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Untersuchungen zur Bedeutung der Stickstoffspeicherung in der Mykorrhiza fir die
TrockenstreRtoleranz verschiedener Okotypen der Buche

I. Kottke, A. Soro, A. Berger, Botanisches Institut, Spezielle Botanik, Mykologie und Botani-
scher Garten, Eberhard-Karls-Universitat Tibingen

Zusammenfassung

Im Rahmen des Conventwald-Projektes wurde die Sensitivitat von Okotypen der Buche auf
Trockenstrel untersucht. Buchen sind obligat mykotroph, d.h. sie erhalten Wasser und Néhrsalze
aus dem Boden uber die Pilz-Wurzel-Symbiose (Ektomykorrhiza). In den Pilzhyphen erfolgt
auch eine Speicherung von Naéhrstoffen, insbesondere von Phosphat, stickstoffhaltigen
Verbindungen (Aminosduren und Proteinen) und Glykogen, die als Reserven flr Zeiten geringer
Né&hrstoffverfugbarkeit angesehen werden kénnen. Die erforderlichen Kohlenhydrate fur die
Synthese der Aminosauren und des Glykogens werden von der Pflanze geliefert. Erwartungs-
geman sollten daher Mykorrhizen von Buchen-Okotypen mit hoherer TrockenstreRtoleranz und
damit héherer Photosyntheseleistung unter TrockenstreB mehr Aminoséauren, Proteine und
Glykogen speichern kénnen als sensitive Herkiinfte. Wegen des ebenfalls zu erwartenden ver-
minderten N-Bedarfs der Pflanzen unter Trockenstrel3 sollte die Speicherung gegentiber Kon-
trollpflanzen ansteigen, solange die N-Aufnahme nicht beeintrachtigt wird. Diese Arbeitshypo-
thesen sollten gepriift und die Speicherung auf ihre bioindikative Eignung untersucht werden.

Die Stickstoffverbindungen werden bei Uberschuf® vakuolar gespeichert und konnen lichtmi-
kroskopisch als farbbare Granula in den Pilzhyphen der Mykorrhizen erfalit werden. Der N-
Gehalt kann mittels der Elektronen Energieverlust Analyse (EELS) nachgewiesen werden.
Glykogen kann nach spezifischer Kontrastierung transmissions-elektronenmikroskopisch identi-
fiziert werden. In einem Feldexperiment wurden Buchensetzlinge unterschiedlicher Herkunft in
einen Buchenhochwald (Conventwald) gepflanzt und ein Jahr spater die Halfte der Pflanzung
mit einer Plastikfolie tberdacht. Die Verteilungsdichte der N-haltigen Granula wurde in drei
unterschiedlichen Mykorrhizatypen von 5 Buchen-Okotypen nach drei- bzw. viermonatiger
Uberdachung sowie an Kontrollpflanzen bestimmt. Die Glykogenspeicherung wurde an Stich-
proben kontrolliert. Sie erwies sich als wenig verandert. Die N-Speicherung stieg nach vier-
monatiger Uberdachung in den Mykorrhizen aller drei Pilzpartner tendenziell an, was auf einen
verminderten Bedarf der gestreRten Pflanzen hinweist. Die Zunahme der Speicherung war fir die
Herkunft Forbach statistisch signifikant, fur die Herkunft Conventwald ebenfalls deutlich erhoht
gegenuber den anderen Herkiinften. Das Ergebnis findet seine Entsprechung im erhdhten
Wassernutzungskoeffizienten der beiden Schwarzwald-Herkiinfte, die von der Arbeitsgruppe
Lichtenthaler/Bussmann gemessen wurde. Damit a3t sich ein Zusammenhang zwischen effek-
tiver Photosynthese und der Speicherkapazitat der Mykorrhizen erkennen. Eine hdohere
Speicherung N-haltiger Verbindungen in den Vakuolen der Pilzhyphen kann als vorteilhaft ange-
sehen werden. Die Befunde lassen sich daher dahingehend interpretieren, dafl die beiden
Schwarzwald-Herkiinfte Forbach und Conventwald zumindest am Standort Conventwald von
Trockenstrel3 weniger beeintrachtigt wurden als die Herkiinfte aus Oberschwaben. Die vakuolare
N-Speicherung in den Pilzhyphen der Mykorrhizen kann nach diesen und friiheren Ergebnissen
boindikativ genutzt werden.



Summary
Nitrogen deposition in mycorrhizas of beech of different origin treated by drought

Research in the Conventwald project intended to select beech provenances resistant to summer
drought by searching for compounds that could be used as boindicators of drought stress
resistancy. Mycorrhization plays an important part in drought stress resistancy of trees improving
uptake and storage of nutrients. The ectomycorrhizal fungi store surplus of phosphate,
aminoacids and proteins in the fungal vacuoles and glycogen in the cytosol, the carbon skeletons
being supplied by the plant. Mycorrhizas of drought resistant beech provenances with higher
photosynthetis rate were expected to store higher amounts of aminoacids/proteins in the fungal
vacuoles than sensitive provenances. A general increase of N-storage was expected because of
lowered N-demand by the plant under drought stress. The storage compounds can be visualized
as metachromatic, vacuolar granules using light microscopy and the N-content proven by
electron energy-loss spectroscopy (EELS). Glycogen can be shown by PATAg staining. The
amounts of stored compounds were hypothesized to serve as bioindicator of stress resistancy.

Beech seedlings of five different provenances had been planted in a beech forest one year before
the experiment started. Half of the plantation was covered by a plastic folia to prevent rain fall
experimentally. Mycorrhizal samples were collected three and four months later. The vacuolar
N-storage pool of three different mycorrhizal types was investigated. The results revealed
increased storage of vacuolar granules in all three mycorrhizal types after four months of drought
stress. The increase was significant for the beech provenance Forbach but also well visible for
the provenance Conventwald. The results corresponded to the higher water-use-efficiency
measured for the two provenances by Lichtenthaler/Bussmann group. Higher photosynthetic
efficiency was thus connected to higher storage capacity of mycorrhizas. The results may be
interpreted in a way that the two provenances from the Black Forest were better adapted to the
drought condition in the stand Conventwald than the provenances from southern Baden-
Wirttemberg. The measured compounds appeared to be of boindicative value.

1 Einleitung

Das Conventwald-Projekt unter Leitung von Herrn Prof. Dr. H. Rennenberg, Universitét
Freiburg, hatte zum Ziel, trockenresistente Okotypen der Buche zu selektionieren und biochemi-
sche Parameter zu suchen, die bei TrockenstreR regulierend eingreifen oder bioindikativ genutzt
werden kénnen. Damit sollte versucht werden, der anthropogen mitbedingten Klimaveranderung
und den zu erwartenden, langeren Trockenperioden durch Auswahl geeigneten Pflanzgutes
rechtzeitig zu begegnen (Volkmer et al. 1997). Die obligate Mykorrhizierung trégt dabei
entscheidend zur Trockenresistenz von Buchensetzlingen bei (Herrmann et al. 1992, Kottke
1998). Mykorrhizierung steigert die Photosynthese und den Wassernutzungskoeffizienten
(WUE) allgemein und unter Trockenstrel3, wie flir verschiedene Baum-Pilzsymbiosen gezeigt
wurde (Guehl & Garbaye 1990, Guehl et al. 1990, 1992).
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Die Pilz-Wurzel-Symbiose verbessert nicht nur die N&hrstoffaufnahme sondern erlaubt auch eine
Zwischenspeicherung von Nahrelementen, insbesondere von Phosphat, Aminosduren und
Proteinen in Hyphenmantel und Hartigschem Netz (Finlay et al. 1989, Kottke et al. 1995,
Beckmann et al. 1998, Chalot & Brun 1998). Die Speicherung von Phosphat erfolgt nach
ubereinstimmenden Befunden in Form von Polyphosphat in granuldren Aggregaten in den
Vakuolen der Pilzhyphen (Rev. Klionsky et al. 1990). Die Speicherung stickstoffhaltiger
Verbindungen in den Vakuolen der Pilzhyphen von Mykorrhizen konnte mit Hilfe der Elektro-
nen-Energieverlustanalyse kirzlich nachgewiesen werden (Kottke et al. 1995). Mit Hilfe mono-
klonaler Antikorpern wurden Glutaminsynthetase sowie Glutamin und Glutamat in granuldren
Aggregaten der pilzlichen Vakuolen lokalisiert (Brun et al. 1994, und Chalot & Brun 1998). In
Untersuchungen an Hefe und an isolierten VVakuolen von Neurospora crassa war bereits gezeigt
worden, daB basische Aminosduren an vakuolar gespeicherte Polyphosphate binden und dadurch
osmotisch inaktiv werden (Durr et al. 1979, Cramer & Davis 1984). Infolgedessen kénnen grof3e
Mengen an Aminosauren in Pilzhyphen gespeichert werden. Miller (1984) zeigte in vitro einen
EinfluR der Kationen- und Aminosdurekonzentrationen auf die Granulabildung wvon
Polyphosphaten. Bental et al. (1990) fanden bei der halophilen Grinalge Dunaliella salina eine
Verlangerung der Polyphosphatketten nach hyperosmotischem Schock, eine Verkirzung der
Ketten zu l6slichen und damit osmotisch aktiven Polyphosphatmolekiilen nach
hyposomotischem Schock. Damit wird deutlich, dal} Praparationsverfahren den Zustand und das
Erscheinungsbild der vakuoldaren Speicherprodukte beeinflussen. Orlovich & Ashford (1994)
kritisierten die Bildung von Granula als Artefakt der chemischen Fixierung, da sie nach
Kryofixierung in flissigem Stickstoff homogen gefillte Vakuolen in den Hyphen von Pisolithus
tinctorius vorfanden. Nachuntersuchungen unsererseits am gleichen Pilz unter Einsatz der
Hochdruckkryofixierung (Prof. Mendgen, Universitat Konstanz) bestatigten diesen Befund.
Gleichzeitig wurde aber an zahlreichen Hyphen ein AusflieRen des Vakuoleninhaltes beobachtet
(Kottke et al. in Vorber.). Das kénnte darauf hindeuten, dal} die Polyphosphatketten wie beim
hypoosmotischen Schock zerkleinert und osmotisch aktiv werden und infolgedessen den
Tonoplasten ausfullen bzw. durchbrechen. Die Entwasserung der Proben bei der chemischen
Fixierung fihrt eventuell zu einer Verdichtung der Granula. Im frischen Zustand stellten
Bucking et al. (1998) und eigene Nachuntersuchungen (Berger D 1998) allerdings eine dhnliche
GroRe der Granula in den Vakuolen fest, wie sie nach chemischer Fixierung auftritt. Die
Beeintrachtigung des physiologischen Zustandes der Hyphen fallt demnach bei chemischer
Fixierung geringer aus als nach Kryofixierung. Die chemische Fixierung flhrt dartiber hinaus zu
sehr konstanten Ergebnissen, wahrend bei der Kryofixierung ein groRer Teil der Hyphen,
insbesondere starker vakuolisierte, sehr schlecht fixiert wurden. Flr quantitative Auswertungen
der vorliegenden Art ist daher die chemische Fixierung das Gegebene. Im P- und N- Gehalt der
vakuoldren Depositionen unterschieden sich chemisch fixiertes und kryofixiertes Material nur
unwesentlich (Turnau & Kottke in VVorber.).

Die physiologische Féhigkeit von Pilzhyphen, Polyphosphate zu speichern und an deren freien,
negativen Bindungen basische Aminoséuren und metallische Kationen zu binden, ist fur die
Okologie der Ektomykorrhiza wichtig. Sie erklart die schon lange bekannte, extrem rasche und
hohe Aufnahmerate fiir Phosphat und Ammonium (Finlay et al. 1989, Smith & Read 1997), eine
Fahigkeit, die Vorteile im Jahreszeitenklima verschafft, wo N&hrelemente nur unregelmaiig zur
Verfligung stehen. Es sollte daher untersucht werden, ob und wie der vakuolare Speicherpool der
Mykorrhizen auf TrockenstreR reagiert. Bei gleichbleibendem N-Angebot und nicht
beeintrachtigter Aufnahme sollte die Speicherung unter Trockenstre zunehmen, da der Bedarf
der Pflanze abnimmt. Die flr die Aminosauresynthese notwendigen Kohlenhydrate werden von
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der Pflanze bezogen, wodurch die Hohe der Speicherung auch von der Photosyntheserate und
dem Saccharosetransport abhangig wird und evtl. Auswirkungen auf die Glykogenspeicherung
der Mykorrhizen hat (France & Reid 1983, Wingler et al. 1996, Kottke et al. in VVorbereitung).
Pflanzen mit effizienterer Photosynthese kdnnten mehr Kohlenhydrate an die Mykorrhizen
liefern und damit deren Aminosédurespeicher positiv beeinflussen. Im Rahmen des Conventwald-
projektes sollte deshalb erstmals untersucht werden, ob sich ein Zusammenhang zwischen der
vakuoldren Stickstoffspeicherung in den Mykorrhizen und der Trockenresistenz und damit un-
terschiedlicher Photosynthesekapazitdt von Buchen unterschiedlicher Herkunft zeigen und ob
sich dieser Parameter bioindikativ nutzen lait. Die N-haltigen, vakuolaren Speicherprodukte und
Glykogen, getrennt von Starke, lassen sich bisher in den Mykorrhizen nur mit den hier ge-
waéhlten, mikroskopischen Verfahren erfassen. Fur Buchenmykorrhizen lagen bisher keine
Untersuchungen vor.

2 Material und Methoden

Die Mykorrhizen wurden wahrend der zwei gemeinsamen Ernten der AG Rennenberg Ende
August und Anfang Oktober 1997 gesammelt (Volkmer et al. 1997, Volkmer et al. 1998). Es
wurden ein bis vier Buchenpflanzen der Herkinfte Conventwald, Uberlingen, Ravensburg,
Forbach und Zwiefalten von Kontroll- und Uberdachungsflache nach Mykorrhizatypen beerntet.
Einmalig wurden vier Bdume der Provenienz Ravensburg getrennt beprobt, sonst wurden die
Mykorrhizen von bis zu vier Bd&umen gepoolt. Wir gingen davon aus, dal die Variabilitét
zwischen den Mykorrhizen den EinfluR der Einzelbdume gleicher Provenienz (bersteigt und
damit einschlieft.

Die Mykorrhizen der drei Pilzpartner Xerocomus chrysenteron, Lactarius subdulcis und
Byssocorticium atrovirens waren leicht identifizierbar und mehr oder weniger durchgéangig
vorhanden. Sie wurden daher fiir die quantitativen Auswertungen ausgewahlt, in herkémmlicher
Weise in Glutaraldehyd/Formaldehyd fixiert und flr die Transmissionselektronenmikroskopie
prapariert (Kottke & Oberwinkler 1988). Soweit die notwendige Anzahl an Mykorrhizen
gesammelt werden konnte, wurden pro Typ und Probebaum von 10 Mykorrhizen mediane
Langsschnitte  angefertigt  und  flr  die  lichtmikroskopische  Auswertung  mit
Neufuchsin/Kristallviolett angefarbt. Der Farbstoff kontrastiert die vakuoldren, N-haltigen
Depositionen. Von ausgewahlten Beispielen der drei Mykorrhizatypen wurden Ultradiinnschnitte
angefertigt, um den Vitalitditszustand und die Zusammensetzung der vakuoldren und
cytosolischen Depositionen zu uberprifen. Der Nachweis von Stickstoff in den Vakuolen
erfolgte  mit Hilfe der Elektronen-Energieverlust-Analyse (EELS) am TEM902, Zeiss
(Beckmann et al. 1998). Zum ultrastrukturellen Nachweis von Glykogen wurde der PATAg-Test
durchgefuhrt (Lewis & Knight 1977).

Die Quantifizierung der stickstoffhaltigen, vakuoldren Depositionen erfolgte durch Auszahlen
der angefarbten Granula pro Hyphenmantelflache am Lichtmikroskop nach Ubertragung auf
einen PC mittels einer Videokamera und Einsatz der Image-Software analySIS 3.0 (SIS-Soft-
Imaging, Minster W.). Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS vers. 7.52 bez. vers. 8.
Die Ergebnisse wurden als Boxplots dargestellt (Median, erstes und drittes Quartil, kleinster und
grofiter Wert, Extremwerte nicht einbezogen; Buhl & Zofel 1998), da diese Form der
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explorativen Statistik den Verhaltnissen am ehesten entsprach (Lorenz 1992). Nach Prifung auf
Normalverteilung wurde entweder der student t-Test oder der U-Test nach Mann-Whitney
angewandt, um paarweise auf signifikante Unterschiede zu prufen.

Die Speicherung von Glykogen wurde an Stichproben als vorhanden oder fehlend im Zusam-
menhang mit der Stickstoffspeicherung bewertet.

3 Ergebnisse und Diskussion
Zustand von Wurzelsystemen und Mykorrhizen

Die Pflanzen lieRen sich trotz des steinigen Geldndes relativ vollstdndig entnehmen, da die Wur-
zelsysteme kaum Uber das Pflanzloch hinausgewachsen waren und darin ein gutes Feinstwurzel-
system entwickelt hatten. Die umgepflanzte Naturverjiingung aus dem Conventwald zeigte aller-
dings durchweg ein sehr schwaches Wurzelsystem, was auf den Pflanzschock zurlickgeftihrt
werden muf} (Herrmann et al. 1992). Die Feinstwurzeln aller Herkilinfte waren durchweg
mykorrhiziert, wobei die drei Mykorrhizapartner, Xerocomus chrysenteron, Lactarius subdulcis
und Byssocorticium atrovirens, fast an allen Pflanzen vorkamen (Hampp et al. 1998). Diese
Mykorrhizapartner sind typische Buchenbegleiter (Agerer 1987-1998).

Die licht- und transmissionelektronenmikrokopischen Untersuchungen zeigten, da die My-
korrhizen Uberwiegend in gutem, funktionsfdhigem Zustand waren. Vertrocknung wurde nicht
beobachtet. Die Mykorrhizen von Lactarius subdulcis waren i. d. R. zusatzlich mit einem
Ascomyceten assoziiert, bei dem es sich wahrscheinlich um Leucoscypha leucotricha handelte
(Brand 1992). Alle drei Mykorrhizatypen zeigten die N-haltigen, vakuolaren Depositionen und
speicherten Glykogen. Im Ascomyceten wurden sehr fein verteilte Glykogen-Granula gefunden,
wéhrend sie in den drei Basidiomyceten in der bekannten, sternférmigen Zusammenlagerung
auftraten. In Byssocorticium atrovirens waren die N-haltigen Depositionen i. d. R. kleine
Granula, die in groRRerer Zahl in den Vakuolen lagen, wahrend bei Xerocomus chrysenteron und
Lactarius subdulcis wenige aber grofRere Granula gefunden wurden. Die Anzahl der Granula
erlaubt daher keinen unmittelbaren Rickschlufl auf die Menge des vakuolar gespeicherten
Stickstoffs. Die Anzahl der Granula pro Hyphenmantelflache dient in dieser Untersuchung nur
als Indikator fir eine relative Ab- bzw. Zunahme der Speicherung.

Wie bereits aus friiheren Untersuchungen bekannt (Kottke et al. 1995, Beckmann et al. 1998),
war auch in diesem Material die vakuoldre Speicherung vom Entwicklungszustand der
Mykorrhizen und der Pilzhyphen abhangig. Mit zunehmender Ausdifferenzierung des Hyphen-
mantels, verbunden mit dem Absterben der Wurzelrindenzellen, nahm die N-Speicherung zu, die
Glykogenspeicherung hingegen ab. Ein ahnliches Ergebnis wurde bei Laborexperimenten mit
Amanita muscaria-Picea abies Mykorrhizen erzielt (Berger A 1998). Da die Mykorrhizen aus
dem Conventwald naturgemal von unterschiedlichem Alter und Entwicklungszustand waren,
ergab sich eine relativ hohe Variabilitdt der Speicherkapazitat (Abb. 1). Der EinfluR von
Umweltfaktoren (Herkunft, TrockenstreR und Erntezeitpunkt) kann nur dann herausgefiltert
werden, wenn er diese Variabilitat Ubersteigt.



Speicherung N-haltiger Granula in den Vakuolen der Pilzhyphen

Die Anzahl vakuolér gespeicherter N-Granula der drei Pilzpartner war tendenziell aber nicht
signifikant unterschiedlich (Abb. 1). Die Pilzpartner blieben daher bei den weiteren Auswertun-
gen unberlcksichtigt. In friheren Untersuchungen auf den Flachen des ARINUS-Projektes
hatten wir deutliche Unterschiede in der Speicherkapazitat der Mykorrhizen von verschiedenen
Pilzpartnern festgestellt (Beckmann et al. 1998, Kottke et al. 1998).
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Abb. 1 Unterschiede zwischen den Mykorrhizatypen unabhéngig von den Behandlungen

Falit man alle Mel3daten der N-Depositionen beztiglich der Buchenherkiinfte zusammen, ohne
Berticksichtigung der Behandlungen und der Pilzarten, so zeigen sich Unterschiede, die teilweise
auf dem 0.05 bzw. 0.01 Niveau signifikant sind (Abb. 2, Tab. 1). Demnach speichern My-
korrhizen der Herkunft Conventwald signifikant mehr als Mykorrhizen der Herkiinfte Uberlin-
gen, Ravensburg und Zwiefalten und Mykorrhizen der Herkunft Forbach ebenfalls signifikant
mehr als Mykorrhizen der Herkiinfte Ravensburg und Zwiefalten. Die erhohte Speicherung der
Herkiinfte Forbach und Conventwald zeigt sich auch in der Reaktion auf den Trockenstrely zum
zweiten Erntezeitpunkt (Abb. 3, Tab. 2).
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Abb. 3 Unterschiede zwischen den Buchenherkiinften ohne Beriicksichtigung von Behandlung
und Pilzart

Tabelle 1 Signifikanztest der Unterschiede zwischen den Buchenherkinften ohne Berlicksichti-
gung von Behandlung und Pilzart (* p = 0.05; ** p = 0.01; *** p = 0.001)

Forbach Ravensburg Zwiefalten Convent-
Uberlingen 0.108 0.508 0.615 0.018*
Forbach 0.037* 0.025* 0.506
Ravensburg 0.798 0.006**
Zwiefalten 0.002*

Sieht man sich den EinfluR der Behandlungen an, bei denen durch zwei- bzw. dreimonatige
Uberdachung der Pflanzung ein TrockenstreR erreicht werden sollte, die nicht iiberdachten
Flachen jedoch in den ersten beiden Monaten (Juli/August) auch nur sehr geringe Niederschlége
verzeichneten, ergeben sich keine einheitlichen Tendenzen (Abb. 3 und Tab. 2). Die hier darge-
stellten, unterschiedlichen Tendenzen wurden aber im Einzelnen von den drei Pilzarten in
gleicher Weise nachgezeichnet (nicht wiedergegeben).

Die Mykorrhizen der Herkunft Uberlingen zeigen nur sehr geringe Unterschiede zwischen den
Behandlungen und den Beprobungen. Bei den Mykorrhizen der Herkiinfte Forbach, Ravensburg
und Conventwald war Ende August (1. Ernte) eine hohere Speicherung auf der Kontrollflache
gegeniiber der Uberdachung festzustellen, die aber nur fiir die Herkunft Ravensburg signifikant
war. Bei der Herkunft Zwiefalten ist zum gleichen Probenahmetermin eine signifikante Ab-
nahme der Speicherung auf der Kontrollflache zu beobachten. Beim zweiten Probenahmetermin,
Anfang Oktober, sind die Speichertendenzen bei den Herktinften Forbach, Ravensburg und Con-
ventwald gegenldufig zum ersten Termin, d.h. die Speicherung ist auf der Kontrollflache gerin-
ger als unter der Uberdachung. Der Unterschied ist fiir die Herkunft Forbach signifikant (Tab. 2),
fur die Herfunft Conventwald, gemessen am Median, deutlich, jedoch wegen der hohen
Variabilitat nicht signifikant. Die Unterschiede zwischen den beiden Probeterminen sind auf der



Kontrollflache fiir die Herkinfte Forbach, Ravensburg und
signifikant (Tab. 2).

Zwiefalten hoch bis hochst

30

*25
=
NI 2 0112
1.
g_ Behandlung
o 0116
8 o77 074 |
w o 1.Emnte VF
w
[<5)
S 10 77N .
3 o \%:\\\\% 711.Emte KF
z 1 &% & % E2.Ernte VF
= N\ NN\ ZZ S <.
é 0 22 .Ernte KF
N= 27172119 19 15 15 15 9 2227 27 14 27 26 21 16 9 10 19
Uberlingen Forbach Ravenshurg Zwiefalten Conventwald

Abb. 3 Einflu} von Behandlung und Probenahmezeitpunkt auf die Mykorrhizen der unterschied-
lichen Buchenherkiinfte

Tabelle 2 Signifikanztest zum Einflu der Behandlung und der Probenahme (1997) auf die
Mykorrhizen der verschiedenen Buchenherkiinfte (* p = 0.05; ** p = 0.01; *** p = 0.001; V
Versuchsflache, K Kontrollflache)

Uberlingen Forbach Ravensburg | Zwiefalten | Conventwald
1. Emte: VIK 0.177 0.354 0.003* 0.005** 0.251
2. Ernte: VIK 0.573 0.002** 0.105 1.000 0.056
V:1./2. Ernte 0.787 0.945 0.615 0.071 0.053
K: 1./2. Ernte 0.827 0.000*** 0.000*** 0.006** 0.172

Ein paarweiser Vergleich der Herkinfte zeigt ahnliche Unterschiede (Tab. 3), wie sie in Abb. 2
und Tab. 1 bereits vorgestellt wurden. Signifikante Unterschiede sind zu beiden Ernteterminen
auf der Kontrollflache wesentlich haufiger als auf der Versuchsflache festzustellen, sind aber fir
kein Vergleichspaar durchgangig.



Tabelle 3 Paarweiser Vergleich der Herkiinfte beziglich Erntetermin (1997) und Behandlung
(* p=0.05; ** p=0.01; *** p =0.001; V Versuchsflache, K Kontrollflache)

Vergleich der Herkinfte | 1. Ernte V 1. Emte K 2. Ermte V 2. Ernte K
Uberlingen/Forbach 0.048* 0.040* 0.058 0.017*
Uberlingen/Ravensburg 0.517 0.042* 0.779 0.013*
Uberlingen/Zwiefalten 0.143 0.001*** 0.363 0.979
Uberlingen/Conventwald | 0.209 0.164 0.002** 0.977
Forbach/Ravensburg 0.006* 0.366 0.057 0.813
Forbach-Zwiefalten 0.733 0.000*** 0.086 0.003**
Forbach/Conventwald 0.403 0.77 0.144 0.015*
Ravensburg/Zwiefalten 0.083 0.000*** 0.563 0.003**
Ravensburg/Convent- 0.095 0.379 0.005** 0.006**
Zwiefalten/Conventwald | 0.131 0.000*** 0.005** 0.936

Fur die Herkunft Ravensburg, 2. Ernte, Versuchsflache wurden die Mykorrhizen von Xerocomus
chrysenteron von vier Bdumen exemplarisch untersucht. Zwischen drei Bdumen zeigten sich
keine Unterschiede. Die Mykorrhizen des vierten Baum speicherten signifikant mehr vakuol&re
Granula. In der Gesamtauswertung schlagt das allerdings nicht durch (Abb. 4). Es wird deshalb
davon ausgegangen, dal3 die Beschrankung auf einen Baum nur bedingt toleriert werden kann,
Mischproben aber zulassig sind.

Die Speicherung von Glykogen war in den exemplarisch untersuchten Mykorrhizen fast durch-
weg zu beobachten. Hyphenzellen mit einer grol3en Zahl von N-Granula enthielten aber teilweise
kein Glykogen. Nur in einer Mykorrhiza von Xerocomus chrysenteron (1. Ernte, Uberlingen,
Kontrollflache) wurde kein Glykogen nachgewiesen. An anderen Mykorrhizen der gleichen
Aufsammlung konnte das aber nicht bestétigt werden. Das Stickstoffangebot im Conventwald
war offensichtlich nicht so hoch, dal? es die Glykogenspeicherung beeintrachtigt hatte. Letzteres
wurde an Mykorrhizen aus stickstoffbelasteten Kiefern (Holopainen & Heinonen-Tanski 1993)
und in Kulturen beobachtet (Kottke et al. in VVorber.).

4 Vergleich mit den Ergebnissen der anderen am Conventwald-Projekt beteiligten
Arbeitsgruppen

Die signifikaten Unterschiede zwischen den beiden Probenahmeterminen 1997 in dem von uns
gemessenen Kompartment deuten darauf hin, daR der beabsichtigte Unterschied im Trockenstrel}
zum ersten Probezeitpunkt nicht in der gewiinschten Weise eingetreten war. Wegen fehlenden
Niederschlags waren die Pflanzen auf der Kontrollflache evtl. etwas starker gestreRt als die
Pflanzen unter der Uberdachung, in der sich auf Grund der herabgesetzten Verdunstung evtl.
eine ausreichende Bodenfeuchte halten konnte. An den Mykorrhizen zumindest war keine
auffallende Trockenheit zu beobachten. Beziiglich der physiologischen Streparameter zeigten
sich zum ersten Erntetermin keine Reaktionen (Volkmer et al. 1998). Die auf Chlorophyllgehalt
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bezogene Photosynthese war aber unter der Uberdachung verringert (Pantel et al. 1998). Obwonhl
Kontroll-Pflanzen und Behandlung nicht signifikant unterschiedlich groR waren, lag die
Terminaltrieblidnge unter der Uberdachung deutlich tiber der auf der Freiflache (Volkmer et al.
1998). Der gesteigerte Zuwachs konnte zu einem erhéhten N-Bedarf gefuhrt haben, der bei
gleichzeitig geringerer Photosynthese die Speicherung in den Mykorrhizen vermindern wirde.
Die durchweg nicht signifikanten Unterschiede zum ersten Erntetermin sollten aber nicht Uber-
bewertet werden.

Bis zur zweiten Probenahme im Oktober fielen Niederschldge, so dal} die Behandlung zu einer
geringeren Wasserversorgung als auf der Kontrollflache gefiihrt hat (Volkmer et al. 1998). Aus
diesen Unterschieden kann man die Folgerung ziehen, daR unter TrockenstreR ein tendenzieller
Anstieg der N-Speicherung in den Mykorrhizen erfolgte, der auf einen verminderten N-Bedarf
der Pflanze zurlckgefuhrt werden kann. Auf Grund der hohen Variabilitat in diesem Feldversuch
und des auch zum zweiten Erntetermin geringen Trockenstresses lassen sich die Tendenzen trotz
einer Gesamtprobenzahl von 375 Mykorrhizen nur flir die Herkunft Forbach statistisch ab-
sichern. Sie sind aber auch fur die Herkunft Conventwald deutlich.

Die Abhéngigkeit der vakuoldren N-Speicherung von der Versorgung mit Kohlenhydraten wird
interessanter Weise durch die Korrelation mit dem Wassernutzungskoeffizienten (WUE, Ver-
héltnis von Nettophotosynthes zu Transpiration) der Herkiinfte gestltzt (Pantel et al. 1998,
Buschmann et al. 1999). Die Herkunft Conventwald zeigte 1997 und 1998, die Herkunft Forbach
1998 eine verbesserte WUE unter Trockenstre. Guehl & Garbaye (1990, 1992) fanden einen
engen Zusammenhang zwischen WUE und der Effektivitat der Mykorrhizierung durch
unterschiedliche Pilzarten unter Trockenstref.

Im Falle der Herkunft Forbach ist die bessere WUE mit einem ldngeren HauptsproR und einer
groleren Blattflaiche und damit insgesamt besseren Leistungsfahigkeit gekoppelt (Pantel et al.
1998, Volkmer et al. 1997). Die Herkunft Conventwald reagierte zusétzlich mit gesteigertem
Prolingehalt auf die Strefsituation (Volkmer et al. 1998).

Keine so gute Korrelation kann fir die Herkunft Ravensburg hergestellt werden, die ebenfalls
eine gute Photosyntheseleistung aufwies und 1997 als resisitente Variante favorisiert wurde
(Pantel et al. 1998). In unseren Untersuchungen fiel zum ersten Probenahmetermin 1997 auf der
Kontrollflache eine hohe Speicherrate, allerdings mit starker Schwankung bei dieser Herkunft
auf.

Die Herkiinfte Uberlingen und Zwiefalten werden von den anderen Arbeitsgruppen (Volkmer et
al. 1998, Volkmer & Rennenberg 1999, Pantel et al. 1998, Buschmann et al. 1999) als weniger
leistungsfahig eingestuft. Beide zeigten 1998 eine Abnahme der WUE unter Trockenstrel3 und
nur eine geringe Zunahme des Prolingehalts. Tendenziell liegen sie unter der Herkunft Forbach.
Zwiefalten hatte die geringste Nettophotosynthese. Diese Ergebnisse lassen sich zu dem von uns
gemessenen Parameter der N-Speicherung in Beziehung setzen.

Da das SproR-Wurzel-Verhaltnis bei allen Herkiinften gleich war (Volkmer et al. 1998, VVolkmer
& Rennenberg1999), fiel die Grole der Pflanze in Bezug auf die Versorgung der Mykorrhizen
nicht ins Gewicht. Die Speicherung von N-haltigen Reservestoffen in den einzelnen
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Mykorrhizen stellte sich so als ein Faktor dar, der von den biometrischen Parametern ziemlich
unabhéngig war.

Schluf3folgerung

Freilandversuche sind gegenuber Laborversuchen immer mit zahlreichen Unsicherheiten
belastet, die zu hohen Variabilitaten fuhren. Im Falle der vorliegenden Ergebnisse waren das ein
relativ geringer Unterschied zwischen Behandlung und Kontrolle beziglich des zu
untersuchenden Trockenstresses und ein geringes Stickstoffangebot. Die insgesamt geringe
vakuoldre Speicherung lie} nur eine eingeschréankte Unterscheidung der Buchenherkinfte zu.
Die im Bereich der vakuoldren N-Speicherung der Mykorrhizen gefundenen Unterschiede
korrelieren aber zu Ergebnissen der Photosynthesmessungen. Die beiden Herkilinfte aus dem
Schwarzwald, Forbach und Conventwald, waren bezlglich der N-Speicherung unter
TrockenstrelR den oberschwébischen Herkiinften zumindest am Standort Conventwald tberlegen.

Die vakuoldre N-Speicherung erwies sich in dieser Untersuchung als tberraschend sensitiv und
aussagefahig beziglich der SproR-Wurzel-Interaktion. Die im Vergleich zu N-Dlngungsversu-
chen in Topfkulturen (Kottke et al. 1995) geringe Haufigkeit der Granula und die dadurch
bedingte starke Schwankung, erschwerte allerdings die Auswertungen. Dieser bisher noch wenig
untersuchte Parameter konnte sich nach den bisher vorliegenden Ergebnissen aber als
brauchbarer Indikator insbesondere unter erhohten N-Applikationen empfehlen.
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