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Summary

SEM investigations were carried out on spruce needles infected with
Chrysomyxa abietis after clearing up methodical problems. It could be demon-
strated that the infection of the needle occures through the stomata followed
by an inter- and intracellular display of fungus mycelium within the mesophyll
tissue. In addition the ontogenesis of teleuto- and basidiospore layers of Chry-
somyaza abietis was observed which has a microcyclic developement of the lepto-
form. Finally the infection of young needles was discussed.

Zusammenfagsung

Mit Hilfe des REM wurden nach Kldrung methodischer Probleme Unter-
suchungen an Fichtennadeln durchgefiihrt, welche von Chrysomyxa abietis
infiziert waren. Es konnte gezeigt werden, daBl die Infektion der Nadeln iber
die Spaltéffnungen erfolgt, woran sich eine Ausbreitung des Pilzmyzels inter-
sowie intrazelluldr im Mesophyll anschlieit. Des weiteren wurde die Ontogenie
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der Teleuto- und Basidiosporenlager im Verlauf der mikrocyelischen Entwick-
lung der Leptoform verfolgt und schlieBlich auf die Infektion junger Nadeln
eingegangen.

Einleitung

Chrysomyxa abietis (Uredinales. Chrysomyxaceae), welcher einen mikro-
cyclischen Entwicklungsgang der Leptoform zeigt, ist ein hiufiger Parasit
junger, dichtstehender Fichtenbestédnde. Bei epidemischem Auftreten kommt
es auf Grund vorzeitigen Nadelfalls zu Zuwachsverlusten, jedoch selten zum
Absterben der Baume (GAumany 1959, HassEBraUr 1962, Bumin &
ZycuA 1973). Die Ausbreitung des Pilzes in der Fichtennadel ist nach Griv,
LAckNER & ScHARNER 1978 auf das Mesophyll beschrinkt, wobei der Pilz
nach einem interzellulirem Wachstum im Herbst auch in die Zellen ein-
dringen kann. Stiitzt sich die oben zitierte Arbeit auf lichtmikroskopische,
zellphysiologische sowie histochemische Befunde, soll diese Arbeit mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskops einen weiteren Beitrag zur Biologie dieses
parasitischen Pilzes bringen.

Material und Methode

Als Versuchsmaterial dienten Nadeln 10—15 jihriger aufgeforsteter
Fichtenbestéinde aus der Umgebung von Graz, welche z. T. duBerst stark
von Chrysomyza befallen waren. Der Untersuchungszeitpunkt richtete sich
nach den zu erwartenden Ausbildungsstadien des Pilzes und wird jeweils an
gegebener Stelle erwihnt.

Methodische Probleme:

Bei der Priparation fir die REM-Untersuchungen ergaben sich
insoferne Schwierigkeiten, als es sich beim Fichtennadel-Pilzsystem um ein
sehr heterogenes Objekt handelt. Nach Untersuchungen von GriLr 1973a, b
erbrachte Gefriertrocknung und anschlieBende Bedampfung mit Kohle und
Gold bzw. Bestdubung mit Gold die besten Ergebnisse fiir die spitere Be-
trachtung der Fichtennadeln in REM (Abb. 15). Diese Vorbehandlung
erwies sich fiir die Beobachtung des Pilzes als ungiinstig, da die Hyphen und
die Sporen in der Regel 4 stark kollabierten (vgl. auch Bruxkeezr,
Praxg & Workincer 1976). Fir die Beobachtung von pilzlichem Material
schlagen O’Donyern & HoorEr 1974 Fixierung des Materials und critical
point drying (CPD) vor. Die fiir die Fixierung verwendeten Chemikalien,
wie Glutaraldehyd bzw. die im Zuge der Gefriertrocknung angewandten
organischen Losungsmittel 16sen jedoch die Wachsauflagerungen von den
Koniferennadeln ab, sodafl der Gesichtspunkt, ob die Wachsauflage der
Fichtennadel in der Biologie des Parasiten eine Rolle spielt, naturgemif
auBer Acht bleiben miilite. Ein Kompromill wurde insoferne erzielt, als
eine moglichst schonende Entwisserung iiber die Alkoholreihe und an-
schlieBende CPD angewendet werden konnte, die zwar zu einer Deformie-



Abb. 1. Auskeimende Basidiospore von Chrysemyaxa abietis, der Keimschlauch
durch die Spaltéffnung eindringend, Mai (6000 x ). — Abb. 2. Querschnitt durch
eine befallene Fichtennadel: links eine angeschnittene Spaltéffnung, das Myzel
von Chrysomyza abietis hauptsichlich interzellular, doch Hyphen auch in die
Zellen eindringend (—), Juni (700x). — Abb. 3. Hyphen von Chrysomyza
abietis: die Querwénde durch die typischen Poren durchbrochen (—-), Juni
(1400 % ). — Abb. 4. Interzellulires Myzel von Chrysomyza abietis, Juni (700X )
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Abb. 5. Spaltéffnung einer befallenen Nadel im Winter (1950 ). — Abb. 6.

Chrysomyxa abietis: junges Teleutosporenlager in Aufsicht, Mai (120x). —

Abb. 7. Chrysomyxa abietis: angeschnittenes Teleutosporenlager in Seitenan-

sicht, Mai (300 x ). — Abb. 8. Chrysomyxa abietis: Scheitel von Teleutosporen-
ketten (600 x )
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rung, jedoch zu keiner Auflosung der Wachse fiihrte (Abb. 16). Gleichzeitig
zeigten auch Pilzhyphen kaum Schrumpfungen im REM, wodurch eine
Vorfixierung entfallen konnte. Die zu verwendende Methode, Gefrier-
trocknung oder CPD wurde nach der jeweiligen Fragestellung angewandt.

Praktische Durchfithrung:

Nach Beendigung der Gefriertrocknung bzw. CPD wird die Leitfahig-
keitsschicht (Gold) aufgebracht.

Bei den Fichtennadeln wurde in der Regel das Ionenstrahlzerstduben
zum Aufbringen einer diinnen Goldschicht verwendet. Unseren Erfahrungen
zufolge ist durch eine Zerstdubungsschicht eine geniigende Bedeckung der
meist sehr gegliederten Oberfliche des Praparates zu erreichen, sodal} eine
vorherige Kohlenstoffbedeckung tiberfliissig erscheint.

Beim Tonenstrahlzerstduben wird der gerichtete Strahl einer Tonen-
kanone im Hochvakuum auf eine Goldtarget gelenkt und die hiedurch zer-
stdubten Goldatome, die das Target geradlinig verlassen, vom Priparat
aufgefangen; eine Dreh- und Schwenkvorrichtung sorgt fiir eine allseitige
Bedeckung (GRASENICK, Jaworié & WarTinger 1972a, b). Der Vorteil
dieser Schichten liegt in ihrer im Vergleich zu aufgedampften Schichten
besseren Haftfihigkeit und im Fortfall einer Wérmestrahlungsbelastung,
die gerade bei Wachsstrukturen zu Beschidigungen durch Aufschmelzen
fiihren kann. Erwihnt sei noch, daf das Ionenstrahlzerstdubungsverfahren
in einfacher Weise auch mittels einer besonderen KEinrichtung (Atom-
strahlenquelle) durchgefiihrt werden kann, ohne dal dafiir eine Ionen-
kanone benttigt wird (JARoPIC ef al. 1978a, b).

Die Objekte wurden mit einem CAMBRIDGE Stereoscan Mark ITa —
Geriit bei 20 kV untersucht.

Ergebnisse und Besprechung

Die von den Phragmobasidien im Mai bis Anfang Juni abgegliederten
Basidiosporen sind sofort keimfahig. Von Chrysomyaxa abietis ist die XKei-
mungszeit nicht bekannt, als Richtwert kann aber die von GouLp & SmAW
1969 fiir C. piperiana — eine nordamerikanische Art — angegebene dienen.
Bei dieser Art wurde von den genannten Autoren das Kinsetzen der Keimung
nach 1,5 Stunden beobachtet und nach 20 Stunden waren bereits 509, der
Basidiosporen ausgekeimt. Es darf also angenommen werden, dafl die Infek-
tion der in den Maitrieben heranwachsenden Nadeln unmittelbar nach der
Bildung der Basidiosporen an einjihrigen Nadeln erfolgt. Abb. 1 zeigt auf
einer jungen Nadel eine derartige Spore, welche auskeimt und den Keim-
schlauch in Richtung Spaltoffnung wachsen 148%, wobei dieser den Wachs-
pfropfen, eine lockere Anhiufung von Wachsréhrchen (Grinn 1973b),
durchdringt und nach Passieren des Zentralspalts ins Innere der Nadel
gelangt. Die Infektion erfolgt also in dhnlicher Weise wie bei anderen
Rostpilzen iiber die Stomata (BrowN & SHIpTON 1964). In den Folge-
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monaten breitet sich nun im Mesophyll ein Myzel aus, das nach L1NDFORS
1924 durchwegs aus einkernigen Zellen besteht.

Zuerst erfolgt das Wachstum interzellulir (Grirn, LACKNER &
ScEARNER 1978), wobei, wie Abb. 2 zeigt, groBe Interzellularen, wie die
inneren Atemhohlen, sehr dicht mit dem Hyphengeflecht erfiillt sind.
Innerhalb des plattenférmig ausgebildeten Mesophylls (Nare-Zinn 1966)
sind, wie der Querschnitt einer Nadel zeigt, die Interzellularen sehr eng.
Aber auch durch diese zwéingen sich {iberaus reichlich Pilzhyphen (Abb. 3, 4).
In jedem Fall liegen die Hyphen mehr oder weniger dicht den Zellwinden
an, was fiir die Erndhrung des Parasiten offenbar eine Notwendigkeit dar-
stellt (Abb. 3). Bei fortgeschrittenerem Befall der Fichtennadel mit Chry-
somyaa, vor Anlage der Teleutosporenlager im Herbst, erfolgt, wie an Hand
lichtmikroskopische Befunde bereits berichtet wurde (GRILL, LACKRNER &
ScEARNER 1978), auch ein intrazellulires Wachstum des Pilzes. Wie Abb. 2
zeigt, koénnen jedoch auch bereits im Sommer vereinzelt intrazellulire
Hyphen nachgewiesen werden (—>). Ist das Myzel physiologisch geniigend
erstarkt und moglicherweise auch durch Umweltbedingungen induziert,
werden im Herbst die Teleutosporenlager angelegt. Diese kann man bereits
zu dieser Zeit in Form orangeroter Streifen, die Farbe wird durch die karotin-
reichen generativen Zellen hervorgerufen, unter den reihenweise geordneten
Spaltoffnungen erkennen. In diesen Anlagen wird durch paarweises Ver-
schmelzen von palisadenartig geordneten, plasmareichen Zellen das Dikaryon
hergestellt. Diese paarkernigen Zellen wachsen ohne Ruhepause zu kurzen
verzweigten Hyphen aus. Die Entwicklung dieser Hyphen wird aber mit
Einzug des Winters unterbrochen (Kursanov 1922). Erst im darauffolgen-
den Frithjahr liuft die Ontogenie des Teleutosporenlagers weiter und es
entstehen wiederholt verzweigte Zellketten, wobei jede beliebige Zelle
Ausgangspunkt einer Verzweigung werden kann, worauf Linprors 1924
ausdriicklich hinweist. Mindestens die Endzellen dieser Ketten sind als
Teleutosporen zu betrachten. Unter dem Druck des in dieser Weise volums-
mifBig heranwachsenden Lagers reifit die Epidermis der Fichtennadel auf
und die palisadenartig gedringten Enden der Teleutosporenketten brechen
hervor (Abb. 6, 7, 8). Fir C. piperiana und C. ledicola geben Gourp &
SEaw 1969 als Optimaltemperatur zur Ausreife von Teleutosporen 15—
20° C an.

Bemerkenswert ist, dall die Teleutosporen von C. abietis morphologisch
nicht differenziert sind. Thre Zellwinde sind weder pigmentiert noch ver-
dickt und auch Keimporen sind, weil nicht notwendig, nicht vorhanden.
Zudem sind sie reich an karotinhaltigen Reservestoffen. Was als Teleuto-
spore zu bezeichnen ist, ist im Endeffekt allein durch die karyologischen
Vorginge bestimmt, denn in Teleutosporen findet eine Karyogamie statt,
in sterilen Basalzellen bleibt das Dikaryon erhalten. Diese Teleutosporen
keimen, nachdem auch die Meiose in ihnen abgelaufen ist, mit Basidien aus,
in die die haploiden Kerne einwandern. Mit der Ausbildung der fiir die



Abb. 9. Chrysomyxa abietis: Phragmobasidien in verschiedenen Entwicklungs-
zustdnden, Mai—Juni (600x ). — Abb. 10. Chrysomyza abietis: Scheitel einer
Phragmobasidie (2400 x ). — Abb. 11. Chrysomyxa abietis: reifes Teleutosporen-
lager mit zahlreichen Basidiosporen, Jnui (600x). — Abb. 12. Chrysomyxa
abietis: auf altem Teleutosporenlager anhaftende Basidiosporen, Juni (1200 x )
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Abb. 13. Chrysomyxa abietis: altes kollabiertes Teleutosporenlager, nur noch

vereinzelt Basidiosporen anhaftend, Juni (600x). — Abb. 14. Basidiospore

von Chrysomyxa abietis an einer jungen Nadel von Picea abies anhaftend, mit

Keimschlauch, Mai (2400x ). — Abb. 15. Wachsauflagerung auf einer jungen

Nadel von Picea abies. Praparationsmethode: Gefriertrocknung, Goldbedamp-

fung (10.000 x ), — Abb. 16. Wie Abb. 15, Praparationsmethode: CPD, Alkohol-
reihe, Goldbedampfung (12.000 x )



©Verlag Ferdinand Berger & Séhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



283

Uredinales charakteristischen quergeteilten Phragmobasidie (Abb. 9) und
der Differenzierung der Basidiosporen (Abb. 10, 11, 12) ist der Entwicklungs-
kreislauf geschlossen.

Die von den Lagern abfallenden Basidiosporen keimen auf alten oder
jungen Nadeln gleicherweise aus (Abb. 1, 14). Eine Infektion allerdings
erfolgt nur auf jungen, frisch ausgetrichenen Nadeln, wogegen an alten nie
eine Infektion zu beobachten ist. Die Griinde dafiir sind sicher im physio-
logischen Bereich der Nadeln zu suchen; weiteres ist nicht bekannt. Unter-
schiedliche Wachsauflagerungen der Nadeln, auf denen die Sporen fest-
kleben konnten, spielen kaum eine Rolle. Wie Abb. 14 zeigt, liegen die
Sporen meist auf der Nadeloberfliche, welche in der Regel nur geringe
Wachsauflagerungen zeigt (Grrrn 1973b) und nicht auf den Wachspfropfen
iiber den Spaltéffnungen.

Diese Arbeit wurde auf Grund von Zuwendungen des Bundesministeriums
fiir Wissenschaft und Forschung erméglicht.
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