoreszenzgpektrums der aktivierten FHuoreszenzson-
de ELF-97 von der Autofluoreszenz der Ektomykorrhiza und der Ektomykorrhizapilze. Diese
i in Kapitd 3.3.2.1.2 eindeutig belegt und bedarf keines weiteren Kommertars. Auch die Er-
gebnisse zur Shtigungskinetik der enzymatischen Aktivierung von ELF-97 (Kap. 3.3.2.1.4)
an den phogphatasesktiven Zentren der Rlzhyphen snd unmissversténdlich und benétigen
keine Diskusson. Ebenfals endeutig snd die Ergebnisse zur Stabilitéd der Huoreszenzinten
Stét der aktivierten ELF-97-Sonde unter Variation des pH-Wertes von 3bis 7 (s. Kap. 3.3.2.
15). Hier zeichnet sch das fluoreszente ELF-97-Molekil innerhalb des getesteten pH-Inter-
vals durch ene stabile Quantenausbeute aus (vergl. Kap. 2.4.4). Die im Rahmen dieser Ar-
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beit detektierten unterschiedlichen Fuoreszenzintenstéten bel variierenden pH-Werten, kon
nen demnech verlasdich auf ene pH-Wert-abhdngige Verénderung der enzymatischen Ak-
tivitdten zurlickgefihrt werden. Diese Ergebnisse werden durch Beobachtungen von van
Aale et al. (2001) ergénzt, die ene Auflésung fluoreszierender ELF-97-Prézipitat-Zentren
erst ab einem pH-Wert von Uber 8,5 festste lten.

Wichtige, grundlegende Fragen stellen sch nun im folgenden Zusammenhang:

- Welche der Phosphatase-Fraktionen der Proben werden von den diffundierenden, hydro-
philen ELF-97-Subgtraten zunéchst erreicht ?

- Wo genau lagen dch die fluoreszenzaktivierten, nun sark hydrophoben ELF-97-
Molekile nach ihrer Spaltung als definierte Zentren an ?

Die Veadffentlichung von van Aale et al. (2001) it die einzige bidang erschienene Pu-
blikation Uberhaupt, welche die ELF-97-Huoreszenz im Zusammenhang mit der Phosphatase-
aktivitdt an Rilzhyphen (Sgprophyten und VA-Mykorrhizapilzen) zum Gegenstand hat. In die-
s Untersuchung wird der ELF-97-Huoreszenz ene wetaus grof3ere Sendtivitét zur Detek-
tion phosphataseaktiver Zentren zugesprochen ds der zu Zwecken der Visudiserung bidang
verwendeten Methode (der durchlichtmikroskopischen Analyse, beruhend auf Fast Blue RR-
Sdz-Anfabung, Tisserant et al. 1993). Bel der Detektion alkainer PA sprechen die Autoren
der ELF-97-Fuoreszenz gar grolere Empfindlichkeit zu ds der spektrometrischen pNPP-Me-
thode. Van Aarle et al. (2001) gehen nach der enzymatischen P-Spatung von der Bildung
fluoreszierender ELF-97-Prézipitat-Zentren aus, konnen diese aber aufgrund unzureichender
optischer Mdglichkaeiten der konventiondlen Huoreszenzmikroskopie nicht eindeutig lokali-
geren und regen daher konfokal-mikroskopische Untersuchungen an, dnlich wie se im Rah
men dieser Arbeit présentiert werden.

Zum enen besdigen die Autoren die eigenen Beobachtungen hindchtlich der Lokaisa
tion der ELF-97-Prazpitat-Zentren an der Peripherie der vermessenen PFilzhyphen (vergl.
Kap. 3.3.2.1.3 und Abb. 3.5). Se menen aber, dartiber hinaus Agglomerationen fluoreszenz-
aktiver ELF-97-Moleklle innerhadb der von ihnen untersuchten PFilzhyphen (in den Vakuolen)
erkannt zu haben. Dies kann nach den Erfahrungen mit der konfokalen Laser-Scanning-Mi-
kroskopie an keinem der untersuchten EM-PFilzhyphen bel keiner der verwendeten pH-Mess-
bedingungen (3-7) bestdtigt werden. Allerdings i es in diesem Zusammenhang durchaus
maodich, dass die Lokdisation der ELF-97-Anférbung vom Typ der verwendeten Prdparate
oder auch von der Prdparationsmethode abhangt (personliche Mitteilung 1. van Aarle, 2001).
Aufgrund sainer GrolRe und seiner starken Hydrophilie i die ungespdtene ELF-97-Sonde
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nicht dazu prédetiniert, hydrophobe Barrieren, wie se Lipidmembranen im Allgemenen dar-
stellen, zu durchdringen (s. Abb. 3.3). Daher ig ene schndle Vertellung des Subgtrates in den
verschiedenen Zdlorganellen der Filzhyphen eher nicht zu erwarten.

McElhinney & Mitchdl untersuchten 1993 Phosphatase-Fraktionen von 4 EM-Isolaten
mit Hilfe von pNPP. Se unterschieden extrazdluldre, zytoplasmatische, an die Membran ge-
bundene und an die Zdlwand gebundene PA (letztere untertelten se welter in fest und locker
an die Zdlwand gebundene Fraktionen). Sie delten bei dlen 4 Isolaten, darunter auch P. in-
volutus, zytoplasmatische PA von unter 4 % fest (bezogen auf an die Membran gebundene
und an die Zdlwand gebundene PA). Anhand dieser Ergebnisse liefe sch erklaren, warum
be den eigenen LSM-Messungen kene intrazdluldren ELF-97-Huoreszenzzentren detektiert
wurden, sdlbst wenn der Farbstoff wider Erwarten in zytoplasmatische Organelen eindringen
konnte. Gemessen am Gesamtantell der membrangebundenen und der an die Zdlwande ge-
bundenen phosphataseaktiven Enzyme, entfdlen lediglich zwischen 8 und 21 % auf die mem
brangebundene Fraktion; der Uberwiegende Antell von bis zu Uber 90 % stammt nach McEl-
hinney & Mitchdl (1993) aus der an Hyphenwédnde gebundenen Enzym-Fraktion. Dexheimer
et al. und Gianinazz-Pearson et al. hatten bereits 1986 an Zedlwanden von Mykorrhiza-
Rilzhyphen gebundene Phosphataseaktivitét mit Hilfe von dektronenmikroskopischen  Studi-
en lokaigert.

Nach den vorgenommenen LSM-Untersuchungen der Struktur der ELF-97-Fuoreszenz-
Zentren an den untersuchten Rilzhyphen lassen sch folgende Modelle zur Entstehung dieser

Zentren formulieren:

1. Die ELF-97-Moleklle werden an lokalisierten phosphataseaktiven Bereichen hoher
Enzymaktivitat gespalten, die sich entweder auf der Membran oder den Zellwanden
befinden und kristallisieren im Anschluss daran in unmittelbarer Nahe dieser Bereiche
zu den beobachtbaren Fluoreszenzzentren aus (s. Abb. 3.5 und Abb. 4.31-35).

2. Es ist auch denkbar, dass sich die phosphataseaktiven Proteine homogen auf der
Zellwand und der Membran verteilen und die ELF-97-Molektile dann auch tberall dort
gespalten werden. Nur die abschlief3ende Kristallisation konnte dann an definierten, hy-
drophoben Kristallisationszentren, vielleicht an Hydrophobinen auf der Zellwand
(Wessels 1994), stattfinden.

Fur das zweite Modell spricht der einfache Gedanke, dass eine homogenere Vertellung
phosphataseaktiver Enzyme auf der Zdlwand wegen der grofReren Kontektflache zum Sub-
drat einen Vortell bel der Nehrgstoffaufnahme hétte. Wahrscheinlicher it jedoch das erste Mo-
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del. Auch hier ig die direkte Nahe zum Subdtrat gegeben, wenn auch nicht hingchtlich der
Kontektflache optimiert. Es liegen hierzu unterstiitzend die oben genannten Hinwelse der
el ektronenmikroskopischen Untersuchungen vor.

Unabhéngig davon, welches Moddl letiztendlich die Entsehung der fluoreszierenden
ELF-97-Zentren wahrheitsgemd? beschrelbt, zeigen die vergleichenden Messungen mit der
pNPP-Methode bal 4 von insgesamt 5 Isolaten Ubereingtimmende Aktivitdtsmuster fir die
oberflachengebundene PA in Abhdngigkeit des Phosphatangebotes und der pH-Werte (s. Kap.
4.8.2). Warum enzig be P. tinctorius keine Korrdation zwischen den beiden Messmethoden
zustande kam, ist unklar. Unter Umsténden ist dies dadurch zu erklaren, dass die fluoreszenz-
mikroskopischen Messungen ca. 3-4 Monate nach den absorptionsspektrometrischen Versu-
chen durchgefihrt worden sind und es bel den verwendeten Isolaten von P. tinctorius zu ener
unbemerkten Unregelméldigkeit gekommen ist. Weder bei der pNPP-Methode noch bel der
mikroskopischen Methode sind jedenfals Auffalligkeiten bemerkt worden.

Durch die Giite der Ubereingimmungen be den ibrigen 4 Pilzisolaten kann jedoch die
Verwendbarkeit der entwicketen bildverarbeitenden fluoreszenzmikroskopischen Methode
as hinreichend abgeschert gdten, sodass im néchgten Abschnitt auf die strukturelen Unter-
suchungen der oberfléchengebundenen phosphataseaktiven Zentren der Mykorrhizapilze ein-
gegangen werden kann.

5.3.2.2 Quantitativ-strukturelle Uberlegungen zur oberflachengebundenen
Phosphataseaktivitat auf den Hyphen der Pilzisolate

Um die beiden in Kapitd 4.8.3 dargestdlten Mal¥e zur Charakteriserung der oberflachen
gebundenen Phosphataseaktivitée an Filzhyphen zu erhdten (die integrde Phosphataseaktivi-
td pro um Hyphenlénge und die Anzahl der phosphatasesktiven Zentren pro um Hyphenlan
ge), wa zundchg en kleiner Trick ndtig. Von der rddiv enfach zu segmentierenden Ge-
samtfléche der aufgenommenen Pilzhyphen (s. Abb. 3.9) lasst dch auf die Gesamtléange der
Rilzhyphen schlief¥en, indem die ermittdte Gesamtflache durch den vorher ermittelten mittle-
ren Durchmesser des jeweligen Pilzhyphertyps getellt wird. Dieses Vefahren is ebenfdls
von Antibus et al. (1997) zur Betimmung von Gesamtlangen gesammelter Wurzen ange-
wendet worden.

Aus dem direkten Vergleich der beiden Mal%e zur Charakteriserung der oberflachenge-
bundenen Phosphatasesktivitét fir jede der Isolate lassen dch zunéchst zwe grobe Verhd-
tensmuster erkennen:
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- Die farbkodierten Histogramme sind fir D. antartica (Abb. 4.32), A. boletinoides (Abb. 4.
33) und C. geophilum (Abb. 4.34) nahezu identisch.

- Fur P. involutus (Abb. 4.31) und P. tinctorius (Abb. 4.35) hingegen unterscheiden sch die
farbkodierten Histogramme wesentlich voneinander.

Da Uber Fragestellungen zur quantitativ-strukturelen Adaptationsféhigkeiten hinschtlich
der Phosphatasesktivitdten von Rilzhyphen als Resktion auf variierende pH-Werte und veran
derte P-Angebote bidang keine differenzierten Untersuchungen exidtieren, miissen die Ergeb-
nisse zundchgt fur Sch diskutiert werden.

D. antartica, A. boletinoides und C. geophilum:

Fir diese Gruppe gilt: durch die gegebenen Randbedingungen (Phosphatversorgung und
pH-Werte) wird nicht nur die Gesamtaktivitét der Phosphatase auf den PFilzhyphen integrd
verandert, sondern pardld dazu die Anzahl der PA-Zentren pro pm Hyphenlange.

Bel C. geophilum veréndert sch die Anzahl der Zentren in anédhernd gleichem Malze wie
die Gesamtaktivitét (Abb. 4.34.ab und Abb. 8.7.a-d). Das heisst, hier werden Verdnderungen
der Gesamtaktivitdt ausschliedich durch Veranderungen in der Anzahl der Zentren hervorge-

rufen; die Intengtéten der einzel nen Zentren verandern sich kaum.

Be D. antartica und A. boletinoides falen die Ubergidnge der Gesamtaktivitéten etwas
déarker aus ds die Verdnderungen in der Anzahl der Zentren. Demnach verandern dch be
ihnen auch die Aktivitdten innerhadb der einzelnen Zentren. Dies wird auch anhand der ausge-
wéhlten Bildausschnitte deutlich, welche die Studionen aus zwe extremen Aktivitétsbere-
chen exemplarisch reprasentieren (Abb. 4.32.c-d und Abb. 4.33.c-d).

- Bei allen drel Isolaten werden die Veranderungen der Gesamtaktivitat der Phospha-
tasen primér oder vollstandig durch eine Veranderung in der Anzahl der phosphatase-

aktiven Zentren auf den Hyphenoberflachen hervorgerufen.

Dabea ist hervorzuheben, dass es keinen Unterschied macht, ob man die Entwicklung der
Aktivitden in Abhdngigkeit der Phosphatversorgung wahrend des Pilzwachstums oder der
pH-Werte wahrend der Messungen verfolgt. Dies it insofern Uberraschend, da die Isolaeim
Fal unterschiedlicher P-Versorgung innerhdb von 14 Tagen genigend Zeit zur Adgptation
haben (Straker & Mitchdl 1986). Hingegen kann das Filzmyzd hochdwahrschenlich nicht
aktiv durch Umdrukturierung auf die variierenden pH-Bedingungen der Puffers wéahrend der
kurzen Inkubationszeiten reagieren (ca. 15 min fur ELF-97 und 1-2 h far pNPP, s. Kap.
4.8.2). Nach den vorliegenden Messungen muss davon ausgegangen werden, dass die Isolate
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auf bestimmte Phosphatangebote der Umgebung explizit durch eine Veranderung der Anzahl
an Phosphatasezentren eines Typs reagieren, welche et ba enem definiertem pH-Wert ihre
optimae Aktivitét entfaten (be A. boletinoides und C. geophilum pH = 5, bel D. antartica
pH = 4-5). Somit kann folgendes festgeha ten werden:

- Gesteuert durch das P-Angebot variieren die drei |solate selektiv die Expression eines
Enzymtyps (bzw. die Anzahl der entsprechenden Zentren). Jedes der |solate weist sich
demnach durch eine eigene, pH-Wert-spezifische Reaktionsfahigkeit aus. Es findet
keine unselektive Expression aller verflgbarer Phosphatasen statt.

P. involutusund P. tinctorius:

Im Unterschied zu den Isolaten von D. antartica, A. boletinoides und C. geophilum ver-
andern P. involutus und P. tinctorius die Gesamtaktivitét der Phosphatase auf den Pilzhyphen
nicht pardld zur Anzahl der PA-Zentren pro um Hyphenldnge (Abb. 4.31 und Abb. 4.35).
Wahrend be P. involutus die Anzahl der PA-Zentren pro pm Hyphenldnge in keinem
erkennbaren Zusammenhang zur Gesamtaktivitét der Phosphatase auf den Pilzhyphen sehen,
blelbt bei P. tinctorius diese Grofie Uber weite Bereiche der gegebenen Randbedingungen
praktisch konstant. Fir P. tinctorius bleibt daher festzuhalten:

- Eine Anpassung an unterschiedliche Umgebungsbedingungen erfolgt in Gberwiegen-
dem Mal3e durch eine Veranderung der Phosphataseaktivitdten innerhalb einer gleich-
blei benden Zahl bestehender PA-Zentren (s. Abb. 4.35.c-d).

Diese Zentren snd demnach von den oben genannten Isolaten grundlegend zu unter-
scheiden. Sie beinhdten nicht nur Enzyme die auf einen pH-Wert spezidisert snd, sondern
ein auf mehrere pH-Werte spezidig ertes Enzymspektrum.

Die Adgptaionféhigkeit der Rilzhyphen von P. involutus (s. Abb. 3.31) beinhdtet ar
scheinend beide beobachteten Strategien. Bei einem Phosphatangebot von 30 % veréndern die
Rilzhyphen sehr dtark die Gesamtaktivitéten (klare Maxima be pH = 4 und 6), wobei die An-
zahl der PA-Zentren pro um Hyphenlange, insbesondere bel pH = 4, kongtant bleibt. Hier
ieget sch das Verhdten von P. tinctorius wider. Bl einem Phosphatangebot von 60 oder
100 % hingegen snd grolere Veranderungen in der Anzahl der PA-Zentren ds ba den Ge
samtaktivitsten feszugdlen. Es finden adso hier primé&r dake strukturdle Anpassungen in
der Anzahl der PA-Zentren auf den Zdlwanden der PFilzhyphen datt, ohne dass sich die
integralen Aktivitéten nennenswert verandern.
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- DieAnpassung bel P. involutus findet sowohl durch eine Veranderung der Phosphata-
seaktivitaten innerhalb bestehender phosphataseaktiver Zentren auf den Hyphenober-

flachen statt, als auch durch eine Veranderung in der Anzahl der PA-Zentren.

5.3.2.3 Quantitativ-strukturelle Uberlegungen zu oberflachengebundenen
phosphataseaktiven Zentren an mykorrhizierten und
unmykorrhizierten Kurzwurzeln

Die Messungen der oberflachenge-

bundenen  phosphataseaktiven  Zentren
an mykorrhizieten und unmykorrizier-
ten Kurzwurzen von N. obliqua hilden
in dieser Arbeit den Abschluss der
morphologisch-physologischen Unter-
suchungen. Sinn diesr Messungen war
es mit Hilfe bildverarbeitender Metho-
den enen Zusammerhang zwischen der
mit ELF-97 quartifizieten Phosphatase-
aktivitst und den abgdeiteten morpholo-
gschen Parametern der mykorrhizierten
und  unmykorrhizieten  Kurawurzen
herzustellen (s. Kap. 3.3.2.3).

Weachdumssteigerungen  von  my-
korrhizieten  Vesuchgpflanzen  auf-
grund ener erhdhten Aufnéhme an P
dnd in vielen Arbeiten beegt (s. Uber-
blick in Chambers & Cairney 1999). Es
existieren jedoch hierzu auch Gegerbe-
giele (Waker et al. 1989). Als Argw-
ment for die vermerte P-Aufnshme

Abb. 53. Gesamtquerschnitte der Ekto-
mykorrhizen von N. obliqua mit C. geo-
philum (8) und mit P. tinctorius (b). wird héaufig die gesteigerte Kontaktfla:

Fur Aufnahmebedingungen s. Abb. 3.4: che der Mykorrhiza zum Substrat im

Blau: DurcHichtkand. Grin:  Autofluo- . .
reszenzkand. Rot:  ELF-97-Huoreszenz- Vegach zu - unmykorrhizierten  Kurz

intensitét / Phosphataseaktivitat. pH = 5. wurzeln  angegeben (Harley & Smith
1983, Rousseau et al. 1992).
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Im Rahmen diesr Arbet wurde zunéchst der flachenbezogene Antell der Pilze an my-
korrhizieten Kurawurzelguerschnitten von N. obliqua bestimmt. Die Héachen der Filzhyphen
vergrof¥ern die Wurzdflache um 50-60 % fur C. geophilum und D. antartica und um 90-100
% fur P. involutus und P. tinctorius (vergl. Abb. 4.36 und Abb. 5.3). Die errechnete Phospha-
tasesktivitét pro pm? Mykorrhizafléche ergab fur P. tinctorius den mit gro?em Abstand
hochsten Wert (Abb. 4.37. @). P. involutus, C. geophilum und D. antartica kamen in dieser
Rehenfolge auf lediglich 10 bis 25 % des fur P. tinctorius erreichten Wertes. Die Aufzucht
der Samlinge efolgte be diesem Versuch in Substrat be pH = 55 und die ELF-97-
Inkubation bel pH = 5 um modichst den pH-Bodenbedingungen des Untersuchungsgebietes
zu entsprechen (vergl. Tab. 4.5). Abbildungen 4.36 und 4.37 belegen:

- Der Antell der Pilze an der Gesamtflache der Mykorrhizen steht in keinem direkten
Zusammenhang zur Phosphataseaktivitat pro pm2 Mykorr hizaflache.

- Bezogen auf die unmykorrhizierte Kurzwurzel ist P. tinctorius der einzge Mykobiont,
der zu einer Steigerung der Phosphataseaktivitat bezogen auf die gesamte Mykor-
rhizaflache beitragt. P. involutus, C. geophilum und D. antartica bewirken hier sogar

einen gegenteiligen Effekt.

Bezieht man die gemessenen Phosphataseaktivitéten auf die Kurawurzdflache (Abb. 4.
37.b), so andet sch die Bilanz bezidich der unmykorrhizieten Kurawurzen nur im Fale
von P. involutus. Die Ektomykorrhiza- Assoziationen von N. obliqua mit C. geophilum und D.
antartica blaben weterhin deutlich hinter den unmykorrhizieten Kurawurzeln zuriick. Die
Aussage, Mykorrhizen bewirkten generdl ene Vedakung der Phosphatasesktivitdten ge-
geniber unmykorrhizierten Kurzwurzeln, muss fir N. obliqua klar verneint werden. Auch im
Wurzelsysem von Pinus hatte Cummings (1996) mit P. involutus keine Steigerung sondern
einen Rickgang der integrden PA feststdlen konnen.

Vergleicht man die maximaden oberflachengebundenen Phosphataseaktivitdten in reinen
Alzkulturen (Kap. 5.3.1.2) mit jenen in ganzen Mykorrhizaguerschnitten, so lassen sich Uber-
endimmungen hingchtlich der rdativen Aktivitéien der Mykobionten untereinander feststel-
len. Lediglich C. geophilum und D. antartica haben ba diesem Vergleich ihre Rehenfolge
vertauscht. Oberflachengebundene Phosphatasen snd be EM-Pilzen zu enem Uberwiegen
den Antel mit den Zdlwéanden assoziiert (vergl. Kap. 5.3.2.1). Eine Verdnderung der
Zdlwande kommt in diesem Zusammenhang Scherlich eine entscheidende Rolle zu. Wessdls
(1994) berichtet Uber eine grof¥e Fahigkeit der Zdlwéande zur strukturelen Morphogenese und

sark verdnderten Proteinexpresson wéahrend der Mykorrhiza-Bildung von P. tinctorius mit
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Eucalyptus. So wird beispidsveise die Expresson von grukturbildenden ,, Mannoproteinen®
wahrend de Mykorrhizierung unterdriickt, Zellwand-gebundene Adhésonsproteine (die
»Hydrophobing*) werden verstérkt exprimiet (Tagu & Martin 1996, Martin et al. 1999) und
definierte  Polypeptide (die mykorrhiza- gpezifischen , Ektomykorrhizing*) werden  Uberhaupt
erst wéhrend einer Mykorrhizierung synthetisiert (Burgess et al. 1995). Uber die in den Zdl-
wanden eingebundenen Phosphatasen ig in diessm Zusammenhang kaum etwas bekannt. Aus
den Beobachtungen kann geschlossen werden:

- Zellwand-gebundene Phosphatasen erfahren bei P. involutus und P. tinctorius keine
tiefgreifenden Veranderungen als Folge der Mykorrhizierung. Bei C. geophilum und
D. antartica hingegen existiert sehr wohl ein Hinweis auf eine veranderte Expression

der Phosphatasen.

Auch en Veglech der pH-Wert-abhangigen Messungen der  oberflachengebundenen
Phosphataseaktivitéten in reinen Rlzkulturen von C. geophilum und P. tinctorius (Abb. 4.29.b
und Abb. 3.30.b) mit denen in ganzen Mykorrhizaguerschnitten (Abb. 4.39.a-b) deuten auf
ene Vednderung der Expresson der Phosphatasen bel C. geophilum hin. Be den
Mykorrhizaschnitten mit C. geophilum i en ausgepragtes Maximum bel pH = 4 und en
kleines Nebenmaximum ba pH = 6 zu ekennen (Abb. 4.39.b); in renen Rlzkulturen war
lediglich @n Maximum bel pH = 5 vorhanden (Abb. 4.29.b). Hingegen weist der Verlauf der
Aktivitéten von pH= 37 bel P. tinctorius in beden Falen eén Maximum um pH = 4.5 auf und
die Werte falen zu beiden Seiten hin ab (Abb. 4.30.b und Abb. 4.39.a).

Von hohem Interesse sind ebenfals néhere srukturelle Betrachtungen der Vertellung der
Phosphatasen. Wie bereits in Kapitd 4.84 zusammenfassend fesigestellt wurde, ist bel dlen
Mykorrhizen der Antell der phosphataseaktiven Féchen (Anzahl der PA-Zentren) der ent-
scheidende Faktor fUr die gemessenen Gesamtaktivitdten bel kongtantem pH-Wert (vergl.
Abb. 4.37.a, d). Die Huoreszenzdichten andern sich nur wenig (Abb. 4.37.c). Dies kann auch
fur die pH-Wert-abhéngigen Messungen bel P. tinctorius und C. geophilum sowie fir die un-
mykorrhizierte Kurzwurzel von N. obliqua bestétigt werden (Abb. 4.42.a-c)

- Unterschiedliche Gesamtaktivitaten der Phosphatasen kommen bei allen untersuchten
Mykorrhizen und auch bel der unmykorrhizierten Kurzwurzel von N. obliqua priméar

durch Anderungen der phosphataseaktiven Flachen zu Stande.

Nur fur P. tinctorius Snd pardld zu den Entwicklungen der Gessmtintendtéten Veréande-
rungen der Intenstdtsdichten festzugstellen, wenn auch in abgeschwéchter Form (vergl. Abb.
4.39.a mit Abb. 4.42 a). Hier wiederholt sich die besondere Stellung von P. tinctorius fur die
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Abb. 5.4. Detals von Querschnitten der Ektomykorrhizen von N. obliqua mit C. geophi-
lum (8, mit P. tinctorius (b, ¢) und ener unmykorrhizierten Kurzwurzel (d). Die Pfele
in b und ¢ kennzeichnen von Mantehyphen umschlossene Bodenpartikel, die in direktem
Kontakt mit phosphataseaktiven Zentren auf dem Hyphenmantd stehen.

Fur Aufnahmebedingungen s. Abb. 3.4:

Blau: DurcHichtkand. Grin: Autofluoreszenzkana. Rot:  ELF-97-Fluoreszenzintens tét
| Phosphataseaktivitét.

Messungen bei pH =4 (a, b, ¢) und pH =6 (d).

Messungen oberflachengebundener Phosphatasen an reinen PRilzisolaten (vergl. Kap. 5.3.2.2
und Abb. 4.35). Die Hyphen von P. tinctorius reegierten ds enzige primé& durch Inten
statsdnderungen bestehender Zentren auf veranderte V ersuchsbedingungen.

Verlagerungen der PA-Zentren von den Wurzelzdlen (Abb. 5.4.d) auf den Hyphenmantel
wurden for P. involutus, P. tinctorius und C. geophilum festgestelt (Abb. 4.38 und Abb.
5.4.a-c). Eine Verlagerung der PA-Zentren findet demnach mit P. involutus und C. geophilum
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sebgt fir solche Mykorrhizen dett, die be pH = 5 gar nicht zur integrden Steigerung der
Phosphataseektivitéten gegentber der unmykorrhizieten Kurzwurzel  betragen. Nun  muss

auch hier noch einmd genauer differenziert werden.

Wie das représentative Detallbild der unmykorrhizierten Kurzwurzel zeigt, snd die PA-
Zentren zwar an den Zelen der Rhizodermis angdagert, scheinen aber nicht primé& auf die
Kontaktflache zum Substrat hin ausgerichtet zu sein (Abb. 5.4.d).

Bel der Ektomykorrhiza von N. obliqua mit C. geophilum (Abb. 54.8) snd die PA-
Zentren verstérkt nahe der Kontektflache zwischen Pilzhyphen und Wurzdzdlen angeagert.
Die sghr zahlreichen, abziehenden Hyphen dieser Ektomykorrhiza (Abb. 4.19, Abb. 53.a und
Abb. 54.8) zechnen sch be dlen Versuchen durch eine vdllige Abwesenheit von PA-
Zentren aus. Diese Beobachtung zeigt auf sehr eindeutige Weise, dass nicht jede morpholog-
sche Steigerung der Kontaktfléche zwischen Mykorrhiza und Subgtrat mit ener verstérkten
Nutzung verfigbarer Néhrstoffe gleichzusetzen ist (vergl. Lynch 1995, Kap. 2.4.1-2). Diese
Aussage lite vid eher fur jeden Néhrgoff und auch fur den jeweligen Néhrgtoff-spezfi-
schen Aufnahmemechanismus separat Uberprift und diskutiert werden.

Im Gegensatz zu C. geophilum sind bel der Ektomykorrhiza zwischen N. obliqua und P.
tinctorius (Abb. 5.3.b und Abb. 5.4.b-c) die PA-Zentren Uber den gesamten Hyphenmante
vertellt oder bevorzugt an der Kontektflachen der Hyphen zum Substrat angelagert. Die
aulkeren Mantehyphen umschlieRen sogar einzelne Subdtratbestandteile und bringen sSe damit
in enen direkten Kontakt zu den phosphatasesktiven Zentren (s. Pfellein Abb. 5.4.b-c).

5.4 Die Bedeutung der Ektomykorrhizen fir Nothofago-
Perseetum linguae

Die in Kgpitd 5.3 diskutierten Ergebnisse zu extrazeluléren und oberfléchengebundenen
Phosphataseektivitdten der untersuchten Mykobionten, Mykorrhizen und der unmykorrhizier-
ten Kurzwurzdn von N. obligua machen zunéchs enmd deutlich, wie differenziert sdbst
solche funktionden Zusammenhange beschricdben werden missen, die in  Laborversuchen
unter kontrollieten Bedingungen beobachtet werden. Hierbel schlagen zunéchst die sat
langem beobachteten differenzidlen physologischen Fahigkeiten der Rlzpatner zu Buche
(Agerer et al. 1986). Darliber hinaus snd bel jeder Art neben den spezifischen Makrosym-
bionten auch noch die spezidlen, vom Fundort abhédngigen Boden und Klima-Bedingungen
zu berickgchtigen sowie das Alter der Mykorrhizen und das Wachstumsstadium  des
Makrosymbionten (Antibus et al. 1986). Vor dlem haben die hier durchgefUhrten Experi-
mente aufgezeigt, in welchem Malke schon geringfiigige Anderungen der pH-Werte oder der



Diskussion 149

P-Versogung wéahrend des Wachstums enen besimmenden Einflul auf Anzahl und Aktivité
der Phosphatase-Zentren der Pilzhyphen ausiben. Kidiszewska-Rokicka fand bereits 1992
heraus, dass auch die N-Vesorgung einen Einflul auf die Phosphatasesktivitéten hat. Es it
deher auch nicht vewunderlich, dass die *?P-Aufnahme durch Ektomykorrhizen von P.
involutus im Verglech mit anderen Ektomykorrhizen zum Tel ds vortalhait (Carney &
Smith 1993) aber auch ds nachteilig beschrieben wird (Dighton et al. 1993).

Zusammenfassend muss  festgestelt werden, dass isoliete  Laboruntersuchungen die
Komplexitét natUrlicher Wirkungsketten nicht angemessen beschreiben konnen. Doch sind
aus der Komplexitét des Gesamtzusammenhangs herausgeloste partidle Untersuchungen der
enzige Weg, zunéchg isoliete Funktionsveisen aufzukldren um dch spater komplexeren

Systemen zu widmen.

Bevor im Anschluss ene Bewertung der ausgewdhlten Mykobionten von N. obliqua
efolgt, muss noch einma darauf hingewiesen werden, dass von den Uber 600 mdglichen
Mykorhizapartnern von Nothofagus-Arten bidang lediglich 9 Arten fir N. obliqua morpholo-
gisch-anatomisch in ihrem natUrlichen Habitat beschrieben worden sind (s. Kap. 2.2.2). Von
diesen wurden 2 (B. loyo und A. boletinoides) erstmas im Rahmen dieser Arbeit charakteri-
get. Dies macht noch enma deutlich, aus welch enem redwzierten Blickwinkd es derzeit
moglich ig, aussagekréftige Beurtellungen zu treffen.

Unter den ausgewdhlten Mykobionten fir die rein quantitativen Bestimmungen der Phos
phataseaktivitdten (Kap. 5.1), waren die beiden spezifischen Ektomykorrhizapartner von N.
obliqua (D. antartica und A. boletinoides) in keiner Weise von den unspezifischen |solaten
(C. geophilum, P. involutus und P.tinctorius) zu unterscheiden (Kap. 5.3.1.1-2). Aus den
detalllieteren  fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen  konnten  zwar  unterschiedliche
Strategien  hindchtlich der Adeptationseigenschaften der  Inokulate unter  variierenden  P-
Wachstumsbedingungen festgestellt werden (Kap. 5.3.2.2), doch stand diese Untertellung in
keinem Zusammenhang mit der Spezfitét der Mykobionten.

- Die Spezfitat der untersuchten Mykobionten steht somit in keinem erkennbaren
Zusammenhang mit der Aktivitat Phosphat spaltender Enzyme der Pilzhyphen.

Ein weiteres Kriterium be der Auswahl der Mykobionten war die Mantelorganisation der
Mykorrhizen. Zwar waren die Hyphenméntd dler ausgewdhlten Mykorrhizen von ihrem
Grundtyp her plectenchymatisch, de differierten jedoch recht stark hinschtlich der Hyphen
srukturen (Kap. 5.1.2). Uber die Rolle der vidfach spezidl gestateten Manteloberflache ds
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Abschlud zum umgebenden Boden hin ig insbesondere hingchtlich der Aktivitét oberflachen
gebundener Phosphat- spdtender Enzyme sehr wenig bekannt (van Aarle et al. 2001).

Die Ektomykorrhizen von N. obliqua mit P. involutus, A. boletinoides und P. tinctorius
bestzen enen aus glechatigen Hyphen aufgebauten Rlzmantd, der an der Oberfléche
locker- und in tieferliegenden Mantdschichten dichter plectenchymatisch aufgebaut ist. Ab-
zZiehende Hyphen und Rhizomorphen treten auf (Typ B, s. Abb. 81, Kap. 4.3.3 und Kap.
5.1.2). Die Mantelorganisation bel der N. obliqua / D. antartica-Ektomykorrhiza is vom Typ
D. Zystidien ragen aus der Mantdoberflache hervor, die Mantdhyphen snd netzatig
angeordnet und bilden keine Rhizomorphen aus (s. Abb. 8.1, Kap. 4.3.2 und Kap. 5.1.2). Die
Mantelhyphen der Ektomykorrhiza von N. obliqgua mit C. geophilum snd sernférmig
angeordnet und bilden tells stachdig abziehende Hyphen aus (Typ G, s. Abb. 8.1, Kap. 4.5
und Kap. 5.1.2).

Die Mantdorganisation des Typs B, getestet an den Mykorrhiza-Assoziationen von N.
obliqua mit P. involutus und P. tinctorius, scheint am effektivaten beziiglich der Phosphatase-
aktivitt zu san (Abb. 4.37.b). Die lockere hyphige aufgebaute Manteoberflache stdlt enge
Beziehungen zum umgebenden Boden her (s. Abb. 54.b-c). Be beiden Ektomykorrhizen
wird die Wurzdfléche von N. obliqua durch eine Mykorrhizierung um 90-100 % vergrof3ert
(s. Abb. 4.36). Hingegen wurden be den Mykorrhizen von N. obliqua mit D. antartica und C.
geophilum, die ene geringe Phosphatasesktivitét aufwiesen und deren Manteloberflache
dichter aufgebaut ist ds be P. involutus und P. tinctorius, die Wurzdflache nur um 50-60 %
gesteigert. Wenn der Kontaktoberfléche des Hyphenmantds zum Substrat wirklich eine ent-
scheidende Rolle fur die Effizienz der Phosphatase-aktiven Zentren zukommt, dann ist ene
Steigerung der Mantelflache spezid| fir diese Filze snnvall.

- Die Mantelorganisation des Typs B (. involutus und P. tinctorius) scheint fur die
Aktivitdt Phosphat-spaltender Enzyme vorteilhafter zu sein als die Organisationen des
Typs D (D. antartica) und G (C. geophilum). Auch hinsichtlich der Adaptationsstrate-
gien wiesen die Mykobionten des Manteltyps B Besonderheiten auf, da sie zu einer
Steigerung der I ntensitat einzelner PA-Zentren fahig waren (Kap.5.3.2.2).

An diesr Sdle soll noch agemerkt werden, dass an den Rhizomorphen von P.
involutus vergtérkt auftretende Phosphatasesktivitdten beobachtet wurden. Eine mdgliche
Bedeutung der abziehenden Elemente im Zusammenhang mit der Phosphataseektivitét bel
den N. obliqua / C. geophilum und D. antartica-Ektomykorrhizen konnte hingegen nicht
beobachtet werden (z.B. Abb. 5.3.a und Abb. 5.4.8). Abbildung 5.5 ener entstehenden Ekto-
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mykorrhiza zwischen N. obliqua mit P.
involutus macht in diessm Zusammen
hang deutlich, dass die Konzentration
auif dem Hyphenmantd dlen lediglich
ds e@n Hinwes zur Einschédzung der
Rolle enes Mykobionten hingchtlich
der Effizienz der PA-Zentren gewertet
werden kann. In Zukunft sollten mit
der entwickdten Huoreszenzmethode
auch die Rhizomorphen in ihrer onto-
genetischen  Vidfdt und  andere
abziehende Elemente in  Untersu-

Abb. 55;: Gesamtquerschnitt ener entste-
chungen enbezogen werden. Damit henden Ektomykorrhiza von N. obliqua

wére ihre Funktion fir das Gesamt- mit P. involutus.

Aufnahmebedingungen s. Abb. 3.4:

Blau: Durchichtkand. Grin: Autofluores-
zenzkand. Rot: ELF-97-Huoreszenzintenr
Stét / Phosphataseaktivitét. pH = 5.

system besser einzuschétzen.

Was lést dch zusammenfassend

aus den gesammeten Ergebnissen zur
Phogphatasesktivitde der  untersuchten  Mykobionten, der  Mykorrhizen  und  der

unmykorrhizierten Kurzwurzel von N. obliqua fir die Wiederaufforstung und den Erhdt von

Nothofago-Per seetum linguae ableiten ?

Festgehdten werden missen vor dlem die sehr spezifischen Adaptationsféhigkeiten der
untersuchten Mykobionten in Abhéngigkeit von Variationen der Phosphaversorgung wéah
rend des Wachstums und der pH-Werte wahrend der Versuche. Diese ausgeprégte Sensibilitét
war in ihrem Ausmal und in den grukturdlen Verdnderungen der PA-Zentren Uberraschend.
Aufgrund dieser Erfahrung konnen die festgestellten hohen Aktivitsten der Phosphatasen des
Mykobionten P. tinctorius und seiner Mykorrhiza mit N. obliqua nicht direkt und ohne Vor-
behdt auf das natirliche System Ubertragen werden. Denn: Geringfiigge Verénderungen
anderer Bodenparameter konnten unter Umsténden ebenfalls grof3e Veranderungen der PA-
Zentren induzieren. Oder: Mykorrhizen, die in e@nem dteren Wachdumsstadium von N.
obliqua gebildet werden, weichen in ihrer Funktion von denen jingerer Exemplare von N.
obligua ab. Hier bekame die Differenzierung der Mykobionten in early-, multi- oder late-
stage-fungi ein groferes Gewicht (vergl. Kap. 5.1.3). Andererseits it die Beobachtung der
ausgepragten Hexibilitét in der Anzehl und der Aktivitdt der PA-Zentren berets en unmilé-
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vergandlicher Hinweis darauf, dass diessr Funktionalitdt eine groRe Bedeutung fir das Uber-
leben von Mykaobiont und Makrobiont zukommen muss.

An diesr Sdle ware es von hohem Interesse, mit Hilfe der neu entwickdten fluores-
zenzmikroskopischen  Methode zur  quantitativ-quditativen Bestimmung  phosphatasesktiver
Zentren, Messungen Uber ene langere Vegetationsperiode an frisch im  Untersuchungsgebiet
gesammdten Ektomykorrhizen durchzufihren. Da die ELF-97-Anf&bung verlésdich an le-
bendem Versuchsmaterid durchgefiihrt werden kann und keine Gefahr bestent, dass Prépara-
tionsartefakte (wie se durch chemische Einbettungsverfahren durchaus hervorgerufen werden
konnen) die Aussagekraft der Messungen verfdschen, [&ge hierin eine gute Mdoglichkeit, das
natUrliche System angemessen zu verstehen.

Schon die Diskusson zur Expresson der diversen Phosphatasefraktionen macht deutlich,
dass Empfehlungen hingchtlich ausgewdhiter  Mykobionten nicht  ohne  Einschrankungen
ausgesprochen werden konnen. Nimmt man in die Diskusson noch wetere Strategien von
Mykobionten zur Phosphaigewinnung in P-veramten Boden hinzu, wie die Féhigkeat zur
Produktion Chelat-bildender Substanzen, welche auch anorganische Eise, Aluminium- oder
Cdcdum-Phosphatverbindungen auflésen konnen (Heinrich et al. 1988, Lapeyrie et al. 1991),
0 wird eine Bewertung nicht einfacher. Hier solite dlerdings kurz Erwéhnung finden, dass
gerade P. tinctorius Aluminium-Phosphatverbindungen auflésen kann und dadurch die Phos
phataufnéhme von Pinus rigida versérkt (Cummings & Weingein 1990). Aluminium-Phos-
phate werden gerade in Verbindung mit Allophanen verstarkt gebildet (vergl. Kap. 2.3.4.2),
was P. tinctorius in ssiner mdglichen hohen Bedeutung fir Nothofago-Perseetum linguae
noch einmal besonders hervorhett.

Da auch in néherer Zukunft ein umfassendes Vergdndnis der komplexen Prozesse der
Rhizosphé&re von Nothofago-Perseetum linguae nicht erwartet werden kann, muss bis auf
weiteres die enzig Schere Straegie zur Wiederaufforstung und Erhatung nachwachsender
Bestdnde von N. obliqua darin bestehen, dem Makrobionten ein moglichst grof3es Spektrum
eventudl bendtigter Mykorrhizapartner  zur Verfigung zu gedlen. Dazu muss nattrlich
zunéchgt grofReres Wissen Uber die 621 mdglichen Mykorhizepartnern von N. obliqua gesam+
melt werden.

Eines der groiden Probleme bel einer Inokulation vor Ort besteht darin, eine ausreichende
Menge an Inokulat zu erhdten. Da es nicht immer moglich ig, Reinkulturen der Mykosym-
bionten zu bekommen, missen de oft mit Hilfe von Wirtspflanzen reproduziert werden. Die

Reinkulturen des Myzds der Arten A. boletinoides, A. statuum, D. antartica, B. loyo, B.
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chilensis, P. involutus, X. rubellus und C. geophilum konnten im Rahmen dieser Arbeit auf
MMN-N&hrmedien gezlichtet werden (s. Kap. 4.4 und Kap. 5.1.1). Alle diese Arten, mit
Ausnahme von B. chilensis bildeten in kontrallierten Inokulationsversuchen Ektomykorrhizen
mit Sdmlingen von N. obliqua (Kap. 4.6). Dieses Ergebnis bestétigt die Mdoglichkeit der
gezidten Rlzinokulaion vor Ort fur N. obliqua. Hierzu exidierten bidang lediglich Daten
Uber Inokulationsversuche zwischen N. obliqua / A. statuum und P. tinctorius (Garrido 1988).
Im Gegensatz zu Garido zeigte die Kombination N. obliqgua / P. tinctorius in den
Inokulationsexperimenten dieser Arbeit jedoch eine postive Mykorrhizierung (Kap. 4.6).
Carcamo (2000) wies bel der Andyse von Mykorrhizierungen in Gewdachshdusern zwischen
N. obliqua, N. alpina / P. tinctorius, L. laccata nach, dass diese Symbionten zusammen die
besten Ergebnisse erziden. Es ig somit die Diversitét und die dkologische Rolle der Ektomy-
korrhizepilze in den Untersuchungsgebieten bewiesen. Ebenso die Mdglichkeit, in Laborato-
rien eine kontrollierte Inokulation von N. obliqgua mit enhemischen und engefiihrten reinen

|solaten durchzufUhren.

Die aufwendige Isolierung, Ziuchtung und Inokulation der Filzpartner von N. obliqua zum
Zwecke efolgrecher Wiederaufforsungen und nachhdtiger Forstwirtschaft konnte in Zu-
kunft dadurch vermieden werden, dass fir den Fal weiter wirtschaftlicher Nutzung der ver-
blebenden Waldgebiete von Nothofago-Perseetum linguae zumindest von vdlligem Kahl-
schlag grofierer Regionen abgesehen wird. Verblebende Insen der urspriinglichen Wadkont
postion mit Vertretern von N. obliqua adler Wachdumsstufen konnten as Reservoir des
natirlichen Mykosymbiontenspektrums dienen (vergl. Kap. 5.1.3, Kranabetter 1999). Die
Rickbeseddung de freden FHachen mit den Mykosymbionten wére auf diese Wese
Schergestdlt.












6. ZUSAMMENFASSUNG

Forschungsgegenstand  dieser Arbeit bilden die gemddgten immerfeuchten Urwélder der
Nothofago-Perseetum linguae Sudchiles. Die wenigen noch verblelbenden Bestdnde sind auf-
grund nicht regulierter Weide-, Land- und Forstwirtschaft akut gefahrdet. Fir eine erfolgrei-
che Wiederaufforsung oder zur Etablierung nachhatiger Forswirtschaft i es Vorausset-
zung, dass nachwachsenden nativen Baumarten ihre natirlichen Rlzpatner zur Verfligung
gehen. Mit diesen Mykobionten bilden die Wurzdn der Baume symbictische Funktionsein-
heiten, die fir beide Partner Uberlebenswichtig snd. Welche Mykobionten en Baum bendtigt,
héngt von Randbedingungen wie Klima, Boderbeschaffenhet sowie dem Wachstumsstadium
des Baumes ab. Das Mykobiontenspekirum der Nothofago-Perseetum linguae ist noch grof3
tentells unbestimmit. Bislang Snd nur 7 Arten morphologisch-anatomisch charakterisert.

Grundlegendes Zid dieser Arbeit war es, in diesem unzureichend charekteriserten Wad-
gystem zunéchst den Artenbestand spezifischer und unspezfischer  Ektomykorrhizepilze von
Nothofagus obliqua zu charakteristieren und mit Hilfe ausgewéhlter Mykobionten sowie mit
mykorrhizierten und unmykorrhizieten Sdmlingen von N. obliqua weiterfiihrende physolog-
sche Untersuchungen durchzufiihren. Diese Untersuchungen waren abgestimmt auf die spe-
zifischen Boderbedingungen des Untersuchungsgebietes. Diese Boden, gebildet aus rezenten
Aschen vulkanischen Ursprungs, wiesen nach chemischphyskalischen Andysen Besonder-
heiten in Bezug auf en reduziertes Phosphatangebot auf. Die physologschen Untersuchun-
gen konzentrierten sch infolgedessen auf Aktivitdten extrazdlulérer und an Oberflachen von
Rlzhyphen gebundene Phosphatasen. Der Phosphatasesktivitée kommt eine Schltsselrolle bel
der Versorgung des Pflanzenpartners bel reduzierten Angebot an verfligbaren Phosphat zu.

Wichtigste Ergebnisse zum Artenbesand spezifischer und unspezfischer Ektomykor-

rhizapilze im Unter suchungsgebiet mit Nothofago-Per seetum linquae:

Die Ektomykorrhiza- Assoziationen von N. obliqua mit Boletus loyo, Austropaxillus bole-
tinoides und Descolea antartica wurden aus ihrer natrlichen Umgebung entnommen und
morphologisch-anatomisch charakterisert. Eine Charakteriserung von B. loyo und A. boleti-
noides efolgt in diesr Arbeit zum ersen Ma, wodurch nunmehr insgesamt 9 Ektomykorrhi-
Za-Assoziationen von Nothofagus morphologisch-anatomisch determiniert snd. Die Beschrei-
bung der Ektomykorrhizavon N. alpina und D. antartica (Pafner 1997) wurde auf N. obliqua

erweitert.
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Wichtigste Ergebnisse zur Isolierung, Ziichtung und Inokulation spezifischer und un-

spezfischer Ektomykorrhizapilze von N. obliqua:

Um waetefihrende physiologische Untersuchungen mit  ausgewdhlten  Mykobionten
sowie mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurzwurzen von N. obliqua durchfiihren zu
kénnen, mussten diese Systeme zunéchst unter Laborbedingungen ds derile Isolate gewon
nen und routinemddg gezichtet werden. Es gdang, gesammdte Fruchtkdrper taxonomisch zu
bestimmen, Reinkulturen des Myzels der Arten A. boletinoides, A. statuum, D. antartica, B.
loyo, B. chilensis, P. involutus und X. rubellus zu isolieren und auf MMN-Nahrmedien zu
zUchten. C. geophilum wurde direkt von Mantehyphen der Ektomykorrhiza mit N. obliqua
isoliert. In  kontrollierten Inokulationsversuchen bildeten ale Arten Ektomykorrhizen mit
Samlingen von N. obliqua aus, mit Ausnahme von B. chilensis. Es konnte somit eine Ein-
schétzung der Mykobionten in early-, multi- oder |ate-stage-fungi erfolgen.

Wichtigste Ergebnisse zur Bestimmung extrazeluldrer und an Obefldchen von Pilzhy-

phen gebundener Phosphataseaktivitdten in ausgewahlten Mykobionten sowie mykor-

rhizierten und unmykorrhizierten Kurzwurzeln von N. obligua:

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Aktivitden der Phosphatasen unter verschiedenen
Randbedingungen untersucht. Besondere Aufmerksamkeit wurde der Entwicklung ener new
en Mehode zur Quantifizierung oberflachengebundenen Phosphataseaktivitdten an  Rilzhy-
phen sowie an mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurzawurzeln von N. obliqgua mit Hilfe
des Fuorophors ELF-97 und der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie gewidmet. Diese
konnte zunéchst mit Hilfe einer etablierten spektrometrischen Methode (pNPP) zur Bestim-
mung der Phosphatasesktivitét validiet werden. Se ermoglichte im Anschluss eine Kombi-
nation quantitativ-qualitativer Einblicke in die Organisation oberflachengebundener  Phospha-
tasen unter variablen Versuchsbedingungen.

Folgendes Moddl wurde zur Funktionsweise der phosphatasesktiven (PA-) Zentren der
Rlzhyphen aufgesdlt: ELF-97-Molekile werden an lokdiserten PA-Bereichen gespaten,
die sch af der Membran und den Zelwadnden befinden. Se krigdliseren im Anschluss

daran in unmittelbarer Néhe zu quantifizierbaren Fuoreszenzzentren aus.

Zu Frageselungen der quantitativ-strukturelen Adaptationsfahigkeiten der Phosphatase-
aktivitdten von PRilzhyphen ads Resktion auf vaiierende pH-Werte (3-7) und verénderte P-
Angebote wahrend ihres Wachtums konnte fir D. antartica, A. boletinoides und C. geophilum
festgestelt werden, dass die Verdnderungen der Gesamtaktivitdt der Phosphatasen primér
oder vollsténdig durch ene Vedédnderung in der Anzahl der phosphatasesktiven Zertren auf
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den Hyphenoberfléchen hervorgerufen werden. Jedes der Isolate wies sch durch eine eigene,
pH-Wert-spezfische Reaktionsféhigket aus Es fand wahrschenlich ene sdektive Expres-
son verfUgbarer Phosphatasen statt. Fur P. tinctorius effolgte eine Anpassung an unterschied-
liche Bedingungen Ubewiegend durch ene Vednderung der Aktivitdten innerhdb ener
gechblebenden Anzahl bestehender PA-Zentren. Die Anpassung bel P. involutus findet
schlieldich sowohl durch eine Ver8nderung der Phosphatasesktivitdten innerhab bestehender
PA-Zentren auf den Hyphenoberflachen datt, ds auch durch eine Verdnderung der Anzahl
der PA-Zentren.

An mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurzwurzen von N. obliqua konnte festge-
gelt werden, dass der Antel der Filze an der Gesamtfléche der Mykorrhizen in keinem
direkten Zusammenhang zur Phosphatasesktivitdt pro pm? Mykorrhizafléche steht. P. tinc-
torius trégt ads einziger Mykobiont zu einer Steigerung der Phosphataseaktivitét bel. Unter-
schiedliche Gesamtaktivitdten der Phosphatasen kommen be dlen untersuchten Mykorrhizen
und auch be der unmykorrhizierten Kurzwurze von N. obliqua primér durch Anderungen der
phosphataseaktiven Flachen zu Stande.

Eine Einordnung der Pilze, ausgehend von der Aktivitdt ihrer Phosphatasen, nach spezfi-
schen und unspezifischen Mykobionten von N. obliqua konnte nicht getroffen werden. Aller-
dings schent die Mantdorganisation von P. involutus und P. tinctorius vom Typ her fur die
Aktivitdt Phosphat-spaltender Enzyme vortelhafter zu sein ds die Organisationentypen von
D. antartica und C. geophilum. Auch hinschtlich der Adaptationsstrategien wiesen ersere
Besonderheiten auf, da Se zu ener Steigerung der Intendté einzener PA-Zentren féhig
waren. Wegen der hohen Phosphatasesktivitéten im isolieten Myzd, der Ektomykorrhiza mit
N. obliqua und wegen seiner Fahigkeiten, Phosphat auch aus anorganischen Phosphatquellen
zu l6sen, schent P. tinctorius im Hinblick auf die Bodenbedingungen des Untersuchungs-
gebietes am besten geeignet, die P-Verarmung auszugleichen.

Die gewonnenen Ergebise Uberraschten insbesondere hingchtlich der  differenzierten
Aussagen zur  Adeptationsfahigkeit der  Mykobionten. Die  morphol ogisch-physiologischen
Untersuchungen an Mykorrhizen beegten, dass beide Faktoren gemeinsam und fir jeden
Mykorrhizetyp getrennt betrachtet werden missen, um zu verlésdichen Bewertungen der
Funktionditdt zu gelangen. Die entwickdte fluoreszenzmikroskopische Methode bietet die
besten Voraussetzungen, zuklnftig durch Untersuchungen an frischen, direkt aus den Natur
entnommenen Mykorrhizen, Erkenntnisse Uber Struktur und Aktivitéten der Phosphatasen zu
erhaten und deren Beschreibung in ihrem natlrlichen Habitat gerechter zu werden.
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8. ANHANG

8.1 Anatomisch-morphologische Untersuchungen
an mykorrhizierten und unmykorrhizierten
Kurzwurzeln von N. obliqua

8.1.1 Einbettungsverfahren der mykorrhizierten und

unmykorrhizierten Kurzwurzeln von N. obliqua
fur die Lichtmikroskopie

1. Auggewdhlte 2-3 mm kleine mykorrhiziete und unmykorrhiziete Kurzwurzeln von N.
obliqua wurden tber 10-12 h in 3 % Glutaraldehyd, 0,1 M Na Cacodylatpuffer (pH = 7)
fixiert.

2. Nach wiederholtem Waschen der Wurzelproben (5 x jeweils 15 min) mit 01 M Na
Cacodylatpuffer (pH = 7) begann ihre Entwasserung mit Hilfe ener aufseigenden Ace-
tonreihe (15 %, 30 %, 50 %, 70%, 90 % und 2 x 100 %, fur jeweils 10 min).

3. Die Irfiltration der Wurzelproben mit Kungtstoff erfolgte nach Spurr (1969) durch eine
aufgeigende Kungoffkonzentration in Aceton (Spurr-Aceton im Verhditnis 1.4, 1.2, 4.1,
fur jewels 8 h). Die Infiltration in 100 % Spurr wurde Uber 2 Tage mit regdmédgem
Wechse des Kungtdoffes durchgeftihrt. Eine vollgandige Infiltration ist durch en Absn-
ken der Probe zu erkennen.

4. Die Wurzelproben wurden in Gelatine-Kapseln ausgerichtet und bei 70°C im Ofen fur 12
15 h auspolymerisiert.

8.1.2 Prdparation der mykorrhizierten und unmykorrhizierten
Kurzwurzeln von N. obliqua fur rasterel ektronen-
mi kroskopi sche Betrachtungen

1. Ausgewdhlte 2-3 mm kleine mykorrhiziete und unmykorrhizierte Kurzwurzeln wurden

Uber 10-12 hin 3 % Glutaradehyd in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer pH 7 fixiert.

2. Nach wiederholtem Waschen der Wurzelproben (5 x jeweils 15 min) mit 01 M Na
Cacodylatpuffer (pH = 7) begann die Entwésserung der Wurzeproben in aufsteigender
Acetonreihe (15 %, 30 %, 50 %, 70%, 90 % und 2 x 100 %, fir jeweils 10 min).

3. Unter Anwendung einer ’Kritischer-Punkt-Trocknung” wurde das Aceton gegen Kohlen
dioxid ausgetauscht.
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4. Die Wurzdproben wurden auf Aluminium-Probentellern ausgerichtet, auf deren Ober-
fléchen beidsaitig klebende Leit-Tabs (Plano, Marburg) aufgebracht waren.

5. Im Anschlu® wurden die Proben mit Gold bedampft und im Rasterdektronenmikroskop
(Leo 420, Leo, LeikalZeiss) beobachtet.

8.1.3 Mekmastafel zur Charakterisierung und
| dentifizierung von Ektomykorrhizen

et il
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Abb. 8.1. Schemdische Dargelung dlgemeiner Merkmae verschiedener Ektomykorrhi-
Za-Pilzpatner:  Boletacesen  (rot), Paxillaceaen/Gymnopaxillacesen (schwarz), Bolbita-
ceaen (grian) und Cenococcum (blau).

[11:  Pectenchymatische - (A-I) und Pseudoparenchymatische — (K-Q) Struktur des Hy-
phenmantels.

[I1]: Anastomosen.

[111]: Rhizomorphe.

Modifiziert aus Agerer (1995).
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8.1.4 Aufnahmen einer unmykorrhizierten
Kurzwurzel spitze von N. obliqua.

Abb 8.2. Deal ene unmykorrh|2|er-

ten Kurawurzelspitze von N. obliqua.

[a]: Langsschnitt in einer Lichtmikros-
kopischen Aufnahme.

[b]: Rasterdektronenmkroskopische
Aufnahme.

8.2 Zusammensetzung des von Marx modifizierten
Melin-Norkrans (MMN) -Nahrmediums zur
Kultivierung von Ektomykorrhizapilzen

Die Zusammensgtzung des von Marx modifizieten Mdin-Norkrans (MMN) -N&hrmedi-
um nach Molina & Pamer (1982) i in Tab. 8.1. dargesdlt. Der pH-Wert wurde vor dem
Autoklavieren auf pH =5 eingestelit.

Fur Festkulturen wurde zusétich 20 g / | Agar-Agar verwendet. Die mit (*) gekenn-
zeichneten Punkte in Tab. 8.1 markieren Anderungen des Rezeptes von Molina & Pamer
(1982), wie se in der Arbetsgruppe , Physologische Pflarzenanatomie® der Universitét Bre-

men vorgenommen wer den.
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Néahr stoffe MMN [g/l]
" Malz-Extrakt 5
d-Glucose 10
(NH,),HPO, 0,25
K HoPO4 0,5
MgSO, ” 7H,O 0,15
CaCl, 0,05 Tab. 8.1: Zusammen
* Fe-EDTA 0,022 ﬁfﬂ%aﬁ von enx
NaCl, 0,025 Norkrans (MMN) -
Thiamine HCI 1x 10* za;;rrn\?sriulrg&;m oline

8.3 Zusammensetzung des MMN-Nahrmediums zur
Kultivierung von Ektomykorrhizapilzen unter
Variation des Phosphatangebotes

Messungen der extrazdlul&ren und der oberflachengebundenen Phosphatasesktivitét er-
folgten mit Mykorrhizapilzen, die zuvor mit variierendem Phosphatangebot kultiviert worden
waren. Verwendet wurden Pilzisolate von Austropaxillus boletinoides, Paxillus involutus, Pi-
solithus tinctorius, Descolea antartica und Cenococcum geophilum, welche zuvor in MMN-
Agar-Nahrmedium erfolgreich isoliert und kultiviert wurden (Kap. 3.1.2.5).

Die Uberimpfung der Festkulturen in Fliissigkulturen mit unterschiedlichem Phosphatan-
gebot erfolgte mit jungem Myzdium der Kulturen. Mit Hilfe eines Korkbohrers (£ = 7 mm)
wurde 4 md junges Myzdium ausgestochen. Mit einem Skapdl wurde das junge Myzelium
von Agaresen getrennt und das isoliete Myzd in 50 ml-Kdélbchen mit MMN-HUssgme-
dium Obefihrt. Um Wachstumsbedingungen bel  unterschiedlichem Phosphatangebot  im
MMN-HiUssgmedium zu erhdten, wurden die Standardansiize des MMN-N&hrmedium
(Kap. 8.3) wiefolgt verandert:

100 % Phosphatangebot: keine Anderungen.

60 % Phosphatangebot: (NH4),HPO4: 0,15 g/l, KHPO, :0,3 g/l, NHsNO;3 :0,061 g,
KOH: 0,056 g/l.

30 % Phosphatangebot: (NH.),HPO4: 0,075 g/l, KHPO4 :0,15 g/l, NHsNO;3 :0,11 g/,
KOH: 0,098 g/l.

0% Phosphatangebot: NH;sNOs3 :0,151 ¢/l, KOH: 0,14 g/l
Die weitere Kultivierung erfolgte bel 25°C, dunkd, as Standkultur.
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8.4 Spektrometrische Bestimmung der extrazelluldren
und oberflachengebundenen Phosphataseaktivitét
mit Hilfe von pNPP

Die colorimetrische Besimmung der exrazdluldren und oberflachengebundenen Phos-
phatasesktivitét in Mykorrhizepilzen basert auf der Hydrolyse von p-Nitrophenyl-Phosphat
(pPNPP) durch Phosphatasen in p-Nitrophenol-Phosphat (pNP) + P (vergl. Kap. 3.3.1). Die
Praparationen erfolgten nach Tibbett et al. (1998) und Antibus et al. (1992):

Préaparation der Stammlosung (250 ml):

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 3,025¢
Maleic acid 2,909
Citricacid 359
Boric acid 1579
1M NaOH 122 ml

Mit AQgidges bis 250 ml aufflllen. Die Stammlésung wurde bei Dunkelheit und £C gela-
gert und innerhalb von 2 Monaten verbraucht.

Prapar ation der Pufferlésung mit variierenden pH-Werten:

Um die gewiinschten pH-Werte (3; 3,5, 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7) zu erhdten, wurden 250
ml Sammiésung mit 0,1 M HCl und Aggidest €ingestellt und bis 1000 ml aufgefuillt.

Praparation der Eichlésung zur Kalibrierung:

1. 1 g/ | pNitrophenol-Phosphat (pNP, SIGMA, 104-8) in 1.1 Pufferlésung und 1M NaOH
|6sen.

2. Fur die Eichkurve wird aus dieser Lésung ene Verdinnungsreihe 100, 80, 60, 40, 20,
und 10 pg pNP/ 10 ml in Pufferlésung (1 M NaOH) vorbereitet.

3. Die Messung der pNP- Eichlgsung efolgte im Maximum der Absorption be 407 nm mit
enem Shimadzu UVPCV 3.0 Spektrophotometer (vergl. Abb. 3.2.c).

4. Die Auswertung erfolgte mittels linearer Regression (vergl. Abb. 3.2.c).

Prapar ation der pNPP-Substr atl6sung:

2,134 g para-Nitrophenyl-Phosphat (pNPP, Merck 1.06850.0025) wurde in jeweils 50 ml
Pufferlésung des gewtinschten pH-Wertes (3; 3,5, 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7) gdost. Da pNPP
lichtempfindlich ist, wurde der Kontakt des Subgtrates mit Licht be alen Prgparationsschrit-
ten weitestgehend vermieden. Die pNPP-Substratlosung wurde dunkel, bei 4°C gedagert und

innerhab von 2 Wochen verbraucht.
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Prapar ation zur Messung der oberflachengebundenen Phosphataseaktivitat:

1.

Rlzkulturen wurden 14 Tage unter verschiedenen Wachtumsbedingungen kultiviert (0 %,
30 %, 60 % und 100 % Phosphatangebot, s. Kap. 8.3). Die Pilzkulturen wurden dteril va-
kuumfiltriert und junges Pilzmyzel mit enem Skapell abgetrennt.

Das abgetrennte Myzd wurde in einem Serilen Zentrifugationsréhrchen zu 1,333 ml Puf-
ferlosung (pH = 3; 3,5, 4; 4,5, 5, 55; 6; 6,5, 7) gegeben. Diese Prgparation wurde an
schlieffend fir 10 s homogenisert (Jake & Kunkd, ULTRA-TURRAX, 10 N, Thyristor
Regler, TR 50).

Danech efolgte eine Zentrifugation (2000 g, 10 min und 4°C, Minifuge RF, Heraeus-
Sepatech). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 1,666 ml Pufferlosung (pH =
3; 3,5, 4; 4,5, 5; 5,5; 6; 6,5; 7) resuspendiert.

Die Resuspensgondosung wurde in ein Eppendorff-Geféld tUbertragen und 0,333 ml pNPP-
Subdtratl 6sung hinzugeftigt.

Die Inkubation erfolgte je nach Aktivitdt der Phogphatase zwischen 1h und 2h bel 25°Cin
Dunkdheit.

Nach der Inkubationszeit efolgte ene Zentrifugation (10 min be 2000 g, Eppendorff
5415C). Danach wurde 1 ml Uberstand mit 1,333 ml 1 M NaOH vermischt. NaOH stoppt
die enzymatische Reaktion.

Die Resktionddsung wurde im Maximum der pNP-Absorption (407 nm) mit enem Spek-
trophotometer analysiert (vergl. Abb. 3.2.c).

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Eichkurve (s. Abb. 3.2.C).

Zur Bestimmung des Trockengewichtes des eingesetzen Filzmyzds Pdlet des Pilzmyzds
(s Punkt. 6) mit AQgiges resuspendieren und durch vorher gewogenes Filterpapier (Schlei-
cher & Schudl, OE 66 ST, 0,2 um @ = 47 mm) filtrieren, bel 70°C trocknen (12 h) und
anschlief3end wiegen.

Prapar ation zur Messung der extrazdlularen Phosphataseaktivitét:

1.

Rilzkulturen wurden 14 Tage unter verschiedenen Wachtumsbedingungen geztichtet (Kap.
8.4). Die Rilzkulturen wurden geril vakuumfiltriert.

0,333 ml des gefilterten Mediums wurde in en deriles Zentrifugationsréhrchen zu 1,333
ml Pufferlésung (pH = 3; 3,5, 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7) pipettiert.
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3. 0,333 ml pNPP-Subgratldsung wurde hinzuzufiigt und je nach Aktivitdt der extrazelué
ren Phosphatase zwischen 1h und 2h bel 25°C inkubiert.

4. Nach der Inkubationszeit wurde 1,333 ml 1 M NaOH hinzufligt, welches die enzymeti-
sche Reaktion stoppt.

5. Die Resktiondésung wurde im Maximum der pNP-Absorption be 407 nm mit einem
Spektrophotometer andysert (vergl. Abb. 3.2.c).

6. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Eichkurve (s. Abb. 3.2.c).

8.5 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der
oberflachengebundenen Phosphataseaktivitét
mit Hilfe von ELF-97

Préaparation dar EL F-97-Phosphatasesubstr atlsung:

Als Pufferlésung wurde en enfacher Citrat-Phosphat-Puffer verwendet und auf die pH-
Werte 3, 4, 5, 6 und 7 eingestelIt.

In ELF-97-Phosphatasesubstratiésung (Molecular Probes, E-6588, Konzentration: 5 mM
in sterilgefiltertem Wasser) wurde zunéchst der pH-Wert bestimmt (pH = 10).

Mit Hilfe der Citrat-Phosphat-Pufferldsungen wurden kurz vor jeder Inkubation der
Mykorrhizapilze Puffer und ELF-97-Phosphatasesubsiratiosung im Verhditnis 2 @ 10 ver-
mischt. Die Inkubation der Filzhypen erfolgte mit 5 pl dieser Substratmischung.

Fur die Anfarbung der mykorrhizieten und unmykorrhizieten Kurzwurzeln wurden die
Puffer und die ELF-97-Phosphatasesubdratiosung ebenfals im Verhdtnis 2 : 10 vermischt.
Die Inkubation der Kurzwurzeln erfolgte jedoch mit 15 pl dieser Substratmischung.
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angebotes.  [b]: Anzahl der phosgphataseaktiven Zentren in Abhdngigkeit des pH-Wertes. [c]:
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Abb. 85: Huoreszenzmikroskopische Begtimmung der oberfléchengebundenen  Phosphataseaktivitét

von P. tinctorius [a]: Anzahl der phosphataseektiven Zentren in Abhangigkeit des Phosphat-
angebotes.  [b]: Anzahl der phogphatasesktiven Zentren in Abhéngigkeit des pH-Wertes. [c]:
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Abb. 8.6: Huoreszenzmikroskopische Bestimmung der oberfléchengebundenen Phosphataseaktivitét
von D. antartica [a]: Anzahl der phosphataseektiven Zentren in Abhangickeit des Phosphat-
angebotes. [b]: Anzahl der phosphatasesktiven Zentren in  Abhéngigkeit des pH-Wertes [c]:
Intensitdt der ELF-97-Huoreszenz in Abhangigkeit des Phosphatangebotes. [d]: Intensitdt der ELF-
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