Zum verwandtschaftlichen Anschluf von Omphalotus
Von A. Bresinsky und H. BEsL *)

Institut f. Botanik, Universitdt, D-8400 Regensburg, Deutschland

Summary. Xerocomic acid, variegatic acid, and gyroporin have been
found in cultures of Omphalotus. These compounds together with previously (by
other workers) reported atromentin, atromentic acid and thelephoric acid,
as well as the composition of the hymenophoral trama and the strongly cyano-
philic spores are criteria to consider Omphalotus as a member of the Paxillaceae
rather than of the Tricholomataceae. The type of wood decay, not yet deter-
mined for Omphalotus, would be a further feature to make a decission on the
proper taxonomic position of Omphalotus. The new combination, Omphalotus
tlludens (SCEWEIN.) BRESINSKY et BEsL has been introduced.

In seinem monumentalen Werk ‘The Agaricales in modern
taxonomy’” hat R. SiNngER die Gattung Omphalotus den Tricholo-
mataceen und hier dem Tribus Clitocybeae zugeordnet. Die verfig-
baren Merkmale lieBen bislang keine andere Moglichkeit in Betracht
kommen. Im Bereich der Clitocybeae erfolgt die Ausschliisselung von
Omphalotus auf Grund der an den Hyphensepten vorhandenen Schnal-
len, des pleurotoiden Habitus, der mehr oder minder kugeligen und
glatten. Sporen und der gelben Pigmentierung der Fruchtkérper.
Da die richtige Bewertung von Verwandtschaftsverhaltnissen von den
erkannten und verfiigbaren Merkmalen abhingig ist, sei hier eine
Reihe von neuen Merkmalen mitgeteilt, die es geraten erscheinen
lassen, fiir Omphalotus die Diskussion der angemessenen systemati-
schen Zuordnung erneut aufzunehmen.

AnlaBl fir diese Untersuchungen war der Befund, daf Myzel-
kulturen von Omphalotus Gyroporin und hydroxylierte Pulvinsaure-
derivate in das Kulturmedium ausscheiden. Es sind dies Verbindungen,
die bisher nur bei den Héheren Pilzen und hier nur in Vertretern ge-
funden wurden, die in den weiteren Verwandtschaftsbereich der
Boletaceae, Paxillaceae und Gomphidiaceae zu stellen sind. Auch die
positiven Nachweise dieser Verbindungen in Vertretern der Rhizo-
pogonaceae, Coniophoraceae und. in Chamonizia lassen sich auf Grund
der feststellbaren Beziehungen dieser Taxa zu dem oben genannten
Verwandtschaftsbereich interpretieren.

¥) Wir danken Frl. M. Hackr, Herrn M. KRONFELDNER und Ch. STADLER
fiir zuverldssige und geschickte Mitarbeit, Herrn Prof. Dr. H. P. MoriToRI1s fiir
wertvolle Hinweise.
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Bewertung chemischer und physiologischer Merkmale

Fiir die Untersuchungen standen 7 Kulturen von Omphalotus ver-
schiedener Herkunft zur Verfigung. Die Pigmentausscheidungen
dieser Kulturen wurden von Ch. STADLER und M. KRONFELDNER im
Rahmen ihrer Staatsexamensarbeiten untersucht. Die Leistungen der
Kulturen hinsichtlich der Pigmentausscheidung waren sehr ver-
schieden. Zwei Kulturen, namlich CBS 164.51 (Omphalotus olearius)
und CBS 141.34 (Omphalotus illudens), fallen wegen ihrer zeitweilig
starken Pigmentbildung besonders auf. Im einzelnen konnten folgende
Verbindungen nachgewiesen werden :

Tabelle 1
Verbindung Eigene positive Befunde Erst-
an Stammen nachweis
Thelephorséure 37b; CBS 164.51; CBS 163.55 1)
Atromentin —17) 2)
Atromentinséure CBS 164.51; CBS 141.34 3)
Xerocomsiure CBS 164.51; 4)
Variegatsédure CBS 164.51; 5)
Gyroporin CBS 164. 51; CBS 141.34 6)

1) SULLIVAN, GARRETT & LENEHAN (1971)

2) SvLLIvaN & GuUEss (1969)

3) SineE & ANCHEL (1971)

4) bislang kein Hinweis in der Literatur

5) bislang kein Hinweis in der Literatur

6) Hinweis in BRESINSEY (1974)

7) das Terphenylchinon Atromentin konnte in keinem der von uns untersuchten
Stdmme nachgewiesen werden.

Die Tabelle der nachgewiesenen Pigmente zeigt eine Reihe von
Ubereinstimmungen mit den Paxillaceen, die ihres Lamellenhymeno-
phors halber hauptsichlich fiir einen Vergleich mit Omphalotus in
Frage kommen. So ist Atromentin der Hauptfarbstoff der Frucht-
kérper von Paxillus atrotomentosus (KoGL & PosTowsky, 1924). Das
in Kulturen von Omphalotus auftretende Gyroporin steht in enger
biogenetischer und struktureller Verwandtschaft zu Involutin,
welches fir die Braunverfarbung von Paxillus involutus bei Ver-
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letzung verantwortlich ist (Epwarps, ELswortHY & KaLE, 1967).
Das durch die intensiv grunblaue Verfiarbung mit konzentrierter
Schwefelsdure leicht nachweisbare Gyroporin ist iiberdies Bestandteil
einiger typischer Vertreter der Boletaceen, wie beispielsweise Gyroporus
cyanescens und Leccinum aurantiacum (BESL, BRESINSKY, STEGLICH &
Z1PFEL, 1973; BRESINSKY, BESL & STEGLICH, 1974). Xerocomsiure,
Variegatsiure und Atromentinsdure werden sowohl in Kulturen von
Pazillus wie in denen von Omphalotus gebildet. Thelephorsdure wurde
auch in Paxillus atrotomentosus (GAYLORD & BraDY, 1971) nach-
gewiesen. Aus diesen Befunden muf geschlossen werden, dafl der
Pigmentstoffwechsel von Omphalotus dem der Paxillaceen und Bole-
taceen sehr verwandt ist. Wegen der auBeren Ubereinstimmung der
orangen — chemisch noch nicht aufgeklarten — Pigmentierung der
Fruchtkérper von Omphalotus und Hygrophoropsis aurantiaca drangt
sich der Vergleich mit Hygrophoropsis auf, einer Gattung, die von
Singer zu den Paxillaceen gestellt wurde. Hier sei noch darauf hin-
gewiesen, daB die in der duBeren Ahnlichkeit liegende Doppelginger-
schaft zwischen Hygrophoropsis aurantiaca und Omphalotus in der
Literatur teilweise Beachtung (z. B. Romag~EsI) findet, um den Un-
geiibten vor Verwechslungen zu bewahren, die wegen der bekannten
Giftigkeit von Omphalotus unangenehm wiren. Ein genauer Vergleich
des Pigmentbestandes beider Gattungen mufl Untersuchungen vor-
behalten bleiben, die zur Zeit in Zusammenarbeit mit Prof. Dr.
W. StecLICH, Bonn, durchgefithrt werden und im Rahmen derer die
Angaben von BRESINSEY und BACHMANN iiber das Vorkommen von
Pulvinsdurederivaten in Kulturen von Hygrophoropsis einer Uber-
prifung mittels Massen- und Kernresonanzspektren unterzogen
werden. Die im folgenden zu besprechende Ausscheidung von Phenol-
oxidasen (Tabelle 2, Spalten 1, 2, 3, 5) ins Kulturmedium und die
Bildung von Katalase (Tabelle 2, Spalte 4) wurden von M. HAcKL im
Rahmen einer Staatsexamensarbeit untersucht.

Die Paxillaceen bieten danach ein weitgehend einheitliches Bild,
das einen gewissen Kontrast zu den lignicolen oder vorwiegend holz-
reiches Substrat bewohnenden Vertretern der Polyporaceen, Tricho-
lomataceen, Strophariaceen und Cortinariaceen bildet. Die fehlende
oder geringe Ausscheidung von Laccase ins Kulturmedium steht im
Einklang mit Angaben, wonach Paxillus atrotomentosus und P. panu-
oides eine Braunfiule verursachen (RypAcEE, 1966); auf Grund des
Enzymbildes werden die iibrigen holzbewohnenden Vertreter der
Paxillaceen dem gleichen Fauletyp angehoren, ebenso wie innerhalb
der Boletaceen Pulveroboletus lignicola. Xerocomus badius, eine ge-
legentlich auch holzbewohnende Art, nahert sich in seiner Enzymaus-
scheidung den iibrigen Boletaceen, die generell durch schwéchere, aber
durchaus nicht immer fehlende Laccaseausscheidung (im Agar- und
Tropfentest) gekennzeichnet sind. In diesem Zusammenhang mull auch

100



die zu den Coniophoraceen zahlende Serpula lacrymans gesehen werden,
die u. a. auf Grund der von ihr verursachten Braunfiule und dem
Muster der Enzymnachweise ihre Beziehungen zum Verwandtschafts-
bereich der Boletaceen und Paxillaceen zu erkennen gibt. Demgegen-
itber sind die in der Tabelle 2 aufgefithrten Arten der Polyporaceen,
Tricholomataceen, Strophariaceen und Cortinariaceen teils erwiesener-
maBen Weilfauleerreger, oder das Bild der Enzymausscheidung legt
von wenigen Ausnahmen wie Lentinus adhaerens und Polyporus
brumalis abgesehen, Holzzersetzung nach dem WeiBfauletyp nahe.
Die gelegentlich sehr abweichenden Enzymnachweise innerhalb einer
Familie oder Gattung zeigen, wie im Falle der Nitratreduktase auch
(BrESINSKY und SCHNEIDER, 1975), daB physiologisch bedeutsame
Merkmale in bestimmten Verwandtschaftsbereichen nicht durch-
laufend und einheitlich, sondern nur in einer Ausnahmen und Uber-
gange zulassenden Tendenz vorwiegender Auspragung realisiert sind.
In diesem Sinne miissen auch die Testergebnisse an Omphalotus ge-
sehen werden, die nicht zu dem hauptsachlich verwirklichten Bild bei
den holzbewohnenden Paxillaceen und Boletaceen (schon eher zu den
nicht holzzersetzenden Boletaceen) passen wollen. Eine Untersuchung
der von Omphalotus bewirkten Holzfaule wire jedenfalls vom syste-
matischen Gesichtspunkt sehr wiinschenswert, weil sich daraus ein
zusatzliches Kriterium fiir die Zugehorigkeit von Omphalotus zu den
Paxillaceen oder Tricholomataceen gewinnen lieBe.

Vergleich morphologischer Merkmale

Bislang waren keine morphologischen Merkmale erkennbar, die
die chemischen Befunde der Pigmentierung hatten verstiandlich er-
scheinen lassen kénnen. Um die in der ndheren Umgebung unseres
Wohnortes nicht vorkommende, da vorwiegend sidlich verbreitete,
Gattung Omphalotus auch an Frischmaterial morphologisch studieren
zu koénnen, hat Ch. STapLEr Fruchtkorper von Omphalotus illudens
aus einer Myzelkultur erzeugt, die 1934 von OvERHOLTS isoliert und
seitdem unter der Nummer CBS 141. 34 im bekannten Baarner Institut
gehalten wird (Abb. 1). Die Fruchtkdrperkultur von Omphalotus war
durch die Arbeiten von Youwne (1914), BoraE (1930), Lorwaa (1952)
und CAREY (1974) bereits erfolgreich durchgefiihrt, und die Versuche
von STADLER konnten sich an diesen Vorarbeiten orientieren.

Die gewisse auBere Ahnlichkeit von Omphalotus mit Hygrophoropsis
hat die vergleichende Betrachtung dieses Gattungspaares unter
Beriicksichtigung der Gattungen Paxillus, Clitocybe und Pleurotus
ausgelost. Im Rahmen dieser Gattungen zeichnen sich Hygrophoropsis
und Omphalotus durch sehr dicke, 1 mm Breite erreichen de Lamellen aus.
Bei Omphalotus illudens (Abb. 2a) verjingen sich die Lamellen
gegen die Schneide keilférmig. Im Querschnittbild fallt ein medianer,
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Abb. 2. a. Omphalotus sp. — b. Hygrophoropsis aurantiaca. — c. Paxillus
involutus. Masstab 50 pm)
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gich nach vorne verjiingender Strang von nahezu regulirem Aufbau
auf (350—750 pm). An den Septen der langen, 3—5 pm dicken Zellen
sind haufig Schnallen sichtbar. Von diesem medianen Stratum aus
zweigen divergierend Hyphen in Richtung der beiden Hymenien ab
und bilden durch ihre steile und regelmaBig divergierende Ausrichtung
zwei deutliche, jeweils ca. 125 pm maéachtige Lateralschichten, die wir
als Hymenopodien bezeichnen kénnen. Zusammengenommen machen
die beiden lateral divergierenden Schichten ca. !/; bis 1/,, dement-
sprechend das mediane Stratum 2/; bis 1/,, der gesamten Querschnitts-
breite aus. Die Basidien sind keulig, 30—40x 6—8 pm. Die kugeligen
Sporen sind weder amyloid noch pseudoamyloid, jedoch entschieden
cyanophil.

Bei Hygrophoropsis aurantiaca (Abb. 2b) wird die auBler-
gewohnliche Breite der Lamellen durch die sehr lockere und zugleich
ausgedehnte Verflechtungsweise der Tramahyphen bewirkt.

Die Hyphen sind hier ziemlich breit (X 3—13 pm). Die Basidien
sind relativ schlank, keulenférmig, 4-sporig und messen 25—35 X
5—7 pm. Die Sporen sind deutlich pseudoamyloid und entschieden
cyanophil. Zwischen Trama und Hymenium findet sich eine ca. 25—
30 um dicke, kompaktere Schicht mit vorwiegend divergent gegen die
Basidien orientiertem Hyphenverlauf. Durch Verlingerung der
Hyphenglieder dieses nur schwach lateralen Hymenopodiums wiirde
sich ein Bild ergeben, das dem von Omphalotus weitgehend entspriche.
Diese Befunde stehen in deutlichem Gegensatz zu Pleurotus (unter-
suchte Art: Pl. ostreatus) und Clitocybe (untersuchte Art: Cl. inornaia).
Sowohl bei Pleurotus als auch bei Clitocybe ist kein Hymenopodium
erkennbar, die Subhymenien bilden jeweils recht deutlich Schichten
aus kurzgliedrigen, polymorphen bis rundlichen Zellen. Die Lamellen-
trama sowohl von Omphalotus wie von Hygrophoropsis ist im Unter-
schied zu diesen Genera mehr oder minder bilateral und zwar im Sinne
von SINGER derart, dafl die Hyphen in die Seiten divergieren
(Omphalotus) oder daBl sich vom Mediostratum laterale Schichten aus
kompakt gelagerten, verwobenen Hyphen von nur leichter Divergenz
(Hygrophoropsis) abheben.

Das Merkmal der bilateralen Lamellentrama ist korreliert mit
stark cyanophilen Sporen, mit gabeligen Lamellen (bei Hygrophoropsts
stiarker; bei Omphalotus schwacher, aber doch deutlich!) und mit den
schon erwahnten charakteristischen Pigmenten. Die genannten
Merkmale bringen die Gattung Omphalotus mehr in die Nahe von
Hygrophoropsis oder Paxillus (untersuchte Art: P. snvolutus; Abb. 2¢)
und damit eher zu den Paxillaceen als in den Bereich der Tricholo-
mataceen. Als taxonomische Konsequenz wird vorgeschlagen, die
Gattung Omphalotus aus dem Verbande der Tricholomataceen auszu-
gliedern und den Paxillaceen anzuschlieBen. Ob derart weitgehende
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Divergenzen bestehen, dafl eventuell an die Abgrenzung einer neuen,
den Paxillaceen nahestehenden Familie der Omphalotaceen zu denken
ist, kann vorldufig nicht entschieden werden.

Bei Omphalotus illudens handelt es sich um eine in Farbung und
in den Eigenschaften des Stieles von Omphalotus olearius geschiedene
Sippe. Bei ersterer ist der Hut orange bis kraftig safrangelb und der
Stiel ist am Grunde hohl, was an den in Kultur erzeugten Frucht-
korpern bestatigt werden konnte. Aus der Abtrennung als eigene Art
und aus der zweifelsfreien Zugehorigkeit zu Omphalotus ergibt sich
die Notwendigkeit zur folgenden Neukombination:

Omphalotus illudens (SCHWEIN.) comb. nov.

Basionym: Agaricus illudens SCEWEIN. in Synopsis fungorum Carolinae
superioris. — Schriften Nat. Ges. Leipzig 1, 81, 1822.

Methoden

Fiir die Fruchtkérperkultur wurde zunéchst Flissigmedium folgender
Zusammensetzung hergestellt:

In 11 Wasser:

KH,PO, 0,5g Glukose 10g
MgS80, % TH,0 0,5¢g Inosit 0,05 g
ZnS0,x 7TH,0 0,5 ml (1: 500) Alanin lg
FeCly X 6H,0 1ml 19, Asparagin 15g
MnSO, x 1H,0 0,5 ml 1% Aneurin 50 ug
Maltose 20 g Biotin 1 ug

50 ml dieses Flussigmediums wurden mit 30 g fein gehéckseltem Stroh
gemischt. Der so bereitete Nahrboden wurde in 1000 ml Erlenmeyerkolben
gebracht, autoklaviert und nach dem Abkiihlen steril mit Myzelimpfstiicken
aus Vorkulturen in Petrischalen (fester Néhrboden) beimpft. Die GroéBe der
Impfstiicke betrug etwa 2X2 cm. Die angeimpften Anséitze wurden fir die
Dauer der Anwachsphase bei 23° C gehalten. Nachdem die Substratoberfliche
fast ganz mit Myzel bewachsen war, wurden die Kulturen niedrigeren Tempe-
raturen (20° C) zur Einleitung der Fruchtkérperbildung ausgesetzt. Um eine
hohe Luftfeuchte zu gewéahrleisten, wurden die mit Wattestopfen verschlossenen
Kulturgefifie in kleinem aus Plastikfolien hergestellten Zelt aufbewahrt, in
welchem ein mit Wasser gefillter Behélter stand. Aulerdem wurden téglich
Winde, Boden und Abdeckung des Zeltes mit Wasser besprengt. Eine Halfte
der Ansétze erhielt Dauerlicht, die andere Hélfte 7 Wochen Dauerdunkel, dann
Licht. Der Pilz braucht allerdings keine Dunkelheit zur Bildung von Primor-
dien, jedenfalls bei dem hier geschilderten Verfahren nicht (vergleiche Youne
1914).

Grofle Bedeutung fir die Fruchtkérperbildung hat die Teilchen-
grofle des Strohs und besonders die Menge der zugegebenen Nahr-
fliissigkeit. Sobald sich iiberschiissige Fliissigkeit am Boden des Kultur-
gefiBles sammelt, kommt es nicht zur Fruchtkorperbildung. Bei
richtigem Ansatz wird das Stroh vom Myzel rasch durchwachsen,
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Sydowia Beiheft 8 Plate I

Abb. 1, 1—4: Hoehnelomyces sp. en culture. 1 et 2: basidiomes LY 7545 sur

olives récoltées pres Portofino. 1 (x3), 2 (x8). (Photo Jaques CHARBONEL).

3: culture LY 7545 sur NOBLES & 6 semaines (X 2/3). 4: fructification apparues

en tube de NoBLES & 4 mois (X 8). (Voir BoipiN, CANDOUSSAU & LANQUETIN,
p. 71—175).

Abb. 1, 5: Omphalotus illudens (in Kultur, CBS 141.34). (s. BRESINSKY & BEsL,
p- 89—109).






wobei Bereiche, die nicht von der Nahrfliissigkeit befeuchtet wurden,
ausgespart bleiben. Bevorzugt in diesen Bereichen erscheinen die
Fruchtkérper und zwar nach ca. 10 Wochen, biischelweise, z. B. aus
11 Exemplaren zusammengesetzt.

Fiir die Untersuchung der in das Kulturmedium ausgeschiedenen
Pigmente erfolgte die Kultur nach der in BRESINSKY (1974) be-
schriebenen Methode in Petrischalen fiir die Dauer von 7 Wochen.

Der Inhalt von 4 Petrischalen (Myzel+Néahrmedium) wurde in
Methanol, dem zur Vermeidung unerwiinschter Oxidationsreaktionen
ein paar Tropfen Salzsiure zugesetzt waren, zerkleinert und mehrmals
mit frischem Losungsmittel erwdrmt. Den nach dem Eindampfen der
filtrierten Extrakte am Rotationsverdampfer erhaltenen Riickstand
versetzt man mit Wasser und schiittelte mehrmals mit Essigsaure-
athylester aus. Durch Trocknen der vereinigten KEsterausziige mit
wasserfreiem Natriumsulfat wurde ein rohes Pigmentgemisch erhalten.

Ein davon angefertigtes Diinnschichtchromatogramm liel deutlich
mehrere Farbzonen erkennen. Eine Auswertung war wegen stérender
Begleitsubstanzen jedoch nicht moglich. Zur weiteren Reinigung bzw.
Anreicherung der Pigmente erwies sich eine Sdulenchromatographie an
Sephadex LH-20 mit Methanol als Elutionsmittel als sehr geeignet.
Hierbei konnten &lige Stubstanzen mit dem Vorlauf abgetrennt
werden. Die fortschreitende Elution ergab mehrere gelbe bis rote und
eine violette Zone, die jeweils im Vakuum eingedampft und diinn-
schichtchromatographisch untersucht wurden. Die Identifizierung
der einzelnen Pigmente erfolgte durch Vergleich des chromato-
graphischen Verhaltens und von Farbreaktionen mit authentischen
Vergleichsproben.

Thelephorsdure konnte neben seinem Farbverhalten gegeniiber
Sauren und Basen zusétzlich durch sein Absorptionsspektrum identi-
fiziert werden; dieses stimmte mit dem von synthetischer Thelephor-
sdure iiberein.

Thelephors. (Omphalotus) amax. (EtOH): 262, 303, 484 nm
Thelephors. synth. Amax. (EtOH): 264, 302, 485 nm

Die Nachweise von Laccase, Katalase und Tyrosinase
erfolgten im Agartest nach Borpin, HiaucHI und LYr bzw. nach der
Tropfentestmethode von LyR. Die zum Test verwendeten Pilze wurden
itber Mb-Néhrboden nach MoSER (Zusammensetzung siehe BRESINSKY,
1974) aufgefrischt. Die Kultur erfolgte bei Zimmertemperatur mit
Schwankungen von 21—23° C unter Tageslicht. Der verwendete Mb-
Nahrboden wurde auf pH 4,8—5,0, der Malzagar auf pH 5,5 eingestellt.

Die Untersuchungen an Omphalotus wurden mit folgenden Kul-
turen durchgefiihrt:
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Omphalotus olearius:

Bresinsky 37b BRD, Emmendingen ; HILBER.
CBS 145.28 Osterreich; Zacu

CBS 164.51 Osterreich, LoEWAG.

CBS 106.40 Ttalien, Venedig; ZoBL

CBS 135.29 unbekannt.

CBS 163.55 Ungarn ; Borus.

Omphalotus lludens:

CBS 141.34 USA ; OVvERHOLTS, 1934.

Die Cyanophilie der Sporen wurde nach der Methode von
KotraBa und Pouzar bestimmt.
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