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Neue Erkenntnisse zur Pathogenese des Triebsterbens

an Esche (Fraxinus excelsior)

New details on the pathogenesis of ash dieback

Zusammenfassung

Das Eschentriebsterben nimmt in Deutschland unter den
bedeutsamen Baumkrankheiten gegenwdértig eine zen-
trale Rolle ein. In den Baumschulen sind die wirtschaftli-
chen Schiden besonders grof3, wenngleich auch Walder
in zunehmendem Mal3e betroffen sind. Die hier vorge-
stellten mykologischen und histologischen Untersuchun-
gen wurden an dreijdhrigen Baumschulpflanzen durch-
gefiihrt. Dabei ist die durch Chalara fraxinea (Teleomor-
phe: Hymenoscyphus albidus) verursachte Infektionsrate
in der Rinde, im dufleren und inneren Holzteil sowie im
Mark fiir die Organe Spross und Wurzel ermittelt wor-
den. Die Invasions- und Ausbreitungsstrategie des Pilzes
wurde im verholzten Spross untersucht. Zudem wurde
iiberpriift, ob bodenbiirtige Oomyceten (Phytophthora-
bzw. Pythium-Arten) als primére oder maf3gebliche Sché-
digungsursache in Frage kommen.

Die Ergebnisse bestdtigen die dominante Rolle von C.
fraxinea als Verursacher des Eschentriebsterbens und
schlieen zugleich die Bedeutung von Oomyceten im
Krankheitsprozess aus. Die Autoren kommen zu dem
Schluss, dass der Pilz den verholzten Spross sehr effektiv
aus zentralen Bereichen heraus dreidimensional zu er-
schlielen vermag und dabei nicht vorrangig endophy-
tisch lebt. Die zunéchst den oberirdischen Teil der Pflan-
ze schiadigende Infektion kann sich nachfolgend auf alle
Bereiche im Wirt ausdehnen.

stichworter: Chalara fraxinea (Hauptfruchtform: Hyme-
noscyphus albidus), Fraxinus excelsior, Baumschulpflanzen,
Oomyceten, mykologische und histologische Studien

Abstract

Ash dieback is currently one of the most important tree
diseases in Europe. It is already widespread in North-
ern and Central Europe as well as in some parts of
Western and Southern Europe. Trees of the species
Fraxinus excelsior an F. angustifolia of all ages on various
site types are affected in forests, in the landscape as
well as in nurseries and urban plantings. Symptoms in-
clude wilting of leaves and young shoots, shoot die-
back, premature leaf fall and variously colored bark
necroses of different sizes, always lacking exudates. In
young trees the disease leads to mortality within a few
years, whereas a chronic process can often be observed
in older trees. In Germany the impact of the disease
varies greatly in different regions, but a countrywide
distribution is assumed. Significant damage was espe-
cially established in nurseries and forests of Northern
Germany.

The paper presents a recent investigation of a large
number of naturally infested nursery saplings from
Northern Germany. The real infection rates, invasion and
spreading strategies of the fungus inside of plant tissues
and the role of soil-borne Oomycetes as possible primary
or accompanying causal organisms of the disease were
examined. The results confirm the dominant role of Cha-
lara fraxinea (teleomorph: Hymenoscyphus albidus) as
the causal agent of ash dieback and rule out the role of
pathogenic Oomycetes in the disease process. The authors
conclude that the fungus is able to spread very effectively
in woody tissue as a parasite and does not originate from
the root system.
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Einleitung

Das Eschentriebsterben ist in Nord- und Mitteleuropa so-
wie in Teilen West- und Siideuropas bereits weit verbrei-
tet. Erste Meldungen reichen bis in die 1990er Jahre zu-
riick und betrafen zunéchst die Baltischen Staaten, Polen
und den Siidwesten Skandinaviens sowie spiter auch
Deutschland, Osterreich, die Tschechische Republik, die
Schweiz, Frankreich, Ungarn und zuletzt Slowenien
(Juobvarkis und VASILIAUSKAS, 2002; PrzyByL, 2002a;
BARKLUND, 2005; HEYDECK et al., 2005; CEcH, 2005; THOM-
SEN und SKOVSGAARD, 2006; KowaLskl und HOLDENRIEDER,
2008; SzaBo, 2008; OgGris et al., 2009; JaNKowsky und
HOLDENRIEDER, 2009). Betroffen sind Bdume jeden Alters
in unterschiedlichen Standorten sowohl in Wéldern und
beim Landschaftsgeholz als auch in Alleen und urbanen
Griinanlagen. Die Symptomatik der Erkrankung ist viel-
gestaltig und kann durch eine Blatt- und Triebwelke, vor-
zeitigen Blattfall und partielles Absterben in der Krone
sowie durch sehr variabel gefdrbte, exsudatlose Rinden-
nekrosen unterschiedlicher Ausdehnung gekennzeichnet
sein. Wahrend bei jungen Bdumen der Krankheitsprozess
meist innerhalb weniger Jahre letal verlauft, zeigt sich
bei dlteren Bdumen oft ein chronisches Krankheitsbild.
Als Hauptverursacher wird mehrheitlich der Discomycet
Hymenoscyphus albidus angesehen, der bis vor kurzem
ausschlief$lich mit seiner erst im Jahr 2006 (KOwALSKI,
2006) beschriebenen Nebenfruchtform Chalara fraxinea
im Zusammenhang der Krankheit stand (KowaLski und
HOLDENRIEDER, 2009a,b). Fiir eine ursédchliche Beteiligung
des Pilzes sprechen sowohl die zunehmenden Nachweise
(KowaLski, 2006; SCHUMACHER et al., 2007a; HALMSCHLA-
GER und Kirisits, 2008; Bakys et al., 2008; SzaBo, 2008)
als auch die durchgefiihrten Pathogenititstests in Ge-
wichshiusern und im Freiland (Bakys et al., 2008 und
2009; KowaLski und HOLDENRIEDER, 2009a). Unklarheiten
bestehen jedoch z. B. iiber das plotzliche, aggressive Auf-
treten dieses bisher unauffilligen Saprobionten sowie
iiber die Infektions- und Ausbreitungsmechanismen des
Krankheitserregers. Dariiber hinaus lassen sich an den
erkrankten Eschen auch eine Reihe weiterer Pilze mit
z. T. pathologischem Potential nachweisen sowie gleich-
zeitig auftretende, abiotische Einflussfaktoren konstatie-
ren. (CecH, 2005 und 2006a,b,c; CEcH und HOYER-TOMI-
czEK, 2007; KowaLski und HOLDENRIEDER, 2008a und
2009a; Bakys et al., 2009; KirisiTs et al., 2008; ScHU-
MACHER et al., 2007a,b und 2008). In Deutschland stellt
sich das gegenwaértige Krankheitsausmalf? sehr heterogen
dar, wenngleich bereits von einem fladchendeckenden
Auftreten ausgegangen wird. Die groten 6konomischen
und 6kologischen Schéden werden in der Baumschul-
und Forstwirtschaft Norddeutschlands festgestellt (ScHu-
MACHER et al., 2007a, 2007b). In der vorliegenden Studie
wurden insgesamt 300 dreijahrige Baumschulpflanzen

mit dem Ziel untersucht, einerseits den Infektionsgrad
und das Ausmal® der Schidigung in den unterschied-
lichen Organen und Geweben zu quantifizieren und an-
dererseits Erkenntnisse iiber die moéglichen Infektions-
und Ausbreitungswege des Erregers in der Pflanze zu ge-
winnen.

Material und Methoden

Fiir die Untersuchung wurden im Herbst 2008 insgesamt
300 dreijéhrige Pflanzen (F. excelsior) aus infizierten
norddeutschen Baumschulen bezogen. Alle Pflanzen wa-
ren bis zum jahreszeitlich bedingten Laubabwurf in ei-
nem lebenden Zustand, wenn auch z. T. bereits sehr
deutlich geschédigt. Die Pflanzen sind mit der gesamten
Wurzelmasse komplett aus den Pflanzbeeten entnom-
men worden und wiesen zu Beginn der Untersuchung
keinerlei mechanische Beschadigungen auf. Die Untersu-
chung umfasste insgesamt drei methodische Ansétze
(Nachweis bodenbiirtiger Oomyceten, Nachweis von C.
fraxinea in Rinde, Holz und Wurzel sowie Studien zur
Histologie und Symptomauspréagung), fiir die jeweils 100
Pflanzen benotigt wurden.

Die fiir den Nachweis bodenbiirtiger Oomyceten ver-
wendeten 100 Pflanzen wurden auf fiinf grof3e Plastik-
wannen (je 20 Stiick) verteilt und mit gleichen Abstin-
den zueinander aufrecht positioniert. Die Wannen sind
anschliefend mit jeweils 40 1 Aqua dest. aufgefiillt wor-
den. Die Wurzeln und die unteren 10 cm des Sprosses be-
fanden sich somit unter Wasser. Nach der Flutung wurde
an der Wasseroberfldche zuerst mit einem Kescher das
grobe und dann mit KiMTECH-Papiertiichern das feine
Treibgut beseitigt. Fiir den indirekten Nachweis der Mi-
kroorganismen sind auf der Wasseroberflache organi-
sche Koder schwimmend ausgebracht worden. Dazu
dienten einerseits unreife Apfel der Sorte ,,Granny Smith“
(2 je Wanne) und andererseits 2 bis 3 Tage alte Blédttchen
(10 je Wanne) von im Gewéchshaus angezogenen Fi-
chensdmlingen (cf. MiTcHEL und KANNWISCHER-MITCHEL,
1992; ERwIN und RIBEIRO, 1996; JUNG, 1998; LEONHARD,
2004). Das Wasser in den Wannen wurde nach jeweils
24 h zu 1/3 erneuert. Verfarbten sich die Blattkoder nach
ca. 24 bis 36 h teilweise oder komplett brdunlich, wurden
diese auf Filterpapier getrocknet, mit einem Skalpell in
ca. 2-3 x 4-5 mm? grof3e Stiicke geschnitten und zu glei-
chen Anteilen in Petrischalen (25 pro Schale) mit selekti-
vem Nédhrmedium (PARPN-Agar) ausgelegt (cf. Jung,
1998). Aufgearbeitete (nekrotisierte) Blattchen sind je-
weils durch frische Blattkoder ersetzt worden. Diese sich
wiederholende Prozedur wurde nach insgesamt 4 Tagen
beendet. Die Apfel sind nach 7 Tagen Versuchsdauer auf-
gearbeitet worden. Dabei wurde die Fruchtrinde zusam-
men mit dem darunter liegenden Fruchtgewebe bis in
1 cm Tiefe in ca. 1 cm3 grof3e Probestiicke aufgeschnitten
und wie die Blattkoder getrocknet und ausgelegt.

Aus den Proben herauswachsende Kolonien wurden
abgeimpft und auf einen sterilen Karotten-Agar iibertra-
gen. Die Présenz von Oosporen bei homothallischen Ar-
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ten ist zur Gattungs- bzw. Artbestimmung herangezogen
worden. Die ebenfalls fiir die Bestimmung benétigte Spo-
rangienformation wurde durch die Flutung von 1 cm2
grofsen Agar-Wiirfeln aus dem Randbereich 3 Tage alter
Kulturen mit Teichwassersuspension einerseits und Bo-
denwasserfiltrat andererseits stimuliert. Das Teichwasser
wurde im Verhaltnis 1/5 mit Aqua dest. gemischt. Die Bo-
densuspension wurde mit Erdmaterial der jeweiligen
Baumschule hergestellt, indem 50 g Boden mit 1000 ml
Aqua dest. gespiilt und die dabei entstandene Suspension
anschliefend {iber einen FiTRAK-Faltenfilter gefiltert
wurde (JUNG, 1998; LEONHARD, 2004).

Fiir den serologischen Nachweis (DAS-ELISA) der Mi-
kroorganismen anhand von Zoosporen im Flutungswas-
ser wurden zeitgleich zur Aufarbeitung der infizierten
Blattkdder auch Wasserproben aus den Wannen entnom-
men. Dazu wurde ein 40 ml Glasr6hrchen an jeweils 9
systematisch verteilten Probepunkten mit einer Tiegel-
zange nacheinander solange senkrecht in das Flutungs-
wasser eingetaucht, bis sich dieses mit Oberflachenwas-
ser gefiillt hatte. Die jeweils derselben Flutungswanne
zugehorenden Proben wurden in einem Messbecher ge-
sammelt und mit einem Magnetriihrer vermischt. Die
Mischwasserproben (360 ml je Wanne) sind anschlie-
Rend mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch eine 0,45 pm
Zellulose-Nitrat-Membran gefiltert worden. Die Memb-
ranfilter wurden in fliissigem Stickstoff (-196°C) gefro-
ren und danach mit einem Mdorser zerrieben. Das Pulver
ist in 2 ml Eppendorf-Kapseln mit je 1 ml Extraktionspuf-
fer versetzt, dann vermischt und bei -20°C konserviert
worden. Fiir die Positiv-Kontrolle wurden parallel zum
Flutungsversuch in den Wannen Zoosporensuspensionen
von 10 verschiedenen Phytophthora-Arten (P. alni BRASIER
und S. A. Kirx, P. cambivora (PETRI) BUISMAN, P. cactorum
(LeBERT und COHN) J. SCHROT., P. citricola SAWADA, P. cin-
namomi RANDS, P. europaea E. M. HaNSEN und T. JUNG, P.
gonapodyides (H. E. PETERSEN) BUISMAN, P. megasperma
DRECHSLER, P. quercina T. JuNG und P. syringae (KLEB.)
KiEB.) aus der Instituts-Mykothek in Braunschweig her-
gestellt. Dazu wurden wie oben beschrieben Agar-Wiirfel
aus der Randzone junger Kulturen herausgeschnitten
und jeweils in Petrischalen (d = 5 cm) mit Aqua dest., Bo-
denwasserfiltrat sowie Teichwassersuspension geflutet
(pH-Wert: 6,5 bis 7). Wasserwechsel, Probenentnahme
und Probenaufbereitung erfolgten wie oben erklart.

Die Probenanalyse ist in Anlehnung an die bei
ALI-SHTAYEH et al. (1991), WAKEHAM et al. (1997), PETTITT
et al. (2002) sowie KyucHukova et al. (2006) angewand-
ten Methoden vorgenommen worden. Fiir den DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay) wurden die Produkte (Coating- und
Konjugat-Antikorper; Coating-, Konjugat-, Extraktions-
und Wasch-Puffer; Positiv- und Negativ-Kontrollen; Sub-
strat und Stop-Losung) der Firma Neogen Europe Ltd, UK
verwendet. Das Absorptionsmal} der Proben ist auf Mic-
rotitterplatten (96 wells) mit einem Photometer (Multi-
scan Ascent) nacheinander bei 405 und 630 nm ermittelt
worden. Die fiir den Nachweis von C. fraxinea verwende-
ten 100 Pflanzen wurden dul3erlich mit Aqua dest. gerei-
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nigt und mit Filterpapier anschlielend wieder getrock-
net. Eine erste Unterteilung erfolgte entsprechend dem
jéhrlichen Sprosszuwachs (Internodien), wozu die Pflan-
zen jeweils quer an den Triebbasisnarben (Nodien)
durchtrennt wurden. In einer sterilen Box sind die Pflan-
zen dann differenziert nach den Organen Wurzel und
Spross sowie nach den Geweben Rinde, duferer und in-
nerer Splint sowie Mark aufgearbeitet worden. Die Pré-
paration der Proben im Detail erfolgte entsprechend der
von Kowarski (2006) beschriebenen Methodik. Danach
wurden im Anschluss an die Oberflachendesinfektion
(96% Ethanol) sowohl aus symptomatischen als auch
asymptomatischen Bereichen der Pflanzen Probestiicke
in einer GrofRe von 5 x 5 x 1 mm3 herausgeschnitten und
auf Malzextrakt-Agar (2%) ausgelegt. Die Petrischalen
wurden in absoluter Dunkelheit bei Raumtemperatur in-
kubiert und téglichen Kontrollen unterzogen. Da die Ko-
lonien von C. fraxinea ein relativ langsames Wachstum
aufweisen und mitunter empfindlich auf Verdnderungen
reagieren, fand eine Ubertragung auf frische Nahrbéden
frithestens nach 2 Wochen statt. Bis dahin wurden auftre-
tende Kontaminationen und konkurrierende Mikroorga-
nismen fortlaufend aus den Petrischalen entfernt. Zwei
der frisch gewonnenen sowie 8 weitere Isolate (nordli-
ches bzw. zentrales West- und Ostdeutschland, siidliches
Westdeutschland sowie Schweden und Polen) wurden
aus dem Fundus der Instituts-Mykothek in Braunschweig
(JKI) ausgewdhlt, um zu iiberpriifen, ob C. fraxinea ex-
trazelluldre Phenoloxidasen produziert. Die Stdmme
wurden auf spezielle Nahrmedien (2% Malzextrakt-Agar,
zuziiglich 0,005% Guajakol bzw. 0,1% Tannin) zur
Induktion oxidativer Farbreaktionen geimpft (cf. BAVEN-
DAMM, 1928; RYPACEK, 1966).

Fiir die Erhebungen zur Symptomauspriagung wurden
die 100 verwendeten Pflanzen zunichst mit Aqua dest.
gesdubert. Daraufhin sind sowohl die Gesamtldnge als
auch das Langenverhaltnis zwischen Spross und Wurzel
ermittelt worden. Auf3ere Hinweise auf Infektionen (Rin-
dennekrosen, Ausfall der Terminalknospe, Zwieselbil-
dung) wurden dabei erfasst. Vermessen wurden eben-
falls die Langenausdehnung der Nekrosen in der Rinde
und der damit assoziierten Verbrdunungen im Holz. Aus
den Zentren sowie oberen und unteren Ubergangsberei-
chen der Holzverbraunung bzw. Rindennekrosen sind
Probesegmente fiir histologische Schnitte herausge-
trennt worden. Bis zur Anfertigung der Mikrotomschnitte
wurden die Sprossabschnitte in einer Konservierungslo-
sung (1/6 Glycerin, 1/3 Aqua dest., 1/2 Ethanol), in wel-
cher auch die Entliiftung (Vakuumpumpe) stattfand, ge-
lagert. Die mit einem Schlittenmikrotom (Leitz 1208) in
der Radial-, Tangential- und Querebene gefertigten Holz-
schnitte sind zur Verdeutlichung der Pilzhyphen und des
Cytoplasmas unter kurzzeitiger Erhitzung (90°C) mit
Anilinblau (1% in Milchséure) fiir 24 h angefarbt worden
(GERLACH, 1969). Eine Unterscheidung pflanzlicher Re-
servestoffe von pilzlichen Zellinhalten wurde mit
Lugol’scher Losung (1% Iod, 2% Kaliumiodid in Aqua
dest.) vorgenommen. Die anschlieRende Auswertung er-
folgte lichtmikroskopisch.
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Ergebnisse

Sowohl die angewandten Kodermethoden (Apfelfalle, Ei-
chenblittchen-Test) als auch der serologische Test
(DAS-ELISA) erbrachte keine Hinweise auf Infektionen
durch Phytophthora-Arten. Hingegen konnten aus allen 5
Flutungswannen mithilfe der baitings mehrere Vertreter
der Gattung Pythium nachgewiesen werden. Die zu-
néchst 63 gewonnenen Isolate (zwischen 5 und 16 pro
Flutungswanne) lieBen sich anhand der makroskopi-
schen und mikroskopischen Kulturmerkmale insgesamt 4
verschiedenen, sowohl homo- als auch heterothallischen
bzw. sterilen Spezies mit entweder globoser oder fila-
mentdser Sporangienbildung zuordnen, die jedoch auf-
grund der geringen Virulenz nicht abschlie3end determi-
niert wurden. Diese Ergebnisse zeigen eine hohe Uber-
einstimmung mit den Daten der Wurzelerhebung. Die
100 vermessenen Pflanzen wiesen ohne Ausnahme gut
ausgebildete Wurzelsysteme auf und wurden optisch als
vital eingeschétzt. Das mittlere Verhéltnis zwischen
Spross und Wurzel betrug exakt 2:1.

Bei insgesamt 95% der untersuchten Pflanzen konnte
C. fraxinea erfolgreich aus symptomatischem Gewebe
isoliert werden. Nachweise wurden {iberwiegend im ver-
holzten Gewebe des Sprosses (dufderer und zentraler
Holzteil), deutlich seltener in der Wurzel und nur aus-
nahmsweise in der Sprossrinde erbracht (Abb. 1). Fiir die
nekrotisierte Rinde muss jedoch zeitgleich festgestellt
werden, dass dort ein hoherer Anteil (99%) konkurrie-
render und z. T. antagonistischer Pilzarten présent ist als
im verbrdunten Holzteil (75%). Zu den haufigsten sekun-
dér isolieren Spezies zdhlen Diplodia mutila (Fr.) Mont.
(Teleomorphe: Botryosphaeria stevensii Shoemaker) und
Phomopsis sp. Der Nachweis von C. fraxinea in eindeutig
asymptomatischem Probematerial gelang dagegen nicht.
Ein Vergleich der positiven Befunde in den jeweils 3 Jah-
resabschnitten (Internodien) stellt zwischen dem drei-
jéhrigen (&ltesten) und dem zweijdhrigen Sprossab-

schnitt lediglich geringe Unterschiede heraus. Ein signifi-
kanter Unterschied (abnehmende Tendenz) besteht al-
lerdings zwischen den é&lteren Sprossabschnitten und
dem jlingsten (einjahrigen) Trieb (Tukey-Test: P <0,001).
Als signifikant erweist sich auch das Ungleichgewicht
zwischen den Nachweisen von C. fraxinea in der Wurzel
und im Spross (KrRuskaL-WaLLis-Test: P < 0,001). Die de-
taillierte Betrachtung erlaubt Riickschliisse auf den mog-
lichen Infektionsweg. So betrigt der errechnete Uberein-
stimmungsgrad (negative und positive Befunde) zwi-
schen der Wurzel und dem Spross zwar insgesamt nur
52%, aber zwischen der Wurzel und dem direkt benach-
barten, dreijahrigen Sprossabschnitt immerhin 65%.
Wiéhrend fast die Hélfte aller positiven Befunde (48%)
ausschlief3lich dem Spross zugeordnet werden konnten,
gelang der Nachweis von C. fraxinea allein in der Wurzel
in keinem einzigen Fall.

Der Bavenpamm-Test mit 10 Isolaten des Pilzes aus ge-
ographisch unterschiedlichen Regionen zeigte positive
Reaktionen fiir alle Isolate im Guajakol-Agar, jedoch nur
fiir 3 Isolate im Tannin-Agar. Zudem wurde im Tan-
nin-Agar lediglich bei 2 Isolaten ein normales Myzel-
wachstum festgestellt. Die Isolate im Guajakol-Agar
wuchsen regulér, wiesen jedoch ein sehr variables Reak-
tionsverhalten auf. So zeigten 4 Isolate eine Farbreakti-
on ausschliel3lich am Impfstiick, wéhrend die {ibrigen 6
Isolate den Agar auch in jiingeren Bereichen der Kultur
verfarbten.

Weiterhin zeigten die Vermessungen an den Pflanzen,
dass zwischen den Nekrosen in der Rinde und den ver-
braunten Holzbereichen signifikante Zusammenhénge
bestehen. Zum einen nimmt die Ausdehnung einer Rin-
dennekrose auch mit grofler werdender Holzverbrédu-
nung zu (Abb. 2, r2 =0,82), zum anderen ist die Verbrau-
nung im Holz grundsétzlich grof3er als die assoziierte Ne-
krotisierung in der Rinde (WiL.coxon-Test: P < 0,001,
Abb. 3). Dieser Zusammenhang wird auch durch die Pra-
senz des Erregers gestiitzt, der mit der grofSten Stetigkeit

Rinde

Wurzel

Innerer Splint

Untersuchtes Organ/Gewebe

AuRerer Splint

0 10 20 30 40 50 60

Isolationsrate [%]

Abb.1. Nachweis von Chalara
fraxinea in den untersuchten Or-
ganen bzw. Geweben.

70 80 90 100
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aus der Peripherie des erkrankten Gewebes isoliert wer-
den konnte. Die Erhebungen ergaben aul’erdem, dass
der iiberwiegende Anteil der Pflanzen (79%) jeweils nur
eine und deutlich seltener zwei (18%), drei oder sogar
vier (3%) Rindennekrosen mit den korrespondierenden
Holzverbraunungen aufwiesen. An 30% der Pflanzen
wurden dariiber hinaus Zwieselbildungen als Folge abge-
storbener Terminalknospen registriert.

Nach Auswertung der lichtmikroskopisch untersuch-
ten Praparate (Microtomschnitte) ergibt sich fiir C. fraxi-
nea ein plausibles Muster der Besiedlung und Ausbrei-
tung im verholzten Spross. Danach besiedelt der Pilz zu-
néchst und stets vorzugsweise die mit Primdrmetaboliten
(v. a. Stdrke, Fette, Ndhrsalze) angereicherten Gewebe.
Die radiale Ebene erschliel3en sich die Hyphen zumeist
iiber die Parenchymzellen der Holzstrahlen (Abb. 4,
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links), wodurch der Pilz sehr rasch z. B. vom zentralen
Mark bis in das Phloem gelangt. Das Mark und die Gefa-
Be ermoglichen dagegen vorrangig die Ausbreitung in
longitudinaler Richtung. Sowohl in den Geféf3en als auch
im paratrachealen (vasizentrischen) und Holzstrahlpar-
enchym ist die gro3te Besiedlungsdichte zu beobachten
(Abb. 4, rechts). Dort konnen auch die kréftigsten Hy-
phen gemessen werden (bis 7 pm).

In einem spateren Stadium lasst sich C. fraxinea zuneh-
mend auch in den Faserzellen sowie im Kambium und
Phloem nachweisen (Abb. 5, links), wenngleich die Hy-
phen dort im Allgemeinen geringere Durchmesser als in
den Gefaf3- und Parenchymzellen erreichen. Die Ausbrei-
tung von Zelle zu Zelle bzw. in ein benachbartes Gewebe
auf Zellebene erfolgt durch Penetration der Tiipfel mit-
hilfe mechanischen Druckes, wobei die Hyphen in den
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Abb. 4. Wachstum von Hyphen im Holzstrahlparenchym (links, Querebene) und in den Gefafien (rechts, Tangentialebene), Referenzbalken =

opm.

0250

Abb. 5.

Quergeschnittene Hyphen in Fasern und Gefiften (links, Querebene) und Uberginge von Hyphen zwischen Fasern bzw. Gefifben und

Zellen des Holzstrahlparenchyms (rechts, Tangentialebene), Referenzbalken =10um.

Zelllumina verdickt und in den Kanélen als diinne Perfo-
rationshyphen erscheinen (Abb. 5, rechts).

Diskussion

Im Unterschied zu vorangegangenen Untersuchungen
(PrzyBYL, 2002a; HALMSCHLAGER und KirisiTs, 2008; BAKYS
et al., 2008 und 2009; KowaLskl und HOLDENRIEDER 2008
und 2009a) konnte in der vorliegenden Studie eine gro-
Be Anzahl gleichaltriger (dreijéhriger) Baumschulpflan-
zen untersucht werden, die einerseits unter bekannten
und vergleichbaren Freilandbedingungen erzogen sowie
andererseits natiirlichen Infektionen ausgesetzt waren.
Wiéhrend Erhebungen zu duferen Krankheitsmerkmalen
in weitgehend allen bisherigen Untersuchungen stattfan-
den (cf. PrzyByL, 2002a,b,c; BARKLUND, 2005; KOWALSKI
und LukoMska, 2005; CecH, 2006a,b,c; THOMSEN et al.,
2007; SCHUMACHER et al., 2007a, b; Kirisits und HALM-
SCHLAGER, 2008; SKOVSGAARD et al., 2009; BAKys et al.,

2008 und 2009) wurden histologische Ergebnisse bislang
jedoch nicht publiziert. Eine wichtige Ergédnzung stellen
auch die Tests zum Vorkommen pathogener Oomyceten
in der Rhizosphire erkrankter Eschen dar, da bei den Un-
tersuchungen von Bakys et al. (2008) ausschlieBlich
oberirdische Organteile (Blétter, Blattsiele und Rinde)
anhand extrahierter DNA beriicksichtigt wurden. Somit
blieb die Frage noch unbeantwortet, ob bodenbiirtige
Oomyeceten fiir eine maldgebliche Pradisposition bzw. pri-
maére Schiadigung der Pflanzen verantwortlich sein konn-
ten. Die dafiir ausgewéhlten Flutungs- und Kédermetho-
den sowie serologischen Tests sind anerkannte Nach-
weisverfahren, die sich an der Biologie der Erreger orien-
tieren. Aufgrund der nun vorliegenden Ergebnisse, die
sich sowohl auf die negativen Testbefunde als auch Mess-
daten der Wurzelerhebung stiitzen, wird eine urséchli-
che oder relevante Beteiligung von Oomyceten im Krank-
heitsprozess ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu wird die
auch anderenorts festgestellte Bedeutung von Chalara
fraxinea (Teleomorphe: Hymenoscyphus albidus) als
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Haupterreger des Eschentriebsterbens bestétigt, welcher
sich als dominanter Pilz im erkrankten Gewebe noch le-
bender Pflanzen erweist. Die Ergebnisse lassen ebenfalls
den Schluss zu, dass C. fraxinea kein iiberwiegend endo-
phytischer oder wurzelbiirtiger Pilz ist und die Pathoge-
nese somit in den oberirdischen Pflanzenteilen induziert
wird. Der Erreger lasst sich zwar auch in der Wurzel in
gewissem Umfang nachweisen, jedoch nur, sofern die In-
fektion aus dem dariiber gelegenen Spross iibergreift.
Die Ausbreitung im Wirtsgewebe ist von den Zentren der
Invasion grundséatzlich in alle Richtungen moglich,
wenngleich das Wachstum im Holz und dort insbesonde-
re im Mark, den Holzstrahlen sowie GefaRen forciert er-
scheint. Als Nahrungsquelle dienen dem Pilz dabei v. a.
Parenchymzellen, deren Reservestoffe auf dem Weg der
Besiedlung strategisch erschlossen werden. Das bevor-
zugte Wachstum in zentralen Bereichen des verholzten
Sprosses kann fiir C. fraxinea ein Vorteil darstellen, da
dort die Abwehrmechanismen des Wirtes nur einge-
schrénkt wirken.

Die Vermutung der Autoren, dass die Nekrotisierungen
in der Rinde vielmehr die Folge einer bereits vorangegan-
genen Schiddigung im Holzteil sind als der Ausgangs-
punkt der Erkrankung, 1asst sich anhand der signifikan-
ten Unterschiede bei den Isolationsraten in den verschie-
denen Geweben sowie bei den Abmaflen der Verbréu-
nung in der Rinde und im Holz verdeutlichen.

Dariiber hinaus zeigen die positiven Reaktionen beim
BavenNDAMM-Test, insbesondere im Guajakol-Agar, dass C.
fraxinea {iiber ein gewisses Potential zum Abbau von
Holzkomponenten verfiigt. Diese Eigenschaften, in Ver-
bindung mit dem geringen Abwehrverhalten des Wirtes,
lassen durchaus Ahnlichkeiten zu typischen Welke-Erre-
gern aus der Ordnung der Ophiostomatales (cf. WINGFIELD
etal., 1993) erkennen. Xylophage Féhigkeiten sind eben-
falls unter den bei der natiirlichen Astreinigung beteilig-
ten Askomyceten verbreitet (ButiN und KowaLski, 1992).
Die Bildung generativer Fruchtkorper (Teleomorphe) an
den Blattstielen des Falllaubes konnte ein Anzeichen fiir
die urspriingliche Zugehorigkeit des Pilzes zu dieser 6ko-
logischen Gruppe sein.

Flir die Baumschulwirtschaft zeichnet sich fiir die
Eschenproduktion eine zunehmend Besorgnis erregende
Situation ab. Die vorgestellte Studie kann dazu beitra-
gen, die Kenntnisse iiber das Eschentriebsterben zu er-
weitern und damit auch mogliche Losungsansétze fiir zu-
kiinftige préventive und kurative MaRnahmen zielgenau-
er auszurichten.
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