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Selektivmedien zum Nachweis von Heterobasidion annosutn
in Feinwurzeln

Von SHEN ZHANG und O. HOLDENRIEDER

Abstract

Selective media for the assay of Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. in fine roots. The behaviour of
four Heterobasidion annosum strains on several selective media containing orthophenylphenol and
antibiotics was recorded. The media were tested for selectivity by rcisolation of the fungus from artifi-
cially infected and contaminated root segments. The following medium is recommended for the assay of
H. annosum in fine roots: Orthophenylphenol 50 mg/1, Strcptomycinsulphatc 100 mg/l in water agar.

1 Einleitung

Der Basidiomycet Heterobasidion annosum (Apliyllophorales, Bondarzcwiaceae) ist eines
der bedeutendsten Forstpathogene der nordlichen Hcmisphare. Fundicrte Kenntnisse liber
Infektioti und Ausbreitung dieses Krankheitserregers sind eine wesentlichc Voraussetzung
fiir die Entwicklung von wirksamen Bekampfungsmafinalimen. Die Infcktionsbiologie von
H. annosum ist - speziell bei der Fichte [Pieea abies (L.) Karst.] - jedoch nur unzureichend
bekannt (Sci-iurr 1979; JOHANSSON und UNHSTAM 1982). Ein Grund dafur ist in metlio-
di.sclicn Schwicrigkeiten beim Nachweis dieses Pilzes zu suchen: In der Regel kann
H. annosum nur anhand seiner typischen Nebenfruchtform identifiziert werden. Diese
Konidialform wird entweder bei Inkubation des infizierten Substrates in einer feuchten
Kammer(RiSHiiKTii 1951) oder bei Kultur auf kiinstlichenMedien (BREFELD 1889) gebildet.
Die Nachweismethode von RISHBETH ist fiir sehr kleine und stark kontaminierte Substrat-
volumina (wie z. B. Feinwurzclabschnitte) nur bedingt geeignet, da H. annosum hier meist
sehr schnell von anderen Pilzarten iiberwachsen wird und .somit nicht mehr erkennbar ist.
Dies gilt auch fiir Kulturversuche auf Malzextraktagar und anderen nahrstoffreichen Sub-
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straten. Dieses Problem konnte dureh ein gceignetes Selektivmedium gelost werden,
welches Wachstum und Sporulation von H. annosum ermoglicht, konkurrierende Mikro-
organismen jedoch hemmt. Literaturiibersichten zu diesem Thema finden sich bei TsAO
(1970)., BANERJEIL und LEV '̂ (1970), sowie HALE und SAVORY (1976). Die vorliegendeUnter-
suchung solltc einen Beitrag zur Entwicklung eines Selektivmediums leisten, das speziell
zum ISIachweis von H. annosum in Feinwurzeln geeignet ist.

2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen und Herkunft der Isolate

_ fJeterohasidion annosum {Vr.) Bref. {Fomes annosus P. Karst.):
Isolat L 1 (Hetzenhausen/FA Freising, 9. 1.1981),
Isolat Z (Hohenbachern/FA Freising, August 1982),
Isolat H (F'A Heidenheim, Oktober 1982),
Isolat K {Alnusgluttnosa, Windsfield/Oberbayern, 8. I. 1980).
/ / . annosum wurde - soweit nicht anders angegeben - von Fruchtkorpern an Fiehten-
stubben {Picea ahics H. Karst.) isoliert.

_ Mucor cf. piriformis Fischer (Faulstelle an Fichtenstubben, Isarau b. Freising, Januar
1983)

— Penieillium cf. janthincllum Biourge (Kontanunation in alter H. ^wwosMW-Kultur, Januar
1983)

— Trichoderma harzianum Rifai (Faulstelle an Fichtenwurzel, Isarau b. Freising, Oktober
1982)

— Trichoderma polysporum (Link, ex Pers.) Rifai (Kontamination in alter H. annosum-
Kultur, M.irz 1983)

— Trichoderma viride Pers. ex Gniy (Faulstelle an Fichtenwurzel, FA Heidenheim,
Oktober 1982)

_ Hefen (2 Isolate aus abgestorbcnen Ficlitenwurzeln, Isarau b. Freising, November 1982)
— Bakterien (3 Isolate aus abgestorbenen Ficlitenwurzeln, Isarau b. Freising, November

1982)
Die Stammkulturen wurden auf Malzextraktagar bei 2°C gehalten.

2.2 Methoden

2.2. / Herstellung der Substrate

— Malzextraktagar (MA): 20 g Malzcxtrakt (Maltzin ,,trocken", Diamalt) und 15 g Agar-
Agar (Type 1615, Behrens) in 11 demin. Wasser

_ Teeagar (modifiziert) nach BISHT und HARSH (19B1): 20 g gebrauchte Teeblatter (trok-
ken) und 15 g Agar-Agar in 11 demin. Wasser

_ Wasseragar: 15 g Agar-Agar in 1 I demin. Wasser
— Selektivmedien : Zugabe von unterschiedlichcn Mengen (s. Kap. 3) folgender Substanzen

(gelost) zu Malzextraktagar, Teeagar oder Wasseragar unmittelbar nach dem Auto-
klavieren:
a. Orthophenylphenol (= 2-Hydroxybipheiiyl, Fluka)
b . Sulfanil.imid (Roth)
c. Streptomycinsulfat (Merck)
d. Nystatin (= Moronal, Mycostatin, Scrva)
e. Clotrimazol (= Canesten, Bayer)

' Wir dankcn der I'.i. B.iycr AG, Lcvcrkuscii, fiir die Obcrlassiing der Subst.inz.
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Die Substanzen wurden in geloster Form oder als Suspension in einer Konzentration von
200 mg/100 ml (Stammlosungen) zugegeben und durch kraftiges Schiitteln verteilt. Die
Losung von Orthophenylphenol und Clotrimazol erfolgte in Athanol (96%), die iibri-
gen Verbindungen wurden in Wasser gelost bzw. suspendiert. Sulfanilamid und Nystatin
sind schwerloslich, die Suspensionen wurden deshalb 5-10 Minuten lang im Ultraschall-
bad (Sonorex RK 100 H) behandelt. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte naeh dem
Autoklavieren und Zugabe der Selektivsubstanzen im ca. 80°C heifien Medium mit
Essigsaure (10%). DerpH-Wert wurde elektrisch gemessen (Gerat: WTW pH 39, Elek-
trode: Ingold 7,0 Ag [3 Mol/L] 400 M Q).

2.2.2 Inokula, Kulturbcdingungen und Auswcrtungsverfahrcn

Die Impfstiicke (Durchmesser ca. 5 mm) wurden von wachsenden Kulturen auf MA ent-
nomnien und mitderMyzelseite nach unten aufgelegt, Konidien wurden in Form einer wass-
igen Suspension aufgetragen (Alter der Mutterkultur ca. 2-3 Woehen), Basidiosporen
wurden durch Exposition des Substrates unter dem Hymenophor eines Fruchtkorpers
(15 Mm.) aufgefangen. Zur Isolierung versehiedener Pilzarten wurden Fruchtkorperexpla-
nate mit einer Grofie von ca. 2 X 2 X 1 mm verwendet.

Mit Ausnahme der Beimpfung von Malzextraktagar (ohne Selektivzusatze) wurden
samtliche Arbeiten unsteril durchgefiihrt. Die Kulturen wurden in Petrischalen aus Kunst-
stoff mit einem Durchmesser von 9 cm bei 21 °G (z. T. auch bei Zimmertemperatur) im
Dunkein gehalten und in jeweils 2-4 Wiederholungen angesetzt.

Die Keimrate wurde durch das Auszahlen von jeweils 100 Sporen in unterschiedlichen
Zeitabstanden bestimmt. Das Myzelwachstum wurde in geeigneten Abstanden durch
Markierung der Myzelfront an der Unterseite der Petrischale dokumentiert. Die Startphase
wurde als der Zeitraum definiert, den der Pilz vom Zeitpunkt der Inokulation bis zur
Ausbildung einer Kolonie mit einem Myzelradius von ca. 5 mm (vom Rand des Impfstiickes
aus gerechnet) benotigt. Die durchschnittliche Wachstumsrate wurde stets wahrend der
Phase annahernd linearen Wachstums (vgl. Abb. 1) unter Ausschlufi der Startphase er-
mittelt. Bei zentral beimpften Kulturen wurden hierzu jeweils 4 Myzelradien gemessen,
welche zwisehen sich 90°-Winkel bilden. Bei exzentrisch beimpften Kulturen wurden
jeweils 3 Myzelradien gemessen, die Winkel zwischen diesen betrugen 30° (vgl. HOLDEN-
RIEDER 1982, S. 21).

Zur Oberpriifung der Selektivitat versehiedener Medien wurden Fichtenwurzeln mit
einem Durchmesser von 0,3-2,0 mm kijnstlich infiziert, anschliefiend kontaminiert und auf
das betreffende Medium aufgelegt. Die Infektion erfolgte durch Auflegen der autoklavierten
Wurzein auf Kulturen von H. annosum (MA) fiir 4-5 Woehen bei 21 °C. Die infizierten
Wurzein wurden unter fliefiendem Wasser gewaschen, in ca. 2 mm lange Abschnitte tinter-
teilt und anschliefiend fiJr 30 Minuten in eine Bodensuspension (ca. 1 cm* Gartenerde in
50 ml Wasser) eingelegt, welehe mit Trichoderma harxianum, Mucor sp., Penicillium sp.
und Bakterien (jeweils 3 ca. 5 mm groRe Impfstiicke) oder zusiitzlich mit Hefen angereichert
war.

Die so kontaminierten Proben wurden ohne weitere Behandlung auf die Selektivmedien
aufgelegt und bei 21 °G inkubiert.

3 Ergehnisse

3.1 Malzextraktagar mit einzclncn Selektivsubstanzen

Durch Kulturversuche auf Malzextraktagar, welchem jeweils nur eine antibiotisch wirksame
Substanz zugesetzt war, sollte die Toleranz von H. annosum gegenijber verschiedenen
Verbindungen und deren selektive Wirksamkeit gegeniiber ausgewahlten mikrobiellen
Kontaminationen ermittelt werden.
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3.1.1 Heterobasidion annosum

D u r c h Zugabe von Orthophenylphenol (OPP) zum Malzextraktagar wurde bei H. annosum
in erster Linie die Startphase verliingert; nachdem sich der Pilz an das Medium adaptiert
hatte., betrug die Wachstumsrate etwa 50% von der auf reinem Malzextraktagar (Abb. 1).
Das Impfstlick sowie ein ca. 5. mm breiter Bereieh des Mediums um das Inokulum zeigten
bereits nach zwei Tagen eine sehr deutliehe, hyaline, rotbraune Verfarbung.

In Gegenwart von 50 mg/1 OPP (und weniger) wuchsen alle getesteten Stamme.
H. annosum L 1 und H entwickelten sich auch noch bei 60 mg/1 OPP gut (vgl. Abb. 1), die
ubrigen Isolate stai teten bei dieser Konzentration jedoch nur in Einzelfallen. Bei 10 mg/1
O P P konnte innerhalb von 4 Woehen in keinem l'all mehr ein Myzelwachstum beobaehtet
werden.

Samtliehe Stiimme entwickelten in Gegenwart von OPP ebenso wie atif MA eharak-
teristiscbe Konidiophoren in grofier Zahl. Auch makroskopisch waren in der Regel keine
deutlichen Anderungen der Kulturmorphologie erkennbar; eine Ausnahme bildete lediglich
der Stamm K, welcher im Gegensatz zur Kultur auf MA in der Nahe des Impfstiickes zahl-
reiche konfluierende Fleeke sehr dichten, mehligen Luftmyzels aufwies.

/ / . annosum L 1 erwies sich als tolerant gegeniiber hohen Konzentrationen Streptomycin
und Sulfanilamid. Die Wirkung dieser Substanzen aufierte sich ahnlich wie bei OPP vorwie-
gend in einer Verlangerung der Startphase. Bei Nystatin und Glotrimazol war zugleich die
Wachstumsrate stark reduziert (Abb. 1). Samtliehe Isolate von H. annosum waren gegen-
uber Clotrimazol relativ stark empfindlich und wurden bereits durch 100 mg/I abgetotet.
Die Sporulation wurde von keinem der getesteten Antibiotika beeintraehtigt.

D i e Sporenkeimung von H. annosum wurde durch verschiedene Selektivsubstanzen
unterschiedlich stark verzogert, Basidiosporen und Konidien reagierten dabei sehr ahnlieh.
(Abb. 2 und 3). Die maximale OPP-Konzentration, welche ohne starke Beeintrachtigung
der Keimrate toleriert wurde, lag bei 50 mg/I. Die Basidiosporen keimten bereits bei
60 mg/1 nieht mehr, die Konidien nur noch zu einem geringen Prozentsatz. Streptomycin-
sulfat hemmte den Keimvorgang deutlieh weniger als Sulfanilamid.

mm
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b. 1. Myzclvvnchstimi von Heterobasidion annosum L 1 auf Mnlzextnikt.ig.xr (MA) .sowieauf MA mi
sat7.on von Slreptomycin.sullat (sTRti'r), Sulfanilamid (suu^, Nyst.itin (NYS), Clotritiiazol (CI.OT
I ^-^ , I I 1 1 / \ i~\ 1. I . . , ; . . . , „ , , • _. ' ! . . . • WJ' . .1 . I _ 1 . T~\' f 1.

Abb

und Orthophenylphenol (oi'p). Durch.schnittswerte von jeweils zwei Wiederholungen. Die Kulturen
wurden hei Zimmertemperatur (ea. 18°C) gehalten

mit



352 Shen Zhang und O. Holdenrieder

100-[

50-

0-

Streptomycin WOOmg/l

OPPBOmg/t

OPP60mg/t

0 10 15 TACE

Abb. 2. Konidienkeimung hei H. annosum LI in Gegenwart von verschiedenen Sclektivsuhstanzen
(Zusatze zu MA) hei 21 °C (Durchsehnittswerte aus jeweils zwei Wiederholungen)
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Abb. 3. Keunung von Uasidiosporen von H. annosum in Gegenwart von verschiedenen SelcUtivsub-
stanzen (Zusiitze zu MA) hei 21 °C (Durchsehnittswerte aus jeweils zwei Wiederholungen)

3.1.2 Andere Mikroorganismen

OPP erwies sich in einer Konzentration von 50 mg/l (in MA) als ausreichend wirksam gegen
Trichoderma harzianum, T. viride, T. polysporum, Mucor sp. und Penicillium sp. Sowohl die
Sporenkeimung als auch das Myzelwaehstum dieser Pilzarten wurde volLstiindig gehemmt.
Unterhalb von 50 mg/l war dies nicht mehr der Fall: Bereits bei 40 mg/l konnten
r. harzianum und T. viride keimen, stellten aber das Wachstum ein, nachdem die Keim-
schliiuche innerhalb von 2 Woehen eine Lange von 30-80 |xm erreicht hatten. T. harzianum
wuchs aus dem Impfstiick aus und bildete in diesem Zeitraum Kolonien mit einem Radius
von ca. 20 mm. Die Sporen von T. polysporum keimten und bildeten ein sehrdichtes Myzel,
dessen Radius jedoch nach 14 Tagen nur ca. 5 mm betrug. Das Waehstum von Penicillium sp.
war ebenfalls stark ejngeschrankt; der Pilz bildete ein extrem dichtes, weiKes, makro-
skopisch hefeartig erscheinendes Myzel. Mucor sp. entwickclte sich in Gegenwart von
40 mg/l OPP sowohl aus Sporen als auch aus Myzel relativ stark (Kolonieradius nach 2
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Woehen 12-23 mm). Im Gegensatz zu den ubrigen Pilzarten sporulierte Mucor sp. auf
diesem Medium. Auf Malzextraktagar mit einem Zusatz von 30 mg/l OPP wuchsen Mucor
sp. u n d T. harzianum deutlich besser; T. harzianum sporulierte unter diesen Bedingungen
bereits nach 10 Tagen, wahrend bei T. polysporum kein Unterschied zum Verhalten auf MA
mit 40 mg/l OPP erkennbar war. T. viride konnte bei 30 mg/l OPP in 2 Woehen lediglich
nicht sporuherende Kolonien mit einem Radius von ca. 5 mm bilden. Hefen und Bakterien
wurden von OPP auch bei einer Konzentration von 70 mg/l nicht merklich gehemmt.

O P P wirkte nur teilweise fungizid: So konnten noch 5-20% der Sporen von
Trichoderma harzianum, T. polysporum und T. viride, welche 4 Woehen bei 21 °C auf einem
Medium mit 50 mg/l OPP aufbewahrt worden waren, nach Uberimpfen auf reinen Malz-
extraktagar keimen. Bei Penicillium sp. und Mucor sp. war unter den gleichen Bedingungen
keine Keimung mehr zu beobachten. Nach Einwirkung von 70 mg/l OPP fiir 4 Woehen
waren auch die Konidien der Trichoderma-Anen nicht mehr keimfahig.

D i e getesteten Antibiotica hatten in Konzentrationen, welche ein Wachstum von
H. annosum zuliefien, keine deutliehe Wirkung auf Trichoderma spp., Mucor sp. und
Penicillium sp.; Hefen wurden auch durch 500 mg/l Nystatin oder 100 mg/l Clotrimazol
nicht vollstandig gehemmt, gegen Bakterien war nur Streptomycin in einer Konzentration
von lOOOmg/1 effektiv.

3.2 Komplexe Selektivmedien
Da keine der untersuchten Substanzen gegen samtliche als Kontaminationen auftretenden
Mikroorganismengruppen gleichermafien wirksam war (vgl. Kap. 3.1), wurden verschiedene
Kombinationen z. T. unter Variation von pH-Wert und Niihrstoffkonzentration getestet.

3.2.1 Reduktion despH-Wcrtcs

H. annosum wuchs auf Malzextraktagar auch bei reduziertem pH, Wachstumsgeschwin-
digkeit und Keimrate waren jedoch bei den einzelnen lsolaten unterschiedlich stark veran-
dert (Tab. 1).

D e r pH-Wert von normalem Malzextraktagar (ohne Saurezusatz) lag bei 4,5. Das
Bakterienwachstum wurde nur bei pH 3,5 vollstandig gehemmt, Hefen entwickelten sich
bei alien Aziditatsstufen sehr stark.

E ine Kombination von niedrigem pH-Wert und OPP-Zusatz erwies sich als unbrauch-
bar. Im einzelnen wurden bei einer gleichbleibendcn Konzentration von 50 mg/l OPP die
pH-^X'erte3,5, 3,8 und 4,0eingestellt und diese Substrate mit 77. rfw«os«rw und anderen Pilz-
arten inokuliert (n = 3). Weder die H. annosum-\so\Mc noch Trichoderma spp., Mucor sp.
oder Penicillium sp. konnten auf diesen Medien innerhalb von 4 Woehen starten und auch
eine Sporenkeimung war in keinem Fall moglich. Bakterien wurden erst bei pH-Werten
unter 4,0 gehemmt, das Wachstum von Hefen wurde durch das Ansauern nicht merklich
beeinflufit. Bei OPP-Konzentrationen unter 50 mg/l (bei pH 3,8) war keine ausreichende
Wirkung mehr gegen Trichoderma spp., yVfxcor sp. und Penicillium sp. vorhanden.

Tabelle I

Durchschnittliche Wachstumsgcschwindigkeit (mm/Tag, n = 4) und Keimrate (%) nach 48 h (n = 2)
von vier H. annosum-Isolatcn auf Malzextraktagar mit unter.schicdlichcni pH-Wert bei 21 °C

p H

4,5
4,0
3,5

Ll

7,9
5,6
5,3

%

70
84
46

7,6
5,4
5,1

Hcterobas

Z

•/„

72
78
62

H

6,2
7,4
6,2

"/>

66
72
60

K

niniATaj;

7,8
3,2
2,9

%

68
76
58
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3.2.2 Malzextraktagar mtt OPP und verschiedenen Antihiotica

Diese Versuchsreihe sollte klaren, wie sich eine Kombination der in Kap. 3.1 beschriebenen
Stoffe auf H. annosum und auf die Selektivitat des Mediums auswirkt. Die Konzentration
von 50 mg/1 OPP wurde beibebalten, naehdem Vorversuche gezeigt hatten, dafi aucb bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Streptomycin bzw. Sulfanilamid bereits bei einer Reduktion
des OPP-Zusatzes auf 40 mg/1 eine vollstandige Hemmung von Trichoderma spp. nicbt
mehr gegeben war.

Die Ergebnisse des Experimentes sind in den Tabellen 2 und 3 zusammengefafit. Alle
H. annosum-lsolate entwickelten sich auf den getesteten Substraten (nach Inokulation mit
Impfstiieken) gut und waren eindeutig identifizierbar (vgl. Kap. 3.1). Die Verlangerung der
Startphase auf Selektivmedien im Vergleich zu Kulturen auf reinem Malzextraktagar war
stammspezifisch und wurde primar durch OPP verursacht, unterschiedliche Konzen-
trationen Sulfanilamid bzw. Streptomycin hatten hierauf praktisch keinen Einflufi. Die
Wachstumsrate wurde - auRer bei sehr hohen Antibiotikakonzentrationen - nur in relativ
geringem Ausmaf? reduziert. Die einzelnen Isolate reagierten aucb bier individuell (Tab. 2).

Tabelle 2

Verhalten von vier H. annosum-Isolaten auf Selektivmedien mit unterschiedliciicr Zusammen-
setzung (Inokulation tnit Impfstiieken, Mittelwerte aus jeweils 4 Wiederbolunj;en) und Bakterien-

wachstum (4--I-+ = stark, + + = mittel, + = scbwach, - = kein Wachstum) bei 2 r ' C

Kulturincdiuni:

Mal/xxtraktaga

Ortho-
plicnyl-

plicnol

nij;/l

StrcptD-
myciii

50 50
50 100
50 250
50 500
50 500
50
50 1000
50
— —

r iiiK

Sulfaiiil-
amid
n,R/l

50
100
250
500

-
500

-
1000

-

t-lt'tcrohasiition annosum-isohi

I.

Start-
phase

5
5
5
5
5
5
5
5
2

1

Wacli.s-
luiiis-

imnArai;

4,7
4,3
4,0
3,2
3,0
3,5
1,6
3,0
7,9

Z

Slarl-
pliase

Waehs-
I i ims-

111 111/Taj;

5 4,3
5 4,2
5 3,6
5 2,6
5 3,2
5 3,1
5 1,5
5 2,3
2 7,6

H

Start-
phase

Wachs-
umis-

ni in/ l af;

5 3,1
5 3,1
5 2,6
5 1,6
5 2,6
5 2,5
5 1,7
5 2,0
2 6,2

K

Start-
phase

Waclis-
tiinis-

mra/raj;

Hakiericn

8 1,6 -1--!-(+)
9 1,7 4- -f
9 1,7 4- 4-
9 1,9 +
9 1,5 4-4-
9 1,4 + + { + )
9 2,1
9 0,7 4- 4-
2 7 , 8 + 4 - 4 -

Die Sporenkeimung von H. annosum war auf alien Substraten mehr oder weniger
deutlieh gehemmt. Dies kommt sowohl in einer Verzogerung des Keimvorganges als auch in
einer Reduktion der Keimrate zum Ausdruck. Sulfanilamid erwies sich dabei im Vergleich zu
Streptomycin als toxischer (Tab. 3). Auf reinem Malzextraktagar betrug die Keimrate bei
alien lsolaten bereits nach 48 h etwa 60-80%.

H. annosum entwickelte auf den meisten Selektivmedien nach Konidieninokulation
innerhalb von 4-6 Wochen ca. 2-5 mm grofie Kolonien, unter welehen sich das Substrat rot-
braun verfarbte. Nur bei einer Streptomycinkonzentration von 1000 mg/1 kam es zutn
Wachstumsstillstand, naehdem die Keiinschlauche eine Lange von 20-50 |xm erreicht hatten.

Das Bakterienwachstum wurde nur durch einen Zusatz von 1000 mg/1 Streptomycin
vollstandig gehemmt (vgl. Tab. 2). Wahrend Trichoderma harzianum, T. viride, T. poly-
sporum, Mucor sp; und Penieillium sp. in alien Fallen zuverlassig unterdriickt wurden,
wuchsen Hefen auf siimtHchen Medien ohne erkennbare Bccinflussung. Aus diesem Grund
wurde versucht, diese Organismen dureh einen Zusatz von 100 mg/1 Nystatin zu einem
Komplexmedium aus OPP (50mg/l), Streptomycin (100 mg/1) und Suflanilamid (100mg/1)
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Tabelle 3

Keimverhalten von vier H. anncsum-Isolaten auf verschiedenen Selektivmedien
B = Beginn der Keitnung nach Tagen, % = Keimrate nach 20 T.igen bei 21 °C

Mcdiu in : Malzextraktagar -f- 50 mg/l OPP so%vic

Streptomycin
nig/1

Sulfanilamid
mg/i

100 100
250 250
500 500
500

500
1000

1000

LI

B %

10 10
12 4
12 5
5 48
7 14
6 32
6 12

Z

B

11
12
17
5

12
8
7

"A,

8
5
3

32
5

12
• >

H

B %

11 10
15 5
11 6
5 24

12 11
7 4

10 7

K

B

11
14
17
5

17
10
-

%

21
9
7

28
8
6
0

zu eliminieren. Auf diesem Substrat war jedoch kein Myzelwachstum von H. annosum mehr
moglicli, wiihrend sich Hefen immer noch in beschranktem Umfang entwickeln konnten.
Ein Zusatz von 10 mg/l Clotrimazol anstelle von Nystatin erwies sich ebenfalls als nicht
ausreichend wirks.im.

KLomplexmedien aus OPP, Streptomycin und Suflanilamid waren auch zur Reisolierung
von / / . annosum aus infizierten Feinwurzeln brauchbar, sofern diese nicht mit Hefen konta-
miniert waren (vgl. Tab. 5). Nach ca. 3-4 Wochen wurden die aus kontaminierten Proben
erhaltenen H. annosum-K.uhuren regelmafiig von Trichoderma harzianum (iberwachsen,
was jedoch den Nachweis von H. annosum nieht beeintrachtigte, da dieser Pilz das Substrat
stets als erster besiedelte und zudem das Medium um das Inokulum charakteristisch ver-
farbte. Von solchen Kulturen entnommene Impfstiicke mit T. harzianum konnten auf
frischem Selektivmedium nicht weiterwachsen.

OPP-haltige Substrate waren gut haltbar: Nach einmonatiger L.igerung bei 21 °C sowie
nach z-weimonatiger Eagerung bei 2°C war keine Veranderung der Selektivwirkung feststell-
bar. Auch die Stammlosungen waren bei 2°C mindestens 8 Wochen haltbar.

AuRer H. annosum konnten aucb andere Basidiomyceten auf einem OPP-haltigen
Substrat kultiviert werden, die Tab. 4 gibt eine Obersicht iiber die getesteten Arten.

Tabelle 4

Wachstum ver.schicdener Basidiomyceten auf einem Selektivmedium (MA mit 50 mg/l OPP,
100 mg/l Stieptomycm und 100 mg/l Stillanilamid) innerhalb von 4 Wochen bei 21°C

Inokula: M = Myzel aus Reinkultur, F' = Fruchtkorpeiexplantat, S = infiziertes Substrat

Wachslum Kein Wachstum ( —) hzw. Wachstum nur in Finzelf.illen { + )

Amylostereum areolatum (Chaill. in Fr.) Boid. I
Armillaria mellea s. 1. S
Bjerkandera adusta (Willd. ex F'r.) Karst. F
Chondrostereumpurpureum{Pcrs. ex Fr.)Pou7.. F
Fomitopsis pinicola (Sow. ex Fr.) Karst. F
Hypholoma fascieidare (Fluds. ex Fr.) Kumm F
Hypholoma capnoidcs (Fr. ex F'r.) Kumm. M
Phlcbiji radiata Fr. F
Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jiil. M
Kadulomyces confluens (Fr.) M. P. Christ. F
Stereum hirsutum (Willd. ex F'r.) S. F. Cray F'
Stercum sanguinolentum (A. & S. ex F'r.) Boid F, S
Trametes versicolor (L. ex F'r.) Pil. F, M
Trichaptiim abietinum (Dicks, ex Fr.) Ryv. F

Agaricus bisporus (Fge.) lmbacb 1' —
Coniophora puteana (Sebum, ex Fr.) Karst. M —
Daaymyees stillalus Nees ex Fr. F, M, S—
Exidia glandulosa (Bull, ex St. Aman.s) Fr. F—
Flammulina velutipes (Curt, ex Fr.) Sing. F4-
Gloeophyllum sepiarium (Wulf. ex Fr.) Karst. F4-
Gloeophyllum odoratum (Wulf. ex F'r.) lniaz. F—
G/oco/)/;-)<//H»;rf/;(t'(/H«m(Bull. ex Ft.)K.-ir.st. F4-,M—
Himeola aui'icula-judae(V>\A\.i:\S\. Amans)Berk.F —
Phellinus sp. F—
Resinicium bicolor {A\h. et Schw. ex Fr.) Parm. M4-
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Tabelle 3

Nachweis von H. anno.suin L 1 In kiinstlich infizierten und kontaminierten Wurzelabschnitten
(I .inge ca. 2 mm) auf verschiedenen Selektivmedien bei 21 °C

Kontaminalion A = Bodcnsuspcnsion mil Trichoderma, Mucor, Penieillium untl Bakterien; Konta-
mination B = A + Hefen (vgl. 2.2.2) MA = Malzextralaagar, WA = W.i.s.seragar. TA = Teeagar,

OPP = Orthoplienylplienol, Strept. = Slreptomyclnsulfat, Sulf. = Sulfanilamid

MA

WA

MA + 50 mg/l OPP
+ 250 mg/l Strepl.
+ 250 mg/l Sulf.

MA + 50 mg/I OPP
+ 100 mg/l Strept.
+ 100 mg/l Sulf.

MA + 50 mg/l OPP
+ 1000 mg/l Sulf.

WA + 50 mg/l OPP
+ 100 mg/l Strept.

TA + 50 mg/l OPP
+ 100 mg/l Strept.

A

B

A

B

B

A

B

A

B

A

B

WiirzclcUirclinicsscr

b = 0,8-1,5 mm)

a
b

a
b
a
b

a
b
a
b

a
b

a
b
a
b

a
b
a
b

a
b

a
b

11

29
22

15
26

28
12

12
13

19
16

19
12

14
8

10
12

38
27

14
9

35
26

15
12

/•/. atuiosuni no.siti v

n

29 100
22 100

15 100
26 100

28 100
12 100

12 100
13 100

1 5
5 31

2 10
11 91

14 100
8 100

0 0
3 25

38 100
27 100

14 100
9 100

34 97
26 100

15 100
12 100

tiauci- {Ta);c)

5

10

10

14

20

10

Die Wachstumsgeschwindigkeit dieser Pilze war meist stark reduzierl, typisclie Myzel-
merkmale (Oidien, Sclinallen, Rhizomorphen) waren jedoch auch bei Kultur auf dem
Selektivmedium vorhanden.

3.2.3 Selektivmedien mit reduziertem Nahrstoffangcbot

Teeagar ohne OPP-Zusatz besaR keine ausreichende Selektivitat fijr H. annosum. Das
Wachstum war nur bei Trichoderma polysporum und bei Bakterien verringert, die ubrigen
Kontaminationen entwickelten sich ungehindert. Trichoderma viride sporulierte auf Tee-
agar sogar deutJich besser als auf Malzextraktagar.

Ein Zusatz von 50 mg/l OPP war auch bei Teeagar gegen die Trichoderma-Knen,
Mucor sp. und Penieillium sp. wirksam. Bakterien konnten durch 100 mg/l Streptomycin
vollstandig gehemmt werden. Die Entwicklung von Hefen war auf diesem Medium dagegen
nur wenig eingeschriinkt. Die H. annosum-lsohic wuchsen mit einer Geschwiiidigkeit von
1,0-3,7 mm/Tag (Dauer der Startphase 5-9 Tage) und bildeten morphologisch normale
Konidiophoren. Auch die Reisolierung aus kontaminierten Wurzelabschnitten war moglich
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( 5), allerdings wtirden die Proben nach zwci Wochen von Trichoderma harzianum
uberwachsen (vgl. 3.2.2).

A u f Wasseragar mit OPP (50 mg/l) und Streptomycin (100 mg/l) wurden samtliehe
Kontaminationen gehemmt, wahrend alle Isolate von H. annosum innerhalb von 14 Tagen
auf d e m Impfsfiick Konidiophoren bildeten und das Substrat rotbraun verfarbten. Auch aus
kontaminierten Wurzelabschnitten konnte der Pilz in alien Fallen reisoliert werden (Tab. 5),
allerdings war bei sehr kleinen Proben (0 < 0,8 mm) keine Verfarbung des Mediums fest-
stellbar. Trichoderma harzianum konnte auf diesem Substrat H. annosum nach 4-6 Wochen
vereinzelt iiberwachsen. H. annosum konnte auch auf Wasseragar ohne Selektivzusatze in
kontaminierten Proben nachgewiesen werden (Tab. 5), wurde jedoch hier bereits innerhalb
yon 2—3 Wochen h.iufig von anderen Pilzen verdrangt.

4 Diskussion

/ / . annosum (und andere holzbewohnende Basidiomyceten) wurden wiederholt
Selektivmedien vorgeschlagen (RUSSKI.L 1956; HENDRIX und KUHLMAN 1962; HENDRIX
1966; HuNTundCoBB 1971; BISHT und HARSH 1981). Diese Medien sind durch haufig sehr
unter.scliiedliche Zusammensetzung gekennzeichnet und enthalten zum Teil schwer erhalt-
liche bzw. toxische Wirkstoffe. Die Medien von KUHLMAN und HENDRIX (1962) sowie
KUHLMAN (1966) haben sich offensichtlich nicht bewahrt (SIEPMANN 1974), die von BISHT
und HARSH (1981) beschriebene Selektivwirkung von Teeagar konnte im Rahmen der vor-
liegenden Untersuchung nicht bestatigt werden. Auch das von RUSSKLL (1956) empfohlene
Medium mit 60 mg/l OPP war zum Nachweis von H. annosum nur bedingt geeignet, da ein
Teil de r Isolate unter diesen Bedingungen nicht wuchs; die von demselben Autor vorge-
schlagene Reduktion des pH-Wertes zur Kontrolle von Bakterien erwies sich als unbrauch-
bar, da die Empfindlichkeit von H. annosum gegeniiber OPP bei niedrigem pH stark
zunahm.

O P P war jedoch in einer Konzentration von 50 mg/l optimal wirksam gegen verschiedene
Trichoderma- Arten, Mucor sp. und Penieillium sp.; H. annosum und einige andere Basidio-
myceten waren gegeniiber dieser Substanz tolerant. Diese Wirkung wurde weder durch die
Art des Basismediunis (Malzextraktagar, Teeagar oder Wasseragar), noch durch die Zugabe
von Streptomycin bzw. Sulfanilamid negativ beeinflufit. Die einzelnen Isolate von H.
emnosum waren gegeniiber OPP unterschiedlich empfindlich, was bei der aufierordentlichen
physiologischen Variabilitiit dieser Pilzart (vgl. VOI.GKR et al. 1980) nicht iiberrascht. Aus
diesem Grunde erscheint es sinnvoll, z. B. fiir Infektionsexperimente moglichst OPP-
tolerante Stamme zu verwenden, die auf einem Selektivmedium gut reisolierbar sind.

Die Konidienkeimung wurde durch Zugabe von Antibiotika zu einem OPP-haltigen
Basismedium in Abhangigkeit von der Konzentration dieser Substanzen deutlieh gehemmt.
(Tab. 3); auf MedienmitjeweilsnureinerWirksubstanz war dies nicht der Fall (Abb. 2). Fiir
eine Isolierung von H. annosum aus Sporen im Boden sind solche Medien somit nur bedingt
geeignet.

Gegen Triehoderma wirkte OPP fungistatisch, nach Abbau des Wirkstoffes durch
Basidiomyceten konnte sich T. harzianum ungehindert ausbreitcn. Die Brauchbarkeit des
Mediums wurde jedoch hierdurch nicht beeintrachtigt. Eine Gewohnung von T. harzianum
an O P P konnte nicht nachgewiesen werden, es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dafi resi-
stente Biotypen existieren (vgl. RUSSKLL 1956). Falls unerwiinschte Pilze auftreten soUten,
die mit 50 mg/l OPP nichi kontrolliei bar sind, konnte ein Zusatz von weiteren Wirkstoffen
(vgl. PAPAVIZAS und I.UMSDI-N 1982) sinnvoll sein.

Gegen Bakterien war von den getesteten Antibiotika Streptomycin am effektivsten,
besonders in Kombination mit Teeagar oder Wasseragar; Hefen konnten nur durch Reduk-
tion des Niihrstoffangebotes am Wachsen gehindert werden.
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Medien mit 50 mg/l OPP sind aufier fiir H. annosum auch fiir andere Basidiomyceten
geeignet (vgl. Tab. 4) und konnten von besonderer Bedeutung fiir den Nachweis von
Armillaria mellea s. 1. und verschiedenen ,,Stereum"-Anen sein.

Obwohl auch mit Wasseragar sehr gute Ergebnisse erzielt wurden (vgl. Tab. 5), ist ein
Zusatz von OPP und Streptomycin zu diesem Substrat zu empfehlen, denn unter natiir-
lichen Bedingungen kann neben einer oberflachlichen Kontamination (wie sie experimentell
simuliert wurde) auch eine Besiedelung tieferer Substratbereiche durch andere Mikroorga-
nismen vorhanden sein, so dafi es wahrend der Inkubation bereits im Inneren der Probe zu
einer Verdrangting von Ff. annosum kommt. Aufierdem erleichtert die auffaliige Verfarbung
des OPP-haltigen Mediums durch H. annosum den Nachweis dieses Pilzes betrachtlich. Da
sich das Myzel auf dem nahrstoffarmen Medium (Wasseragar) nur langsam ausbreitet
wahrend auf der Probe bereits dichte Konidiophorenrasen vorhanden sind, ist ein Mindest-
abstand der einzelnen Proben von ca. 1 cm ausreichend. Eme Petrischale bietet somit fiir
ca. 40 Proben ausreichend Platz, wobei von Vorteil ist, daft die Beimpfung unsteril durch-
gefiihrt werden kann.
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Zusammenfassung

Auf Selektivmedien mit Orthophenylplienol (OPP) und verschiedenen Antibiotika (Streptomycin,
Sulfanilamid, Nystatin, Clotrima/ol) wurden Mycelw:iclistum und Keimverhalten von vier A/cfcro-
basidion annosum-\so\z\.cn und anderen Mikroorganismen(Tnc/;of/cTmi3 spp., Mucor sp., Penieillin sp.,
B.-ikterien, Hefen und verschiedene Basidiomyceten) untersucht. Die Selektivitat der Medien wurde
durch Reisolierung von H. annosum aus kiinstlich infizierten und kontaminierten I'einwurzelab-
schnitten von Pieea abies iiberpriift. Die optimale OPP-Konzenti atioii fiir H. annosum lag bei 50 mg/l;
eine Reduktion des pH-Wertes zur Kontrolle von Bakterien erwies sich auf OPP-haltigem Medium als
ungeeignet. Von den getesteten Antibiotika war Streptomycin am effeklivsten. Dies war besonders bei
gleicbzeitiger Reduktion des Niibrstoffangeboles der I all. Zum Nacbweis von H. annosum in Fein-
wurzeln wird eine Kombination von 50 mg/l OPP und 100 mg/l Streptomyeinsulfat in Wasseragar
empfohlen.

Summary

Selective media for the assay of Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. in fine roots

On selective medi.-i with Oithoplienylplienol (OPP) and different antibiotics (Streptomycin, Sulfanil-
amid, Nystatin, Clotrimazol) mycelial growth and germination of four Heterobasidion annosum
strains and otber mieroorganisms (Tricboderma spp., Mucor sp., Penieillium sp.. Bacteria, yeasts and
some b.isidiomycetes) were recorded. The selectivity of the media was tested by reisolation of
H. annosum from artificially infected and contaminated fine roots of Picea abies. A concentration of
50 mg OPP/1 W.-IS optimal for H. annosum. Reduction of pH for control of hacteria was not useful on
media with OPP. Among tbe antibiotics. Streptomycin was most effective, especially in media with
reduced nutrients. For tbe assay of H. annosum in fine roots a medium witli 50 mg/l OPP and 100 mg/l
Streptomyeinsulphate in water agar is recommended.

Resume

Milieux selectifs pour isolement d'Heterohasidion annosum (Fr.) Bref dans les raeines fines
Sur des milieux selectifs comportant l'ortboplienylphc'nol et divers antibiotiques (streptomycine,
sulfanilamidc, nystatine, clotrimazol), la croissance mycelienne et la germination de quatre souches
d'Heterobasidion annosum et d'autres miero-organismes {Trichoderma spp., Mueor sp., Penieillium sp.
des bacteries, des levures et quelques basidiomyeetes) ont etc obtenues. La scicctivite des milieux a ete
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testee par rc'isolement A'H. annosum a parlir de racines fines dc Picea abies infectees artificiellement et
contaminees. Une concentration de 50 mg/l etait optimale pour H. annosum; la diminution du pH en
vue d e lutter eontre les bactc'ries n'elait pas utilc avec les milieux a rortbopbcnylpbenol. Parmi les .mti-
biot iques , la streptomycine etait la plus cflicace, en particulier sur les milieux avec des m.iticres nutritives
redui tes . Pour les tests avec H. annosum sur racines fines, un milieu eontenant 50 mg/l d'O.P. P. et
]00 m g / l d'" siilfate dc streptomycine et de I'eau gelosee est recommande.
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