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Summary

HUBER G., STOCKER-WÖRGÖTTER E. & TÜRK R. 1994. The cultivation of the myco-

biont of Xanthoria parietina (L.) TH. FR. on different media. - Phyton (Horn, Aus-
tria) 33 (2) : 305-319, 10 figures. - German with English summary.

The growth and the development of the mycobiont of Xanthoria parietina was
investigated on different media. Solid and fluid media absent of carbon sources or
sources with different levels of carbon were used. With respect to different types of
carbon sources the mycobiont showed no variations. But the growth rate depended
on the concentration of the respective carbohydrates: The higher the concentration
of the sugars or poliols the earlier the mycobiont showed a vertical growth of the
hyphae. Fluid media were best suited for long therm investigations. The mycelia
showed no differentiation into different thallus-like layers even after a cultivation
time of 6 to 12 month. After a 6 to 12 month growing period only the central hyphae
of the mycelia were characterized by a higher density.

Zusammenfassung

HUBER G., STOCKER-WÖRGÖTTER E. & TÜRK R. 1994. Die Kultivierung des Myco-

bionten von Xanthoria parietina (L.) TH. FR. auf unterschiedlichen Kulturmedien. -
Phyton (Horn, Austria) 33 (2): 305-319, 10 Abbildungen. - Deutsch mit englischer
Zusammenfassung.

Das Wachstum des Mycobionten von Xanthoria parietina auf verschiedenen
Nährmedien wurde untersucht. Es fanden feste und flüssige Medien - mit und ohne
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Kohlenstoffquelle - Verwendung. Gegenüber den verschiedenen C-Quellen verhielt
sich der Pilz indifferent. Die Wachstumsrate war von der Konzentration des Kohlen-
hydrats abhängig: Je höher die Konzentration der Zucker oder Zuckeralkohole im
Medium war, desto früher und ausgeprägter zeigte der Mycobiont ein vertikales
Wachstum. Am besten geeignet für langfristige Untersuchungen erwiesen sich flüs-
sige Medien. Auch bei 6-12 Monate alten Mycobionten trat keine Differenzierung
des Mycels in flechtenlagerartige Schichten auf. Lediglich die zentralen Hyphen der
Mycelien wiesen eine etwas dichtere Anordung auf.

1. E i n l e i t u n g

Die Flechte Xanthoria parietina bzw. ihre Komponenten waren bereits
Gegenstand vieler Untersuchungen. Erste Versuche wurden von REESS
1873 durchgeführt: „Ich selbst habe mich 1871/72 längere Zeit und gele-
gentlich wieder neuerdings mit Kulturversuchen an heteromeren Flechten
gleichfalls beschäftigt, ... welche durch Schimmel Wucherung, mangelhafte
Ernährung, Durchfeuchtung und Durchlüftung - wohl auch durch meine
Ungeduld zu Grunde gingen, ....". Seit diesen mißglückten Anstrengungen
wurden viele Versuche unternommen, das Wachstum des Pilzes von Xan-
thoria parietina durch Zugabe verschiedener Kohlenhydrate zu beeinflus-
sen, um den Nährstoffbedarf und die optimalen Kulturbedingungen für
den isolierten Pilz zu ermitteln (MOELLEK 1887, WERNEK 1927, BARTUSCH

1932, LANGE DE LA CAMP 1933, THOMAS 1939, TOBLER 1939, 1944, QUISPEL

1943-45, AM ENDE 1950, LILLY & BARNETT 1951, HALE 1961, HENRIKSSON

1964, NICOLI & al. 1964, STEINER 1965, HILL & WOOLHOUSE 1966 u. a.). Da

diese Kulturversuche zu stark von einander abweichenden Ergebnissen
führten, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluß verschiedener Me-
dien auf das Wachstum des Mycobionten von Xanthoria parietina unter-
sucht. Zudem sollte die Frage geklärt werden, ob am isoliert kultivierten
Mycobiont mit zunehmender Alterung die in vielen Arbeiten beschriebene
Schichtung auftritt.

2. Material und Methoden

An folgenden Standorten wurde Xanthoria parietina gesammelt:
* Österreich, Salzburg, Salzburg-Stadt, Hellbrunnerallee, 430 msm, von Tilia

platyphyllos, 10. 2. 1990
*Österreich, Oberösterreich, Ottensheim, Donaualtarm, 267 msm, von Apfel-

bäumen, 3. 4. 1990
* Österreich, Oberösterreich, Wolfsegg am Hausruck, 650 msm, von Steinschin-

deln, 18. 5. 1990
Die frisch gesammelten Thalli wurden sorgfältig von Verunreinigungen wie etwa

Moosen und Detritus befreit und innerhalb von drei Tagen für die Sporengewinnung
herangezogen oder für spätere Kulturversuche tiefgefroren (-23°C). Nach dieser Grob-
reinigung wurden intakte Apothecien mit Hilfe eines Stereomikroskops ausgewählt
und zweimal gewaschen. Die erste Reinigung erfolgte in „phosphat-buffered-saline"
- PBS (BUBRICK & GALUN 1986): KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 3,0 mM, KC1 2,7 mM,
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MgSO4 0,4 mM, NaCl 137,9 mM, Tween 80 (0,01 %) v/v. Die Flechtenproben wurden
mit Hilfe eines Magnetrührers '/2 h in dieser Lösung gereinigt, anschließend 30 Min
unter Fließwasser gewaschen und mit Aqua bidest. abgespült. Nach dem Waschvor-
gang wurden die Flechtenproben in Petrischalen auf befeuchtetes Filterpapier ge-
legt, um ein vorzeitiges Austrocknen während der Entnahme von Thallusfragmenten
oder einzelner Fruchtkörper unter dem Stereomikroskop zu verhindern.

Der Mycobiont wurde wie bei früheren Versuchen (BONNIER 1887, WERNER 1927,
BARTUSCH 1932, LANGE DE LA CAMP 1933, TOBLER 1909, 1939, 1944, THOMAS 1939, AM

ENDE 1950, KOFLER 1970, CHRISTMAS 1980, LALLEMANT 1984, HONEGGER 1990) aus

Ascosporen der Flechte gewonnen. Die Isolierung des Flechtenpilzes für die Agarkul-
turen erfolgte in Anlehnung an STOCKER-WÖRGÖTTER & TÜRK 1988 mit der umgekehr-
ten Auffangmethode (vgl. BERTSCH & BUTIN 1967) in Petrischalen.

Da trotz der umgekehrten Sporenauffangmethode nahezu alle Kulturen mit
Bakterien und unerwünschten Fremdpilzen kontaminiert waren, wurden für die Ver-
suche mit den Medien C bis F nur mehr einzelne Apothecien zur Sporengewinnung
verwendet. Zur Sporengewinnung für Flüssigkulturen (Medium G) wurden die Apo-
thecien über dem flüssigen Medium befestigt. Um die Kontamination gering zu hal-
ten, wurden die mit einzelnen Apothecien beklebten Petrischalendeckel bereits
nach 1-1,5 Tagen gewechselt.

Nährmedien

A - BOLD's BASAL MEDIUM - BBM (BISCHOFF & BOLD 1963) mit Erdextrakt (ESSER
1976) -Medium A

Stammlösungen: I NaNO3
II CaCl2 x 2
IIMgSO4 x
IV K2HPO4

V KH2PO4

VI NaCl

H2O
7H2O

2,5 g
0,25 g
0,75 g
0,75 g
1,75 g
0,25 g

I bis VI in je 100 ml Aqua bidest. lösen.
Spurenelementstammlösungen: 1. 5,0 g EDTA + 3,1 g KOH in 100 ml Aqua bi-

dest.
2. 0,498 g FeSO4 x 7 H2O in 100 ml angesäuertem Aqua bidest. (anges. Aqua bi-

dest.: 1 ml H2SO4 in 999 ml Aqua bidest. lösen)
3. 1,142 g H3BO3 in 100 ml Aqua bidest.
4. 0,82 g ZnSO4 x 7 H2O + 0,144 g MnCl2 x 4 H2O + 0,071 g MoO3 + 0,157 g

CuSO4 x 5 H2O + 0,049 g Co(NO3)2.6 H2O in 100 ml Aqua bidest.
940 ml Aqua bidest. + 10 ml der Stammlösung I - VI + je 1 ml der Spurenelemen-

testammlösungen 1 bis 4 + 40 ml Erdextrakt + 20 g Agar-Agar.
Erdextrakt nach ESSER 1976: 500 g sandiger Lehm oder Gartenerde mit mittel-

mäßigem Humusgehalt wird in 1 1 Aqua bidest. suspendiert und in einem mit Watte
verschlossenen Erlenmeyerkolben bei 100°C im Wasserbad oder im Autoklaven 1 h
gekocht. Der Überstand wird dekantiert, filtriert und auf 11 mit Aqua bidest. aufge-
füllt. Der pH-Wert der Boldlösung mit Erdextrakt ist auf den Bereich zw. 5 - 7 einzu-
stellen, da dieser den optimalen Wert für die Keimung von Xanthoria-Sporen dar-
stellt (CHRISTMAS 1980).
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B - BOLD'S BASAL MEDIUM ohne Erdextrakt - Medium B

Herstellung siehe Medium A

C - modifiziertes LILLY & BARNETT-Medium (LALLEMANT 1985) - Medium C I + C II

Ein Liter Nährlösung enthält: 2 g L-Asparagine, 1 g KH2PO4, 0,5 g MgSO4 x 7 H2O,
40 g D(+)Glucose, 0,2 mg Fe(SO4) x 7 H2O, 0,2 mg ZnSO4 x 7 H2O, 0,1 mg MnSO4 x
H2O, 100 |ag Tiamin, 5 \xg Biotin, 15 g Agar-Agar. Glucose wurde durch 10 g Ribose
(Medium C I) bzw. durch 10 g Ribitol (Medium C II) ersetzt.

D - kombiniertes Medium aus LILLY & BARNETT (LALLEMANT 1985) + Membranfilter
A7885 - Medium D

Einem Liter LILLY & BARNETT-Medium (ursprüngliche Version mit 40 g D(+)Glucose
wurden 30 g A7885 (Merck) in Pulverform beigegeben.

E - Medium mit Membranfilter (Merck A7885) - Medium E

I 1 fertiges Medium enthält: 8 g Pepton aus Fleisch, 8 g Pepton aus Casein, 3 g Hefe-
extrakt, 5 g Natriumchlorid, 1 g D(+)Glucose, Agar-Agar.

F - CZAPEK-DOX-AGAR (Merck 5460) - Medium F

I1 fertiges Medium enthält: 30 g Saccharose, 3 g Natriumnitrat, 0,5 g Magnesiumsul-
fat, 0,5 g Kaliumchlorid, 0,01 g Eisen (I-) Sulfat, 1,0 g di-Kaliumhydrogenphosphat,
13 g Agar-Agar.

G - modifiziertes LILLY & BARNETT-Medium (LALLEMANT 1985) - Medium G

siehe Medium C. Für dieses Medium wurde kein Agar-Agar verwendet.

Die fertigen Medien wurden unter Berücksichtigung des Zuckergehaltes vor-
sichtig autoklaviert und in sterile Petrischalen gegossen.

Um die Kulturen über einen längeren Zeitraum zu beobachten, wurden Subkul-
turen angelegt. Dazu wurden kleine Mycelien bzw. Hyphenfragmente in dreimonati-
gem Abstand mit einer Nadel unter sterilen Bedingungen in frische Nährmedien
übertragen.

Für die Kulturen wurden Petrischalen aus Glas oder Kunststoff mit einem
Durchmesser von 6 und 9 cm verwendet. Die Kulturen wurden bei einer Raumtempe-
ratur von ca. 20°C in Kulturschränken ohne Beleuchtung inkubiert.

Mikroskopische Methoden

Die verschiedenen Entwicklungsstadien des Mycobionten wurden im Hellfeld
oder teilweise im Interferenzkontrast untersucht. Dafür stand ein Leitz MPS 46/52
Laborlux S zur Verfügung. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung: Flech-
tenproben und kultivierte Mycobionten wurden in 2%iger Glutaraldehydlösung fi-
xiert (1 h), in 0,05 molarem Cacodylatpuffer gewaschen (4 x , jeweils 15 min), und in
aufsteigender Alkoholreihe dehydriert (jeweils 10 min). Der Alkohol wurde durch
Isopropylalkohol substituiert (über Nacht); dieser wurde in einer Kritisch-Punkt-
Trocknungsanlage nach ANDERSON 1951 absublimiert. Nach dem Aufkleben auf Pro-
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benhalter erfolgte die Bedampfung mit Kohle und Gold (3 x bei 100 mA und 0,00001
Torr) und die Besputterung (2x4 min bei 2,5 mA). Für die Beobachtung stand ein
Stereoskan 250 mit angeschlossener Kamera zur Verfügung.

3. Ergebnisse

Kulturen auf Agarnährböden (Medium A, B, C I, C II, D, E und F)

Die Keimschlauchbildung wurde auf den Medien C I und C II verfolgt.
Nach einem Tag haben die Sporen auf Medium C I bis zu 11 (im lange
Keimschläuche ausgebildet, auf Medium C II erreichten sie eine Länge
von bis zu 16 um. Nach neun oder zehn Tagen haben sich auf Medium A,
B, C I, C II und F kleine Mycelien mit ersten Verzweigungen ausgebildet
(Abb. 1). Die Hyphenzellen der Mycelien auf Medium A, B, C I und F sind
zylindrisch, schmal und enthalten wenige, kleine Lipidkörper. Im Gegen-
satz dazu sind die Zellen der Hyphen auf Medium C II im zentralen Be-
reich breit, ellipsoid und enthalten viele kleine Lipidtröpfchen; im Rand-
bereich sind sie schmal und lang.

Tabel le 1
Größenvergleich der Hyphenzellen (Länge x Breite) nach einer Inkubationszeit von

9 oder 10 Tagen auf verschiedenen Medien

Medium A: 2,5 x 9 jam
Medium C I: 3 x 12 \im
Medium F: 4 x 12 ̂ m
Medium C II: 3 (5,5) x 16 (8) (am

Die Sporen auf Medium D haben nach neun Tagen kurze, lediglich
45 um lange Hyphen ausgebildet. Einige Sporen sind stark gequollen
(Abb. 2) und etwa 13 um breit. Auf Medium E zeigen nur einige Sporen
Keimschläuche. Die Größe der Sporen (100 x 20 um) auf diesem Medium
weist auf starke Quellungsvorgänge hin (bei der Ausschleuderung beträgt
die Sporenlänge 10 bis 16 um, ihre Breite 7 bis 10 (im). Für das Wachstum
junger Hyphen sind die Medien C I und C II am besten geeignet.

Die Mycelien auf Medium C I (Abb. 3) und C II (Abb. 4) zeigen nach
17 Kulturtagen keine Unterschiede. Mycelien beider Medien weisen einen
Durchmesser von höchstens 200 um auf und zeigen bereits vertikales
Wachstum. Nach einer Kulturdauer von 20 oder 22 Tagen zeigen die Myce-
lien der verschiedenen Medien bereits große Unterschiede. Die Sporen auf
Medium E sind über das Stadium der Keimschlauchbildung nicht hinaus-
gekommen. Sie sind stark gequollen, wobei einige eine runde Gestalt mit
einem Durchmesser von 14 um angenommen haben. Auf Medium D sind
die Sporen noch stärker gequollen - Zunahme um ca. 100 % des Ausgangs-
wertes - haben jedoch schmale, lange Hyphen gebildet.

Neben einem starken Horizontalwachstum wiesen die Mycelien auf
Medium F nach 20 Kulturtagen auch vertikales Wachstum auf. Dieses ist
an Mycelien auf Medium A, B und D nicht zu beobachten.
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Beim Vergleich der Kulturen auf Medium C I, D und F nach 30 Tagen
kann man das deutlich bessere Wachstum des Mycobionten auf Medium F
erkennen. Auf Medium C I weisen die Mycelien zwar einen geringeren
Durchmesser auf als auf Medium D, zeigen jedoch einen beträchtlichen
vertikalen Zuwachs.

Bei Untersuchungen der Mycelien auf Medium C I nach 35 Kulturta-
gen zeigen die Hyphen keine Veränderungen. Auf Medium C II erreichen
die Mycelien ebenfalls einen Durchmesser von bis zu 300 Jim. Die Form
der Zellen variiert jedoch sehr stark. Einige sind groß und beinhalten
viele Lipidtropfen, andere wiederum - vor allem im Randbereich - sind
schmal und langgestreckt.

Das beste Wachstum zeigt der Mycobiont von Xanthoria parietina auf
Medium F. Die Kulturen zeigen neben der starken radialen Ausbreitung
(Abb. 5) ein enormes vertikales Wachstum (Abb. 6). Alle Zellen sind voll-
ständig mit Lipidkörpern aufgefüllt. Bei Mycobionten auf Medium A und
B tritt auch nach langer Inkubationszeit kein vertikales Wachstum auf
(Abb. 7).

Bei den Agar-Medien stagniert das Wachstum spätestens nach Ein-
trocknen der Kulturmedien. Ein Überimpfen der ganzen Mycelien in
frische Medien ist wegen der Verankerung der Hyphen im festen Substrat
(Abb. 7) nicht möglich.

Kulturen im Flüssigmedium (LBM) - Medium G

Nach 45 Tagen Kulturdauer erreichen einzelne Mycelien einen Durch-
messer von 270 (im. Ein Geflecht aus mehreren ineinandergreifenden My-
celien (Abb. 8) erreicht einen Durchmesser von 670 um. Viele Zellen, vor
allem in Zentrum der Mycelien, weisen eine auffallend kugelige Gestalt
auf (Abb.9).

Nach 80 Tagen beträgt der Durchmesser der leicht rosa gefärbten
Mycelien 1,6 mm.

Einige Mycelien werden weiter subkultiviert und erreichen nach
250 Tagen einen Durchmesser von bis zu 3,8 mm, nach 370 Tagen 4,4 mm.
Die Zellbreite variiert zwischen 1,8 und 6,2 um. Auf der Oberfläche eines
Mycels hat sich nach Eintrocknen des Nährmediums eine kuppelartige
Struktur mit einem Durchmesser von 260 (im gebildet (Abb. 10).

Abb. 1: Gekeimte Sporen mit ersten Hyphenverzweigungen (Pfeile) auf Medium A
nach 9tägiger Inkubationsdauer.
Abb. 2: Stark gequollene Sporen neben einer mit ursprünglicher Ausgangsgröße
(Pfeil) auf Medium D nach 20tägiger Inkubationsdauer.
Abb. 3: Mycelien mit ineinandergreifenden Hyphen auf Medium C I nach einer
Inkubationszeit von 17 Tagen.
Abb. 4: Mycobiont auf Medium C II nach einer Kulturdauer von 17 Tagen.
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Für langfristige Versuche haben sich flüssige Medien als am besten ge-
eignet erwiesen. Die Mycelien können bei Bedarf in frische Medien bzw.
Medien anderer Zusammensetzung überimpft werden. Reste vom „alten"
Kulturmedium lassen sich leicht durch wiederholtes „Schwemmen" in ste-
rilem Aqua bidest. entfernen.

4. Diskuss ion

In vorliegenden Untersuchungen wird die Wirkung verschiedener Me-
dien auf das Wachstum des Mycobionten von Xanthoria parietina darge-
stellt. Der Mycobiont weist, wie auch schon THOMAS 1939 feststellte, ein
auffällig langsames Wachstum auf. Während THOMAS 1939 darauf hin-
weist, daß der Mycobiont trotz unterschiedlich zusammengesetzter Me-
dien gleichförmig langsame Zuwachsraten zeigte, verhielt er sich bei den
vorliegenden Untersuchungen unterschiedlich gegenüber den untersuch-
ten Nährmedien. Zudem weist der Mycobiont unterschiedliche Wuchsfor-
men in Abhängigkeit der Nährstoff Versorgung auf (siehe Abb. 6 und 7).
Dieser „formative Einfluß" der Kulturbedingungen vor allem auf die Ge-
stalt der Hyphen wurde auch schon von BARTUSCH 1932 beobachtet.
Schlanke, kaum verzweigte Hyphen zeigten unsere Mycobionten auf nähr-
stoffarmen Medien (Mineralmedium - Medium A), während Hyphen mit
kugeligen, lipidreichen Zellen wie bei BARTUSCH 1932 zumeist auf nähr-
stoffreichen Medien auftraten (Medium D, F und G). Zudem beobachteten
wir ein verstärktes Wachstum der Hyphen in den mit „Fremdpilzen" kon-
taminierten Kulturen. REMMER & al. 1986 stellten eine wachstumsstei-
gernde Wirkung niederer Hormonkonzentrationen auf den Mycobionten
von Cladonia cristatella fest. Daher nehmen wir an, daß dieses verstärkte
Wachstum in unseren verseuchten Schalen mit Medium D auf vom Fremd-
pilz abgegebene Phytohormone zurückzuführen ist. Auch in Flechtenthalli
wurden bereits Hormone wie z.B. phenolische Verbindungen nachgewiesen
(CULBERSON & AHMADJIAN 1980), deren Ursprung und Rolle im Flechtenla-
ger noch unklar sind. Es ist jedoch anzunehmen, daß diese Phytohormone
eine wichtige Funktion für die Etablierung und Aufrechterhaltung der

Abb. 5 und 6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Mycobionten auf Me-
dium F nach einer Inkubationszeit von 65 Tagen. Auf Abb. 5 ist die Verankerung der
Hyphen im Agar Medium und ihre vertikale Ausbreitung gut ersichtlich. Abb. 6 zeigt
das enorme vertikale Wachstum auf Medium F.

Abb. 7: Mycobiont auf Medium B nach einer Kulturdauer von 95 Tagen. Durch Fär-
bung mit Lactophenolblau treten die schmalen, zylindrischen, auf dem Medium lie-
genden Hyphenzellen deutlich hervor. Der Großteil der Hyphen ist jedoch im Me-
dium verankert. Im Zentrum sind die Sporenwände noch sichtbar (Pfeile). Sie wur-
den im Gegensatz zu denen auf Medium C I, C II, D und F, trotz langer Kulturdauer,
nicht durch vertikal wachsende Hyphen überlagert.
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Symbiose haben. In stark bakterienverseuchten Kulturen hingegen keim-
ten Sporen nicht aus. Die Frage, ob und wie diese Bakterien die Sporen-
keimung verhindern, kann derzeit nicht beantwortet werden.

Die von uns beobachteten, in der Gestalt stark voneinander abwei-
chenden Zellen bzw. Hyphen beschrieb schon AM ENDE 1950. Sie unter-
schied zwischen einem gedrungenen, durch tonnenartige Zellen gekenn-
zeichneten „Saccharosetyp", und einem schlankhyphigen „Pektintyp".
Ähnliche Ausbildungen wurden auch in unseren Kulturen beobachtet. In
„armen" Medien (Medium A & B) traten nur schlanke Hyphen auf
(Abb. 7), während in nährstoffreichen Medien (Medium CI, CII, D, F & G)
sehr schmale Hyphen und solche mit großen, kugelförmigen Zellen zu fin-
den waren (vgl. Abb. 9). Die Lumina letzterer waren vor allem auf Me-
dium D & G mit Lipidtröpfchen gefüllt. Dabei handelt es sich bei Pilzen
nach WEETE 1981 hauptsächlich um Triglyceride und Phospholipide, wel-
che von Estern und Fettsäuren begleitet werden. Daneben kommen noch
Glycogen und Mannitol vor (OZENDA 1963). Wir nehmen an, daß die große
Menge an Lipiden in den Pilzhyphen durch die ausreichende Nährstoffver-
sorgung bedingt ist. Die Lipidproduktion wird durch das C/N-Verhältnis
beeinflußt. Nach WEETE 1981 produzieren Mycobionten in Medien mit ho-
hem C/N-Verhältnis mehr Lipide als jene in Medien mit niedrigem, da in
Medien mit einem hohen C/N-Verhältnis mehr Kohlenstoff für die Lipid-
produktion verfügbar ist.

In vorliegender Arbeit wurde zusätzlich untersucht, ob der isoliert
kultivierte Mycobiont von Xanthoria parietina in einem Medium mit Ri-
bitol - dem im Flechtenthallus von der Alge bereitgestellten (RICHARDSON

& SMITH 1968, RICHARDSON 1985, RICHARDSON & al. 1968, GALUN 1988) und

im Thallus über intraparietale Hyphen aufgenommenen Zuckeralkohol
(HONEGGER 1986) - besser wächst als in einem Medium mit Ribose. In unse-
ren Versuchen wurde jedoch kein Unterschied im Wachstum festgestellt.
Die unterschiedlichen Zuwachsraten auf den verschiedenen Medien wur-
den allein durch die Konzentration, nicht aber durch die Art der
Kohlenhydratquelle bedingt. Dieses Ergebnis stimmt mit jenem von
RICHARDSON & SMITH 1968 überein. Sie stellten bei der verwandten
Flechte Xanthoria aureola nach Beigabe von verschiedenen Zuckern und
Zuckeralkoholen (z. B. Mannitol, Ribitol, Glucose, Saccarose) ein verstärk-
tes Wachstum fest. Auch nach BOOTH 1971 fördert jede reiche Kohlenhy-

Abb. 8: Mycobiont in Medium G nach einer Inkubationszeit von 45 Tagen. Die
Hyphen bilden am Boden der Petrischalen ein dichtes Geflecht.
Abb. 9: Mycobiont in Medium G nach einer Kulturdauer von 45 Tagen. Auffallend
ist die kugelige Gestalt der mit vielen Lipidtropfen gefüllten Zellen aus dem
Zentrum der Mycelien. Abb. 10: Mycobiont aus Medium G nach einer Kulturdauer
von 370 Tagen.
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dratquelle das Pilzwachstum. Daraus schließen wir, daß das Mycobionten-
wachstum nicht durch die Art der Kohlenhydratquelle, sehr wohl aber
durch die Menge des angebotenen Zuckers oder Zuckeralkohols beein-
flußt werden kann.

Die Frage, ob der isoliert kultivierte Mycobiont die in vielen Arbeiten
beobachtete Schichtung aufweist, bildete einen weiteren Schwerpunkt
bei unseren Untersuchungen. Eine Differenzierung in Rhizoide, Medulla,
Cortex und Lufthyphen beobachtete erstmals MOELLER 1887. In weiterer
Folge wurde in vielen Arbeiten auf eine Differenzierung des kultivierten
Mycobionten in Schichten hingewiesen (TOBLER 1909, WERNER 1925, 1927,
BARTUSCH 1932, LANGE DE LA CAMP 1933, THOMAS 1939, QUISPEL 1943-45).

Wie jedoch schon AHMADJIAN 1980 und 1967, weisen auch STOCKER-

WÖRGÖTTER & TÜRK 1989 bei ihren Kulturversuchen auf anorganischen
Medien mit dem Mycobionten von Xanthoria parietina auf das Fehlen
einer Differenzierung des Pilzmycels hin. STOCKER-WÖRGÖTTER & TÜRK

1989 vermuten, daß die Schichtung nur bei Kultivierung des Pilzes auf or-
ganischen Medien (etwa Bierwürzgelatine bei LANGE DE LA CAMP 1933,
Malzextrakt bei THOMAS 1939, LALLEMANT 1985) auftritt. Bei vorliegenden
Untersuchungen zeigten die im organischen LILLY & BARNETT-Medium
(Medium G) kultivierten Mycobionten jedoch - wie auch auf allen ande-
ren Medien - keine Schichtung. Da unsere klumpigen Mycelien lediglich
die auch von AHMADJIAN 1987 beobachteten, harten Zentren zeigen, teilen
wir die Ansicht AHMADJIAN'S 1987, nach der eine thallusähnliche Struktur
nur in Anwesenheit eines Photobionten gebildet werden kann. Nach
AHMADJAN 1980 entstehen diese kompakten Strukturen, weil sich der Pilz
selber parasitiert. In den vorliegenden Untersuchungen wurde nie das
Parasitieren eigener Hyphen durch den Pilz beobachtet. Es wurde jedoch
festgestellt, daß die Hyphen mehrerer Mycelien ineinandergreifen, sobald
diese in Kontakt geraten (siehe Abb. 3, 4, 5 + 8). Diese „Verflechtung" der
Hyphen spielt sicherlich eine zentrale Rolle beim Aufbau der Flechten-
thalli.

STOCKER-WÖRGÖTTER & TÜRK 1989 weisen weiters darauf hin, daß das
am Anfang beobachtete Vertikalwachstum des Mycobionten durch eine In-
tegration der Sporenwände, welche bei Xanthoria parietina besonders
lange erhalten bleiben, gefördert wird. Vorliegende rasterelektronenmi-
kroskopische Aufnahmen zeigen die Hauptursache für das spätere verti-
kale Wachstum im hohen Nährstoffangebot. Je höher das Angebot, desto
früher zeigen die Mycobionten ein vertikales Wachstum und desto auffälli-
ger ist dieses (vgl. Abb. 6). Diesen „hohen Wuchs" auf nährstoffreichen
Substraten beobachtete bereits ZEHNDER 1949 nach Kultivierung des My-
cobionten von Xanthoria parietina auf verschiedenen Medien. Aus dieser
Tatsache schloß er wie THOMAS 1939, daß Flechtenresyntheseversuche auf
nährstoffarmen Substraten durchgeführt werden müssen, da sich die Sym-
bionten bei Vorfinden aller benötigten Nährstoffe nicht zur Flechte verei-
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nigen. Auf besonders nährstoffarmen Medien (z. B. Medium A & B) bleibt
das vertikale Wachstum ganz aus (vgl. Abb. 7). Der Pilz beschränkte sich
unter diesen Bedingungen auf flächenhaftes Wachstum, um möglichst
viele der gering konzentrierten Nährstoffe zu erreichen. Dieses auffallend
horizontale Wachstum des Mycobionten hängt nach OTT 1987a & 1987b
auch mit der komplexen Fortpflanzungsstrategie von Xanthoria parietina
zusammen. Da die Reproduktion der Flechte nur sexuell über Ascosporen
erfolgt, muß sich das Mycel weit über das Substrat ausbreiten, um auf
den spezifischen Photobionten {Trebouxia-Algen) zu stoßen, der den Thal-
lus dann mit Kohlenhydraten versorgt.
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