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Untersuchungen uber endophytische Pilze

II. Forderung der Samenkeimung bei
Hedera Helix durch Aureobasidium pullulans
und Epicoccum purpurascens.

Martino Luginbiihl und Emil Miiller

Mikrobiologisches Institut

der Eidgenossischen Technischen Hochschule
Zirich

Manuskript eingegangen am 15. Dezember 1980

Dem Phinomen der als “‘endophytisch’ bezeichneten, pflanzliche Gewebe besiedeln-
den, dabei aber keine sichtbaren Schidigungen verursachenden Pilze wurde in jiingster
Zeit vermehrt Beachtung geschenkt (Zusammenfassung in Petrini et al., 1979). Sie wur-
den in verschiedenen Coniferen, immergriinen und laubwerfenden Strduchern, sowie
auch in annuellen Kriutern und Grisern nachgewiesen. Bei Hedera helix L. und Ilex
aquifolium L. stellten Luginbithl und Miiller (1980) ihre Anwesenheit nicht nur in Blat-
tern und Stengeln, sondern auch in den Friichten fest. Und zwar ausschliesslich im
Fruchtfleisch, nicht aber in den Samen. In beiden Fillen war die Zahl der in den Frich-
ten gefundenen Arten aber deutlich kleiner als in den tibrigen Geweben; stets anwesend
waren aber Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud und Epicoccum purpurascens
Ehrenb. ex Schlecht., die beide nach den Untersuchungen von Buckley und Pugh (1971)
zur Produktion der Pflanzenhormone Indol-3-Essigsiure (IAA) und Indol-3-Acetonitril
(IAN) befihigt sind. Es lag daher nahe, einen Einfluss dieser Pilze auf die Samenkeimung
zu vermuten,weshalb wir mit den Samen von Hedera helix Versuche iiber die Wirkung
dieser Pilze anstellten.

1. Material und Methoden

Eine erste Versuchsserie wurde mit anfangs Februar 1978 gesammelten Hedera-Samen durchge-
fiihrt. Zuvor schon hatten wir Petrischalen mit 2%-Malzagar mit friilher aus dem Fruchtfleisch iso-
lierten Aureobasidium pullulans und Epicoccum purpurascens Kulturen beimpft und bei 18° C in
einem unregelmissig belichteten Raum wihrend 14 Tagen kultiviert. Nicht beimpfte Petrischalen
wurden ebenfalls in diesen Raum gestellt. Darauf legten wir die frisch gesammelten, an ihrer Ober-
fliche sterilisierten Samen auf die bewachsenen und unbewachsenen Agarplatten aus und verfolg-
ten ihre Keimung. Jeden Tag zdhlten wir die gekeimten Samen, wobei wir als ’gekeimt’> Samen be-
riicksichtigten, bei welchen eine deutliche Wurzelspitze sichtbar war.

Der Versuch wurde mit vom selben Ort ebenfalls frisch gesammelten Samen wiederholt, um
eine eingetretene Fruchtreife zu beriicksichtigen. Als Pilz verwendeten wir dabei allerdings nur
Aureobasidium pullulans.
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2. Ergebnisse und Diskussion

In allen ausgelegten Serien keimten iiber 90% der Samen (Tab. 1). Die dabei auftre-
tenden Unterschiede erwiesen sich als nicht signifikant: Die Pilze beeinflussten die Kei-
mungsrate mit Sicherheit nicht. Hingegen war die Keimungsgeschwindigkeit bei den
durch die Pilze beeinflussten Samen deutlich grésser (Tab. 2,3 und Abb. 1). Die Unter-
schiede der durchschnittlichen Keimungszeiten sind nach dem Wilcoxon-Test (Tab. 4)
signifikant. Wahrend aber die Keimung der anfangs Februar gesammelten Samen durch
den Einfluss der Pilze deutlich beschleunigt wurde, keimten die einen Monat spiter
gesammelten Samen ohne dussere Einfliisse rascher als die Samen der ersten Kontroll-
serie. Die Unterschiede sind auch in diesem Fall signifikant, Aureobasidium pullulans
beschleunigte die Keimung der reiferen Samen nur soweit, bis die gleiche durchschnitt-
liche Keimungsgeschwindigkeit wie bei den im Februar gesammelten Samen erreicht
wurde. Die Samen haben in der Frucht einen Reifungsprozess durchgemacht, der, we-
nigstens z.T., auf eine Abnahme des Pflanzenhormons Abscissinsiure (ABS) und eine
Zunahme von Giberellinsiure (GS) zuriickzufithren ist. Im Mirz ist deshalb die Wirkung
der Pilze geringer. Allerdings bleibt die Frage offen, in welchem Mass sich die im
Fruchtfleisch anwesenden Pilze am Reifungsprozess beteiligen.

In Arbeiten iiber die Sukzession im Abbau von Pflanzenteilen wurden die zwei ge-
testeten Pilze auch als erste Saprobien nachgewiesen (Kendrick & Burges, 1962). Zu-
sammen mit anderen, im Fruchtfleisch lebenden Pilzen [ Alternaria tenuissima (Kunze
ex Pers.) Wilthshire, Coniothyrium Corda sp., Phoma Sacc., etc.| kdnnen sie in reifen
Friichten wohl auch erste Schritte zum Abbau des Fruchtfleisches und zur Freisetzung
der Samen einleiten.

Tabelle 1: Keimungsrate der Hedera-Samen.

Die Samen wurden auf Malzagarplatten ausgelegt, die mit den in der Tabelle auf-
gefiihrten Pilze bewachsen waren.

Pilzart Sammeldatum angesetzte gekeimte Keimungs-
der Samen Samen Samen rate
Aureobasidium pullulans Februar 116 113 0,97
1978
Epicoccum purpurascens Februar 120 113 0,94
1978
Kontrolle Februar 112 102 0,91
1978
Aureobasidium pullulans Mirz 116 110 0,95
1978
Kontrolle Mairz 120 108 0.90
1978
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Tab. 2:  Keimungszeit der Samen von Hedera, in Kontakt mit verschiedenen Pilzen.

Es werden die Tage nach dem Auslegen der Samen und die jeweilige Zahl der an jedem
Tag neu gekeimten Samen agegeben,

Tag Pilze, auf die die Samen ausgelegt wurden
9 =~
T2 R 3 2z 2
. b B0 = — =
c o T = f=J ¢ o
—_ 0 c Q - &' o o
T = O =] 5 =
=1~ © 6 = n B =
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* A o =2 * * & *
E‘. = * E *
c @ =
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1 — s _ _ _
2 _ —_ - _ -
3 — — - 1 -
4 2 4 — 4 3
5 — 14 1 7 5
6 28 34 2 26 10
7 37 22 4 24 14
8 17 9 7 19 22
9 8 9 9 13 11
10 14 4 16 10 3
11 3 7 23 3 11
12 2 5 15 1 3
13 1 = 9 1 7
14 — 2 7 1 2
15 1 1 4 — 3
16 - - 3 = 3
17 - 1 1 - 3
18 — 1 — — 1
19 — — 1 — 3
20 - — — — 2
4 | — - o _ 1
22 - — — - —
23 - - — = 1
* Die Samen wurden anfangs Februar gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt
*E Die Samen wurden anfangs Mirz gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt

Tab. 3: Durchschnittliche Keimungsdauer der Hedera-Samen.

Es werden die Pilze angegeben, auf denen die Samen gekeimt sind. In der Kontrolle
wurden die Samen auf unbewachsene Platten ausgelegt.

Aureobasidium pullulans * 7,7 Tage
Epicoccum purpurascens * 7,5 Tage
Kontrolle * 11,1 Tage
Aureobasidium pullulans ** 7,4 Tage
Kontrolle ** 9,9 Tage

* Die Samen wurden anfangs Februar gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt.
** Dije Samen wurden anfangs Mirz gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt.
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Tab. 4:  Priifquotient zwischen den verschiedenen Pilzen, bezogen auf die Keimungszeit der

Samen von Hedera.

Angegeben werden die Abweichung nach Wilcoxon und der Priifquotient. Ein Unter-
schied ist auf dem 99%-Niveau gesichert, falls der Wert des Priifquotienten 0,99 oder

mehr betrigt,.
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Die Samen wurden anfangs Februar gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt.

** Die Samen wurden anfangs Mirz gesammelt und auf diese Pilze ausgelegt.
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Abb. 1: Keimungsverlauf der Hedera-Samen.

Fiir jeden Tag wird die aufsummierte Anzahl gekeimter Samen, ausgedriickt in % der
total ausgelegten Samen, angegeben.

Anfangs Februar gesammelte Samen:
— auf Aureobasidium ausgelegt (—— —————— )
— auf Epicoccum ausgelegt (— «o—.—..—..)
— Kontrolle (.......... )

Anfangs Mirz gesammelte Samen:

— auf Aureobasidium ausgelegt (------------------- )
— Kontrolle (-s-e=e-2-.)
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Zusammenfassung

Fiir die ubiquistischen, endophytisch wachsenden Deuteromyceten Aureobasidium
pullulans (de Bary) Arnaud und Epiccocum purpurascens Ehrenb. ex Schlecht, ist
die Ausscheidung von Pflanzenwuchsstoffen bekannt. In Versuchen mit Samen von

Hedera helix L. konnte eine Keimungsbeschleunigung festgestellt werden, falls die
Samen in Kontakt mit Pilzmyzel keimten.

Summary

Studies on endophytic fungi.

II. Stimulation of germination in Hedera helix seeds by Aureobasidium pullulans and
Epicoccum purpurascens.

The deuteromycetes Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud and Epicoccum pur-
purascens Ehrenb. isolated as endophytes from healty tissues of Hedera helix L. are
known to produce plant growth substances. Seeds kept in contact with mycelium of
these fungi germinated distinctly earlier that those without fungal contact.

Die vorliegende Arbeit wurde massgeblich durch einen Forschungskredit der Eidgendssischen
Technischen Hochschule in Ziirich unterstiitzt.
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