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The aim of this study was to investigate a potential competitive behavior
between the ectomycorrhizal fungi Amanita muscaria and Cenococcum geophilum
on the root system of Picea abies. For this purpose mixed inoculations have been
compared both with pure inoculations of each species and uninoculated control
seedlings. The inoculated spruce seedlings produced a significantly higher biomass
than the controls in which the highest increase in biomass was found in the sample
exclusively inoculated with A. muscaria. The frequency of formed mycorrhizae, as
compared to the pure samples, was significantly less pronounced in the mixed
sample. However, in this mixed sample the root tips were colonized with the same
frequency by both mycelia. Moreover, in the C. geophilum-inocula a highly
significant, negative correlation between mycorrhiza frequency and biomass, shoot
and root length and the total number of root tips was observed.

Keywords: Ectomycorrhiza, Amanita, Cenococcum, competitive behavior,
Picea.

Aktuelle Untersuchungen in Waldschadensgebieten belegen einen
Riuckgang der Ektomykorrhizen-Artenvielfalt zugunsten eines zu-
weilen massiven Auftretens des Ektomykorrhizabildners Cenococcum
geophilum bei gleichbleibender Mykorrhizafrequenz (Pigott, 1982;
Blaschke, 1986; Holopainen, 1989; Meier & al.,1989; Meier, 1991).
Hiervon betroffen sind vor allem Waldstandorte unter dem Einfluf}
hoher Luftverschmutzung, Bodenversauerung und Wasserstref3 (z. B.
langere Trockenperioden). Entscheidend dafir dirfte die groBe
Anpassungsfiahigkeit von C. geophilum an extreme Bedingungen sein.
Untersuchungen tiber die Auswirkung von Bodenversauerung auf C.
geophilum zeigen fiir den Pilz in Reinkultur ein Wachstumsminimum
bei pH-Werten um 3 (Hung & Trappe, 1983), optimales Wachstum bei

* Dieser Aufsatz ist Herrn Prof. M. Moser anlaflich seines 70. Geburtstages
gewidmet.
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pH 4. Ektomykorrhizabildung an Pinus sylvestris konnte in Labor-
versuchen noch bei pH 3 festgestellt werden (Metzler & Oberwinkler,
1989). Zudem zeigt C. geophilum eine hohe Trockenresistenz: Mexal &
Reid (1973) erzielten bei C. geophilum maximales Myzelwachstum bei
einem Wasserpotential von -15 bar (in dieser Groflenordnung liegt der
permanente Welkepunkt der hoheren Pflanzen). Pigott (1982) fihrt
die hohe Trockenresistenz auf die dicken, gelatinésen Winde der
auBeren Mantelzellen zuriick. Diese bieten auch einen effizienten
Schutz gegentiber pilzfressenden Bodentieren (Ponge, 1990). Hohe
Salztoleranz (Sahle-Rastin, 1976) und das breite Wirtsspektrum
(Trappe, 1964) tragen ebenfalls zum massiven Auftreten von C.
geophilum an extremen Standorten bei. Welche Bedeutung der
Rickgang der Ektomykorrhizen-Artenvielfalt bei gleichzeitigem
Vormarsch von C. geophilum fiir die betroffenen Wirtspflanzen hat,
ist noch weitgehend ungeklart oder umstritten. Einerseits wird C.
geophilum fiur die Beimpfung von Aufforstungflachen an extremen
Standorten in Betracht gezogen (Shaw & Sidle, 1983; Meyer, 1987),
andererseits wird die Cenococcum-Mykorrhiza als wenig effektiv in
der Nihrsalzaufnahme (Mejstrik & Krause, 1973) bzw. als wenig
effektives System hinsichtlich der Pflanzenwuchsstimulierung
angesehen (Pigott, 1982; Ponge, 1990). Zudem zeigt C. geophilum
unter Strefbedingungen ein fir Mpykorrhizapilze untypisches,
massives Kolonisieren von Langwurzeln sowie ein ungewohnt
aggressives Verhalten wie intrazelluldres Eindringen und Abbau von
Rinden- und Epidermiszellen der Pflanzenwurzeln (Holopainen, 1989;
Ponge, 1990).

Material und Methoden

Pilzkulturen

Die Myzelien von Amanita muscaria (L.: Fr.) Hooker stammen
von Fruchtkorper-Gewebekulturen (Funddaten: Subalpiner Fichten-
wald, Ottenbach bei Sarnthein, Prov. Bozen, Italien; Okt. 1991; leg. S.
Thurner). Kulturen von Cenococcum geophilum Fr. wurden uns von
Mag. M. Berreck (Isolat R1 aus Sklerotien; Kulturensammlung des
Institutes fur Mikrobiologie, Universitat Innsbruck) zur Verfligung
gestellt. Beide Myzelien wurden sowohl getrennt als auch gemeinsam
auf MMN(b) Agarplatten kultiviert und alle 3-4 Wochen auf frische
Platten uberimpft.

Nihrlésungen

Die Nahrlosungen MMN (,,Modified Melin Norkrans“) wurden
nach Kottke & al. (1987) hergestellt.
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MMN(a): CaCl: 0.05 g; NaCl 0.025 g; KH2PO4 0.5 g; (NH4):HPO4
0.5 g; FeCls X 6 H20 1 mg; Thiaminhydrochlorid 100ug; Glucose
X 1H:0 5 g; Spurenelementlésung 10 ml; dest. H2O 1000 ml.
MMN(b): wie (a) aber: (NHs):HPO4 0.25 g; Glucose X 1H:0 10 g;
Malzextrakt 5 g; Pepton aus Casein 1 g.

MMN-Agar: 2% (w/v) Agar-Agar wird zu MMN zugegeben.
Spurenelementlésung: KCl 3.728 g; HisBOs 1.546 g; MnSOs X
1H20 0.845 g; ZnS0Os X TH20 0.575 g; CuSOs X 5H20 0.125 g;
dest. H2O 1000 ml.

Anzucht der Pflanzen

Im Fachhandel erhiltliche Samen von Picea abies (L.) Karst.
wurden durch leichtes Schwenken in 30%igem H:O: fir 25 min bei
Raumtemperatur oberflachensterilisiert und anschlieBend zweimal in
500 ml sterilem aqua dest. gewaschen. Die Keimung erfolgte auf
MMN(a) Agarplatten. Der im Medium enthaltene Zucker diente zum
Nachweis von Kontaminationen und wird von der Pflanze zum
Wachstum nicht benétigt. Nach Entwicklung der Keimblétter wurden
die Keimlinge in 500 ml Erlenmeyerkolben {iiberfiihrt. Die Kolben
enthielten je 300 ml einer Mischung von Torf und Perlit (90/10), die
mit 150 ml MMN(a) Nahrlosung angefeuchtet wurde. Die Kolben
wurden mit Wattestopfen verschlossen und 4 Wochen in einer
Wuchskammer gehalten (16 h Licht, 7000 lux; Lampen: Osram L36
W77 FLUORA und Osram 36/25 WeiBl Universal/White; 8 h Dunkel-
heit; 22° C).

Inokulation

Nach vier Wochen wurden die Sdmlinge mit Pilzmyzel beimpft.
Die Kolben wurden in vier Gruppen geteilt, wobei darauf geachtet
wurde, daB jeder Gruppe (n = 30) gleichviele gut bzw. verzégert
wachsende, aber gesund erscheinende Pflanzen zugeteilt wurden.

Gruppe A: Beimpfung mit A. muscaria

Gruppe B: Beimpfung mit C. geophilum

Gruppe C: Beimpfung mit beiden Pilzen (= Mischbeimpfung)
Gruppe D: ohne Beimpfung (Kontrolle)

Die Kolben wurden jeweils mit zwei gleichgrofen (1 cm Durch-
messer) Myzelstlicken einer drei Wochen alten Agarkultur beimpft
(ein Myzelstlick jeder Art bei der Mischbeimpfung) und mit 10 ml
steriler MMN(a) Losung versetzt.

Sechs Wochen nach dem Beimpfen wurden erneut jeweils 10 ml
sterile MMN(a)-Losung zugegeben. Nach 14 Wochen wurde der
Versuch beendet.
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Parameter und Auswertungsverfahren

Die Pflanzchen wurden an der Bodengrenze in Sprofteil und
Wurzelsystem getrennt, die geernteten Wurzelsysteme in tempe-
riertem Leitungswasser gereinigt und bis zur weiteren Auswertung in
FAA-Fixiermittel (Agerer, 1991) bei 4° C gelagert. Folgende Para-
meter wurden bestimmt:

SproB- und Wurzellinge: Beim Sprofteil der Pflanzen wurde
sowohl die Lange des Sprosses insgesamt, als auch die Lange des
nadeltragenden SproBteiles vermessen. Zur Bestimmung der
Wurzellange wurden alle Haupt- und Seitenwurzeln ab einer
Lange > 5 mm berlicksichtigt, nicht jedoch die Lingen der
einzelnen Ektomykorrhizen. Fiir eine méglichst exakte Vermes-
sung wurden intakte Wurzelsysteme oder Fraktionen derselben
zwischen Transparentfolien im MafBstab von 1 1 fotokopiert.

Anzahl der Wurzelspitzen: Das Z#hlen erfolgte in mit Leitungs-
wasser gefullten Petrischalen unter einer Stereolupe bei ca. 10-
bis 15facher Vergroferung. Es wurde jeweils die Gesamtanzahl
ermittelt, wobei mykorrhizierte und nicht-mykorrhizierte
Wurzelspitzen getrennt gezdhlt wurden. Dabei ergaben sich fiir
die stets deutlich ausgebildeten, weilen Amanita-Mykorrhizen
keine Schwierigkeiten bei der Zuordnung, wohl aber fir die
Cenococcum-Mykorrhizen, welche h&ufig keine oder nur sehr
fragmentarische Hyphenmintel ausbildeten. Letztere erschie-
nen jedoch gegeniiber nicht-mykorrhizierten Wurzelspitzen
schwach verdickt und etwas stirker pigmentiert. Anatomische
Untersuchungen an Kryotomschnitten (vgl. Agerer, 1991) lieflen
aber ein deutlich ausgeprigtes, bis zum Zentralzylinder
reichendes Hartigsches Netz erkennen.

In den Mischbeimpfungen erfolgte eine Unterscheidung zwi-
schen reinen Amanita-, reinen Cenococcum- und ,,gemischten*
Mykorrhizen, wobei letztere sich als vollstdndig ausgebildete
Amanita-Mykorrhizen mit sekundéarer Kolonisierung durch C.
geophilum darstellten.

Bestimmung der Mykorrhizafrequenz (MF): Prozentanteil an
mykorrhizierten Wurzelspitzen bezogen auf die Gesamtanzahl
(100%) der gebildeten Wurzelspitzen.

Biomasse: Die Biomasse wurde durch Trocknen der Sprof- und
Wurzelanteile bis zur Gewichtskonstanz wihrend 24 h bei 105° C
bestimmt. Anorganische Partikel an den Wurzelsystemen konnten
durch mehrmaliges Waschen weitestgehend entfernt werden.
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Statistische Verfahren

Die Datenanalyse (Stichprobenumfang jeweils 30) wurde mit den
Statistikprogrammen BMDP (EDV-Zentrum der Universitdt Inns-
bruck) und dem Programm ORIGIN (Microsoft) durchgefiihrt
(Signifikanzniveau: p < 0,05). Errechnet wurden jeweils Mittelwert =+
Standardabweichung, der Standardfehler des Mittelwertes, ein
Vergleich der Mittelwerte durch paarweises Testen mit dem Student’s
t-Test sowie entsprechende Korrelationen.

Ergebnisse

Biomasse

Einen empfindlichen Indikator fiir die Beeinflussung der
Fichtensdmlinge durch den jeweiligen Mykorrhizapartner stellt neben
der Mykorrhizafrequenz der Zuwachs an Biomasse dar. Gegentiber
den unbeimpften Kontrollen konnte in den beimpften Ansitzen
jeweils eine signifikante Wachstumssteigerung beobachtet werden
(Abb. 1, Tab. 1). Die Zuwachsraten sind dabei fiir die jeweiligen
SproB- und Wurzelanteile ungefahr gleich hoch. Die Gewichts-
zunahme der Sprofianteile ist vor allem auf deren Dickenwachstum,
weniger auf deren Langenwachstum zurtickzufiihren (Tab. 1). Die mit
A. muscaria beimpften Samlinge erreichten dabei das mit Abstand
hochste Gesamt-Trockengewicht. Dieser gegentiiber den Kontrollen
(plus 100%) und dem Cenococcum-Ansatz (plus 30%) wachstums-
steigernde Effekt von A. muscaria ist in den Mischbeimpfungen (C.
geophilum und A. muscaria) kaum mehr nachweisbar. Die Bio-

o
o
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Gesamt - TG [mg]
8
L

Abb. 1. - Biomasse der Fichtensdmlinge nach 14wdchiger Inkubation. Die
Fehlerbalken markieren den Standardfehler. MB: Mischbeimpfung.
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massewerte der Pflanzen aus der Mischbeimpfung lagen nur gering-
fiigig iber den Werten des Cenococcum-Ansatzes (plus 8%).

Mykorrhizafrequenz

An den mit A. muscaria beimpften Pflanzen konnte die mit
Abstand hochste Mykorrhizafrequenz (77%) beobachtet werden.
C. geophilum kolonisiert nur 27% der Wurzelspitzen. Sehr wenige
Wurzelspitzen (insgesamt etwa 26%) wurden in der Mischbeimpfung
mykorrhiziert (Tab. 1). Eine qualitative Aufgliederung der Mykor-
rhizafrequenz in der Mischbeimpfung nach beiden Pilzarten zeigt,
dal A. muscaria ca. 9% der Wurzelspitzen (77% in der
Reinbeimpfung), C. geophilum ca. 7% (27% in der Reinbeimpfung)
kolonisierte. Zusatzlich wurden 10% der einzelnen Wurzelspitzen von
beiden Pilzen gemeinsam beansprucht (Tab. 2), wobei in allen Fallen
bereits gut ausgebildete Amanita-Mykorrhizen von Cenococcum
sekundir besiedelt wurden. Bei solchen ,Doppelinfektionen’ wurde
der Pilzmantel der Amanita-Mykorrhizen, meist von der Basis der
einzelnen Wurzelspitzen ausgehend, von Cenococcum-Hyphen
uberwachsen bzw. infiltriert. Weniger hiufig wurden die Amanita-
Mykorrhizen an ihrer Spitze (bis zu einer Lénge von ca. 0.5 mm) von
Cenococcum abgelost, wobei in Léangsschnitten bereits erste
Mantelstrukturen und ein Hartigsches Netz nachweisbar waren.

Biomasse und Mykorrhizierungsgrad

Bezieht man den Gesamtbiomassezuwachs (in mg TG gegeniiber
dem unbeimpften Kontrollansatz) auf die Gesamtanzahl der jeweils
mykorrhizierten Wurzelspitzen (Tab. 1), so sprechen die errechneten
Verhiltniszahlen fiir eine bemerkenswerte Effizienz von C. geophilum
pro Mykorrhiza: Bei durchschnittlich 20.4 gebildeten Mykorrhizen
betragt der Biomassezuwachs gegeniiber der Kontrolle durch-
schnittlich 21.6 mg (= 1.06 mg X Mykorrhiza!). Fiir A. muscaria ist
dieser Wert wesentlich geringer (0.42 mg X Mykorrhiza-!).

Wurzelldngen-Wurzelspitzen

Beziiglich der Ausdehnung des Wurzelsystems (Wurzelldngen)
zeigen alle drei Beimpfungsarten eine dhnlich hohe, nicht signifikant
unterschiedliche Wirkung, obwohl sich ein Trend (in absteigender
Reihenfolge) vom Amanita-Ansatz tber die Mischbeimpfung zum
Cenococcum-Ansatz abzeichnet (Tab. 1). Die entsprechenden, gut
unterscheidbaren Biomassewerte sind auch hier (vgl. SprofB-
wachstum) vorwiegend auf ein verstirktes Dickenwachstum zuriick-
zufithren.
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Die Gesamtanzahl der gebildeten Wurzelspitzen wurde durch die
unterschiedlichen Beimpfungsarten nur unwesentlich bzw. nicht
siginifikant beeinflufit. Die Gesamtanzahl der Wurzelspitzen ist
jeweils nur gegeniiber dem Kontrollansatz signifikant erhoht.

Korrelationen

Die Ergebnisse der Uberpriifung eventueller Parameterkorrel-
ationen werden in den Tab. 3-5 wiedergegeben. Fiir die mit A. muscaria
beimpften Pflanzen konnten signifikante positive Korrelationen
zwischen fast allen bestimmten Parametern gefunden werden (Tab. 3).
Einzig die Mykorrhizafrequenz korreliert mit keinem der {ibrigen
Parameter. Die Mykorrhizafrequenz ist bei gré8eren bzw. kleineren
Pflanzen, welche in jedem Ansatz schon bei Versuchsbeginn
vorhanden waren, durchschnittlich gleich grofl (Abb. 2). Ein dhnliches
Bild, wenn auch weniger deutlich ausgeprigt, ergibt sich fir die
Mischbeimpfung (Tab. 5).

Auch im Cenococcum-Ansatz konnten signifikante positive
Korrelationen zwischen fast allen Parametern berechnet werden. Die
Mykorrhizafrequenz korreliert jedoch mit den iibrigen Parametern
signifikant negativ (Tab. 4). Bei schwicher entwickelten Pflanzen
(= geringere Gesamtbiomasse) war eine wesentlich héhere Mykor-
rhizafrequenz beobachtbar als bei besser entwickelten Pflanzen
(Abb. 3).

Diskussion

Unter den gegebenen Kulturbedingungen konnte eine signi-
fikante Biomassesteigerung der mit den Ektomykorrhizapilzen A.
muscaria und C. geophilum getrennt und in Mischkultur beimpften
Pflanzen gefunden werden. Dariiberhinaus waren die unbeimpften
Fichtensamlinge zu Versuchsende hinsichtlich der Wurzel- und
SproBlange und der Gesamtanzahl der gebildeten Wurzelspitzen am
wenigsten entwickelt. Im Vergleich ist besonders der hohe
Biomassewert der mit A. muscaria beimpften Pflanzen auffallend. Bie
ausschliefllich bzw. auch mit C. geophilum beimpften Pflanzen (vgl.
Mischbeimpfung) produzieren deutlich weniger Biomasse. Dieser
Biomassezuwachs ist vorwiegend auf ein vermehrtes Dickenwachstum
von Sprof- und Wurzelanteilen zurtickzufihren. C. geophilum wirkt
sich allgemein weniger effektiv auf das Pflanzenwachstum aus (vgl.
Mejstrik & Krause, 1973). Auch Pigott (1982) beschrieb die
Cenococcum-Mykorrhiza als ein kurzfristig wenig effizientes
Versorgungssystem fiir die Pflanze; einzig an extrem trockenen
Standorten wiirde die Assoziation der Pflanzen mit diesem Pilz
langfristig durchaus Vorteile aufweisen. In der Mischbeimpfung war
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Abb. 2. — Zwischen der Mykorrhizafrequenz und der Gesamtbiomasse der aus-
schliellich mit A. muscaria beimpften Fichtensidmlinge besteht keine
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Korrelation (r = -0,16; p = 0,4).
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Abb. 3. - Gesamtbiomasse und Mykorrhizafrequenz der ausschlieBlich mit C.
geophilum beimpften Pflanzen lassen eine hochsignifikante, negative Korrelation
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der biomassesteigernde Effekt von A. muscaria kaum mehr mefbar.
Die Pflanzen zeigten eine annidhernd gleiche Entwicklung wie jene,
welche ausschlieBllich mit C. geophilum beimpft wurden. Die Wurzel-
spitzen wurden dabei jedoch von beiden Pilzpartnern nahezu gleich
hiufig kolonisiert. Eine Ungleichverteilung der Mykorrhizen in der
Mischbeimpfung zugunsten von Cenococcum scheidet somit als
Erklarung fir das oben geschilderte Phinomen aus. In Vorversuchen
konnte anhand von Mischbeimpfungen auf Agar-Platten auch keine
ein- bzw. gegenseitige Beeintrdchtigung des Kolonienwachstums
beobachtet werden.

Die mit A. muscaria beimpften Samlinge entwickelten durchwegs
deutlich ausgepriagte Mykorrhizen mit bis zu 50 pm dicken Hyphen-
mainteln. C. geophilum hingegen bildete haufig nur fragmentarische
Mantelstrukturen, obwohl in allen Féallen stichprobenartiger anato-
mischer Untersuchungen ein gut ausgepragtes, bis zum Zentral-
zylinder reichendes Hartigsches Netz beobachtet werden konnte.
Dartiberhinaus wuchs der Pilz hiufig intrazellular, wobei periphere
Parenchymzellen abgebaut wurden. Dieses Kolonisierungsverhalten
entspricht weitgehend einem Muster (Uberginge zwischen Ektomy-
korrhiza, Ektendomykorrhiza und Pseudomykorrhiza) wie es von
Wilcox & Wang (1986) fiir vier weitere imperfekte Pilzarten doku-
mentiert wurde.

Shaw & al. (1982) fanden in ihrer Untersuchung an Picea
sitchensis, dafl C. geophilum im Vergleich zu Laccaria laccata und
Pisolithus tinctorius unter streBfreien Bedingungen deutlich
langsamer mykorrhiziert. In diesem Zusammenhang mufl erwihnt
werden, dal unsere Versuche bereits nach 3 Monaten ausgewertet
wurden. Metzler & Oberwinkler (1989) fiihrten ihre Versuche uber
einen Zeitraum von finf Monaten nach der Beimpfung durch, Wilcox
& Wang (1987) liber sieben Monate. Hingegen kann A. muscaria auch
bei relativ geringer Photosyntheserate der Wirtspflanze und somit
auch an sehr jungen Pflanzen rasch Mykorrhizen ausbilden (Shaw &
al., 1982). Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die uner-
wartet niedrige Gesamtmykorrhizafrequenz von 26% in der Misch-
beimpfung. Sowohl A. muscaria als auch C. geophilum wurden in
ihrer Mykorrhizierungsfahigkeit signifikant beeintridchtigt, obwohl
beide Pilze etwa gleich h&ufig die Wurzelspitzen besiedelten. Eine
befriedigende Erkldrung fiir dieses Phénomen kann trotz der
relativen Einfachheit des verwendeten Versuchssystems zur Zeit nicht
gegeben werden.

Als weiteres, eigentiimliches Verhalten konnte im Cenococcum-
Ansatz eine signifikant negative Korrelation der Mykorrhizafrequenz
mit allen anderen Parametern wie Gesamtbiomasse, SproB- und
Wurzellinge, Gesamtanzahl der gebildeten Wurzelspitzen usw.
gefunden werden. Auf schwicher entwickelten Pflanzen (bezogen auf
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die Biomasse) kolonisierte C. geophilum einen deutlich héheren
Prozentsatz von Wurzelspitzen. In der Mischbeimpfung ist ein solches
Verhalten nur andeutungsweise (nicht signifikant) zu erkennen. Die
Mykorrhizafrequenz von C. geophilum korreliert u.a. auch mit der
Anzahl der Wurzelspitzen negativ, was widerspriichlich erscheint, da
Mykobionten nach erfolgter Mykorrhizierung durch synthetisierte
Wuchsstoffe die Pflanzenwurzeln im allgemeinen zu vermehrter
Verzweigung anregen sollen. Solche positiven Korrelationen werden
z. B. von Meyer (1989) illustriert. Im vorliegenden Fall koénnte C.
geophilum mehr Nihrstoffe von den schwicheren, noch weniger
assimilierenden Samlingen abziehen, als diese ohne Einschrinkung
ihres eigenen Wachstums abzugeben vermdgen.

SchlieBlich sei noch erwihnt, daBl die Frage nach der wachstums-
fordernden Effizienz von C. geophilum zu lberraschenden Ergeb-
nissen fiihrt, wenn der erzielte Biomassezuwachs (Differenz gegen-
uber dem Kontrollansatz in mg TG) zur Anzahl der dabei gebildeten
mykorrhizierten Wurzelspitzen in Beziehung gesetzt wird: Das
errechnete Verhiltnis fir C. geophilum lag 2,5mal hoéher als fiir
A. muscaria.
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