Kulturversuche mit Hypomyzetazeen
Von Giinter R. W. Arnold

(Institut fir Botanik, Friedrich-Schiller-Universitit Jena, DDR)

Viele Askomyzeten, besonders Pyrenomyzeten, zeichnen sich durch
einen reichen Pleomorphismus aus. Neben der Schlauchform treten im
Entwicklungskreis solcher Pilze verschiedene Nebenfruchtformen (Ko-
nidien, Chlamydosporen, Sklerotien) auf. Vorliegende Arbeit, die einigen
Vertretern der Familie Hypomycetaceae gewidmet ist, verfolgt vor allem
das Ziel, mit Hilfe von Reinkulturen, die zum groflen Teil aus Asko-
sporen gewonnen wurden, die Fruktifikationsverhéltnisse dieser Arten,
besonders den Zusammenhang von Haupt- und Nebenfruchtformen, zu
untersuchen.

Die Briider Tulasne (1865) hatten zwar schon auf die Zusam-
mengehirigkeit von Perithezienfriichten und imperfekten Stadien vieler
Askomyzeten hingewiesen, aber nicht experimentell den Beweis dafiir
erbracht. Die Vielzahl der Imperfekten-Gattungen, die von ihnen
als Konidienstadien zu Hypomyces gezogen worden waren, ist inzwischen
reduziert worden. Nachstehende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die
untersuchten Pilzarten und ihre Fruchtformen in der Natur und in Kul-
tur (in Klammern).

Name Perithezien  Konidien  Chlamydosporen  Sklerotien
A. chrysosperma + (=) + (+) + (+) — {—)
A. tulasneana + (=) + (+) + (+) — (=)
H. aurantius + (+) + (+) + (+) — (=)
H. ochraceus + () + (+) — (=) + (+)
H. odoratus — (+) + (+) — (=) + (+)
H. rosellus + (+) + (+) — (=) + (+)

Material und Methode

Als Material fiir vorliegende Untersuchung dienten Reinkulturen,
die mit einer Ausnahme aus Frischmaterial gezogen wurden. In allen
Irdllen handelt es sich um Einsporkulturen, die mit Hilfe der Verdiin-
nungsmethode aus einer Sporensuspension auf Agarplatten gewonnen
wurden. Zur Verwendung gelangten folgende Stimme:

Apiocrea chrysospermae (Tul.) Syd.; Stamm 83, aus Konidien, auf
Xerocomus chrysenteron (Bull. ex St. Amans) Quél., Bad Berka bei
Weimar, 21, IX. 1960; Stamm 361, aus Askosporen, auf Xerocomus
badius (Fr.) Kiihn. ex Gilb., Harz, 5. IX. 1961. Der Pilz wird sehr hiufig
angetroffen; die Schlauchform ist jedoch selten.

Apiocrea tulasneana (Plowr.) Syd.; Stamm 481, aus Konidien, auf
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Boletus luridus Fr., Weimar, 8. VIIL. 1962; Stamm L 93, aus Askosporen,
auf Boletus sp., Estn. SSR, Vormsi, 11. IX. 1967. Aus der DDR ist nur
ein Fundort bekannt, wo bisher nur die Nebenfruchtform beobachtet
wurde.

Hypomyces aurantius (Pers. ex Fr.) Tul,,; Stamm 341, aus Asko-
sporen, auf Polyporus squamosus (Huds.) Fr., Jena, Botan. Garten,
4. VI. 1961; Stamm 218, aus Konidien, auf Clitocybe inversa (Scop. ex
Fr.) Quél,, Bad Berka bei Weimar, 1. XII. 1960. Konidien- und Schlauch-
form sind hiufig.

Hypomyces ochraceus (Pers. ex Fr.) Tul.; Stamm 57, aus Konidien,
auf Lactarius quietus Fr., Ettersberg bei Weimar, 1. IX. 1960, Stamm
363, aus Askosporen, auf dem Erdboden, Holzdorf bei Weimar, 20. VIII.
1961. Die Konidienform ist sehr hiufig, die reife Schlauchform wurde
nur einmal gefunden.

Hypomyces odoratus Arnold; Stamm 24, aus Konidien, auf Russula
sp., Weimar, 22. VIII. 1960; Stamm 82, aus Konidien, auf Tricholoma
terreum (Schff. ex Fr.) Kummer, Forst bei Jena, 20. IX. 1960. Haufig.

Hypomyces rosellus (A. et S. ex Fr.) Tul.; Stamm 383, aus Asko-
sporen, auf dem Erdboden, Holzdorf bei Weimar, 10. X. 1961; Stamm
470, aus Konidien, auf Russula sp., Holzdorf bei Weimar, 8. VIII. 1962,
Die Konidienform kommt recht hédufig vor, die Schlauchform ist sel-
tener.

Es wurde ein Ni#hrboden folgender Zusammensetzung benutzt:
Glukose 30 g, Pepton 1,7 g, KCI 0.5 g, MgSO, - 7 H,0 0.5 g, KH,PO, 1 g,
Agar 17 g, Leitungswasser 1 1. Das Medium wurde bei 120° C 25 Min.
lang autoklaviert und in trocken sterilisierte Petrischalen von 10 em
Durchmesser (je 20 ccm) gegossen. Die Schalen wurden mit kleinen,
moglichst gleichartigen Myzelstiickchen 10 Tage alter Kulturen beimpft,
entweder ins Zentrum oder bei den Kombinationen an sich gegeniiber-
liegenden Stellen am Schalenrand. Auf Malzagar zeigten die Pilze iibri-
gens ein gleiches Wachstumsbild wie auf obigem Nihrboden. Die be-
impften Schalen wurden fiir die Dauer von vier Wochen bei einer Tem-
peratur von 21° C im Dunkelraum gehalten und wochentlich zweimal
kontrolliert.

Allgemeine Bemerkungen

Kulturversuche mit Hypomyzetazeen wurden bisher nur in geringem
Umfange durchgefiihrt. Brefeld (1891) gelang die Gewinnung der
hoheren Fruchtform bei Nectriopsis violacea (Schm. ex Fr.) Maire
[= Hypomyces violaceus (Schm. ex Fr.) Tul.] und bei Pyxidiophora
asterophora (Tul.) Maire (= Hypomyces asterophorus Tul.). Wollen-
weber (1924) ziichtete Hypomyces rosellus, beobachtete jedoch nur die
Konidienform, wihrend er in einer anderen Arbeit (1926) berichtet, daB
H. aurantius auf Reisbrei willig Perithezien bildet, ohne niher auf die
Bedingungen ihrer Bildung einzugehen. Zycha (1935) gelang es, bei
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gleichzeitigem Wachstum zweier Herkiinfte von H. rosellus in einer
Petrischale, Perithezien zu ziichten, die etwa vier Wochen nach dem
Impfen erschienen. Nicot und Parguey (1963) erhielten in Kultur
aus zwei Herkiinften von H. auraentius die Schlauchform,

Die Vertreter der Fam. Hypomycetaceae werden in der Literatur
allgemein als Parasiten auf anderen Pilzen bezeichnet (Tulasne,
1865; Plowright, 1883; Dingley, 1951; Munk, 1957; Miiller
und von Arx, 1962). Von einem echten Parasitismus kann man wohl
nur in einigen Fillen sprechen, und zwar bei den Arten der Gattungen
Peckiella und Apiocrea sowie bei Hypomyces lactiflorum (A. et S. ex Fr.)
Tul.,, jedoch nur bedingt bei den imperfekten Stadien der iibrigen
Hypomyces-Arten. Diese bilden ihre hohere Fruchtform zum grofiten
Teil als Saprophyten auf abgestorbenen Fruchtkérpern von Hymeno-
myzeten, besonders Polyporazeen, auf dem Erdboden oder auf anderen
Substraten (altes Holz, verfaulende Blédtter) in der Nidhe der inzwischen
vergangenen Wirtspilze aus. Die relative Seltenheit reifer Exemplare von
Hypomyces- und Apiocrea-Arten in der Natur ist vor allem durch
ungiinstige klimatische Bedingungen zu erklidren. In den meisten Fillen
reicht, wenigstens in Mitteleuropa, die notwendige feuchte Witterung
nicht aus, um die angelegten Perithezien zur Reife zu bringen; diese
trocknen vorzeitig ein. Auch werden sie oft nur iibersehen. Es ist an-
zunehmen, dafl viele Hypomyzetazeen saprophytisch im Erdboden leben
konnen oder wenigstens hier in Form von Dauerstadien (Chlamydosporen
oder sklerotialen Hyphenkndueln) iiberdauern, um dann zu gegebener
Zeit auf das Myzel oder die Fruchtkorper ihrer Wirtspilze iiberzugehen.
Vertreter der Gattungen Peclkiella und Apiocrea kann man {ibrigens jedes
Jahr an derselben Stelle antreffen.

Kulturversuche

Apiocrea chrysosperma. Die Konidien keimen auf dem Nidhrboden
oder in Leitungswasser leicht aus, die Askosporen jedoch nur zu einem
geringen Teil; die aus ihnen erhaltenen Kulturen sind untereinander
identisch. Es entwickelt sich ein dichtes, kurzes, anfangs weiBes Luft-
myzel, das bereits nach vier Tagen zur Konidienbildung iibergeht. Etwas
spiter setzt im Zentrum der Kolonie die Chlamydosporenbildung ein,
worauf die Kultur eine gelbe Firbung annimmt, die schlieBlich in eine
orange- oder goldgelbe iibergeht. Die Nebenfruchtform von A. chryso-
sperma ist als Sepedonium chrsyospermum Bull. ex Fr. bekannt. Die
Kolonie erreicht nach 14 Tagen einen Durchmesser von 94 mm. Weder
in Allein- noch in Mischkultur wurden von diesen beiden Stimmen, aber
auch nicht von der groflen Zahl (23) weiterer Stimme von A. chryso-
sperma, Perithezien gebildet. Die MaBe der Konidien in Kultur betragen
T—23 > 5—7 y, die der Chlamydosporen 12—22 y im Durchmesser.
Wihrend bei Stamm 83 die Chlamydosporen, als dominierende Sporen-
form im Gegensatz zu den bald verschwindenden Konidien, regelmiBig
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iiber die gesamte Oberfliche der Kolonie verteilt entstanden, bildeten sie
sich bei Stamm 361 in konzentrischen Zonen.

Apiocrea tulasneana. Die Konidien keimen leicht auf dem Nihr-
boden oder in Leitungswasser, ebenfalls die sich bereits ein Jahr im
Herbar befindlichen Askosporen von Stamm L 93. Die Kolonie erreicht
nach 6 Tagen einen Durchmesser von 66 mm. Es entwickelt sich ein
schwaches, weilliches Luftmyzel, das schon nach vier Tagen Konidien
bildet, etwas spater auch Chlamydosporen. Die Kultur wird dann creme-
farben. Die Nebenfruchtform gehort in die Gattung Lejosepium [L. tu-
lasneanum (Sacc.) Arnold]. Neben den Chlamydosporen beobachteten
wir sich an Verticillium-artigen Triagern bildende Konidien, Diese Ko-
nidienform zeigt iibrigens bei mehreren Hyphomyzeten [Sepedonium
brunneum Peck, S. chrysospermum, Lejosepium chlorinum (Sacc.) Fon-
tana, L. tulasneanum, Stephanoma strigosum Wallr., Blastotrichum
puccinioides PreuBl, Mycogone cervina (Fr.) Bon., M. rosea (Fr.) Bon.
und M. perniciosa (Magnus) Delacr.] eine grofle Ubereinstimmung, es
variieren nur die Septenzahl der Konidien sowie deren Form und GroBe.
Die MaBe der Konidien (Phialosporen) in Kultur betragen 7—15 X
5—6 y, die der Chlamydosporen 14—21 X 10 u. Es gelang nicht, aus
diesen beiden Kulturen Perithezien zu gewinnen. Die Kulturen aus Koni-
dien oder aus Askosporen unterscheiden sich nicht voneinander.

Hypomyces aurantius. Askosporen und Konidien keimen leicht auf
dem Nihrboden oder in Leitungswasser, wobei sich aus ihnen gleich-
artige Kolonien entwickeln. Es bildet sich ein lockeres, weilles Luft-
myzel aus, welches schon nach drei Tagen Konidien produziert, die zu
mehr oder weniger langen Ketten zusammenkleben. Die Intensitit der
Konidienbildung nimmt nach dem Rande der Kolonie hin zu. Die Neben-
fruchtform von H. aurantius ist als Diplocladium minus Bon. bekannt.
Nach 6 Tagen hat die Kolonie einen Durchmesser von 94 mm erreicht.
Stellenweise entsteht ein hell- oder orangegelbes Subikulum, in dem
spiter lingliche, drei- bis vierzellige, dickwandige, glatte, bleiche bis
bréunlichgelbe Chlamydosporen zu finden sind. Beide Stdmme bilden
in Alleinkultur keine Perithezien, wohl aber in Mischkultur, und zwar
20—28 Tage nach dem Impfen. Subikulum und Perithezien farben sich
unter Einwirkung von KOH violett. Diese Farbreaktion ist jedoch nicht
artspezifisch, sondern tritt auch noch bei anderen gelbfriichtigen Hypo-
myces-Arten auf, einschliefllich H. rosellus, bei dem sowohl in der Natur
alg auch in Kultur gelbliche Perithezien vorkommen. Eine Ausnahme aus
dieser Regel bildet Hypomyces polyporinus Peck, dessen Subikulum und
Perithezien sich unter Einwirkung von KOH nicht verfirben. Aus den
Perithezien werden nach etwa 2 Wochen die reifen Askosporen, in der
Form eines gewundenen Wiirstchens, ausgestoBen. Aus solchen Asko-
sporen wurden wiederum Kulturen erhalten, die mit den urspriinglichen
identisch waren. Die Mal3e der in Kultur erhaltenen Askosporen betragen
24—28 X 5—=6 y, die der Konidien 9—16 > 6—9 y.
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Hypomyces ochraceus. Die Konidien keimen auf dem Nihrboden
oder in Leitungswasser leicht aus, die Askosporen jedoch nur in wenigen
Fillen. Bei den Kulturen aus beiden Sporenformen entwickelt sich ein
sehr lockeres, fast farbloses, sehr schnell wachsendes Luftmyzel, das
bereits nach zwei Tagen zur Konidienbildung iibergeht. Das Konidien-
stadium von H. ochraceus ist als Verticillium agaricinum (Fr.) Corda be-
kannt. Die Kolonie erreicht nach 5 Tagen einen Durchmesser von 96 mm.
Neben den Konidien werden zahlreiche, fast kugelige zu Beginn, spiiter
lingliche und schlieBlich unregelmiBig geformte, anfangs fast farblose,
dann braunliche sklerotiale Hyphenkniduel unterschiedlicher Griosse
(0.7—2 mm im Durchmesser) gebildet. Rasch tritt die Alterung der
Kolonie ein, die dann eine leicht braunliche Fiarbung annimmt. Die Bil-
dung von Chlamydosporen wurde nicht beobachtet. Ein Subikulum oder
Stroma wurde weder in Allein- noch in Mischkultur angelegt. Die Koni-
dien messen 10—16 } 6—9 u.

Hypomyces odoratus. Die Konidien keimen leicht auf dem Nihr-
boden oder in Leitungswasser. Es entwickelt sich ein dichtes, wattiges
Luftmyzel, das nach 4 Tagen Konidien produziert. Das Konidienstadium
konnte als Diplocladium elegans Bain. et Sart. identifiziert werden.
Stellenweise bildet sich ein weiles oder rotliches Subikulum. Sehr hiufig
werden im Luft- und Substratmyzel sklerotiale Hyphenkniuel angetrof-
fen, besonders an den Stellen, wo das Luftmyzel mit dem Schalenrand in
Beriihrung kommt. Die Kolonie erreicht nach 6 Tagen einen Durch-
messer von 94 mm. Die Konidienbildung ist auch nach fast achtjihriger
Kultivierung des Pilzes nicht zuriickgegangen. Beide Stimme gingen bei
gleichzeitigem Wachstum in einer Petrischale zur Fruchtkorperbildung
iiber. Die Perithezien bildeten sich anfangs entlang der Beriihrungslinie
beider Myzelien, spiater auch auf der gesamten Fliche des Subikulums.
In Alleinkultur der Stidmme wurden keine Perithezien beobachtet. Es
kam jedoch auch vor, daBl sich bei der Kombination beider Stimme keine
Perithezien bildeten. Herr. Dr. W. Gams (Baarn) teilte mir brieflich
mit, daf} er ebenfalls in kombinierten Kulturen regelmiflig Perithezien
ziichtet. Die Konidien (Phialosporen) messen 20—32 X} 9—12 y, die
Askosporen 24—30 X 5—6.5 u. Aus den Askosporen wurden wieder
Kulturen erhalten, die allein nur die Nebenfruchtform, in Kombination
auch Perithezien bildeten.

Hypomyces rosellus. Die Konidien keimen leicht auf dem Nidhrboden
oder in Leitungswasser, die Askosporen seltener. Hiufig wurden Ana-
stomosen zwischen den Keimschliuchen benachbarter Konidien beobachtet.
Bei den Kulturen aus beiden Sporenformen entwickelt sich ein iippiges
Luftmyzel, das anfangs fast farblos ist, spéter eine ritliche oder rotlich-
gelbe Farbung annimmt. Bereits nach 4 Tagen setzt die Konidienproduk-
tion ein. Die Kolonie erreicht nach 6 Tagen einen Durchmesser von
94 mm. Das Konidienstadium wurde als Dactylium dendroides Bull. ex Fr.
identifiziert. AuBerdem wurden in groRer Zahl sklerotiale Hyphen-
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kniuel gebildet, sowohl vom Luft- als auch vom Substratmyzel, die zu
regelrechten Krusten bis zu 8 mm Durchmesser auswachsen kdénnen.
Beim gleichzeitigen Kultivieren beider Stimme, die sich in Wachstum,
Farbe und Intensitit der Konidienbildung nicht voneinander unterschei-
den, in einer Petrischale wurden nach etwa 14 Tagen, zuerst an der
Beriihrungslinie, dann auf der ganzen Oberfliche beider Kolonien, Peri-
thezien gebildet. Nach weiteren 14 Tagen wurden aus den reifen Frucht-
kérpern die Askosporen ausgestoBen. Die Stimme bilden in Alleinkultur
niemals Fruchtkorper aus. Ein Umstand ist erwdhnenswert: die Bildung
der héheren Fruchtform in Mischkultur kann durch einen mechanischen
Reiz (leichtes Andriicken des Myzels oder Anritzen mit einer Priparier-
nadel) induziert werden. Die in Kultur erhaltenen Askosporen messen
26—40 X 6—7 y, die Konidien (Sympodiokonidien; Terminologie von
Kendrick, 1962) 18—32 X 10—12 u. Wie bei H. aurantius und
H. odoratus wurden auch bei dieser Art aus den in Kultur erhaltenen
Askosporen Tochterkulturen gewonnen, die mit den urspriinglichen iiber-
einstimmen.

Besprechung

Eines der Hauptprobleme der modernen Mykologie ist die Auf-
deckung des Zusammenhangs der hoheren Fruchtform von Askomyzeten
und ihren Nebenfruchtformen sowie der experimentelle Nachweis dieser
Zusammengehorigkeit mit Hilfe von Kulturversuchen. Daraufhin haben
wir mehrere Vertreter der Fam. Hypomycetaceae in Reinkultur unter-
sucht und ihr Verhalten, besonders die Fiahigkeit zur Perithezienbildung,
gepriift. Die Arten der Gattung Apiocrea lieferten jedoch nur Neben-
fruchtformen, und zwar einzellige Konidien an Verticillium-ahnlichen
Konidientrigern und Chlamydosporen, die zu Sepedonium bzw. Lejo-
sepium gehoren. Uber die Bedingungen der Perithezienbildung bei Apio-
crea in der Natur wissen wir fast nichts. Welche Faktoren neben den
Witterungsverhiltnissen (bei regnerischem Wetter entwickeln sich ein-
mal die Nebenfruchtformen zu schnell und zu iippig, zum anderen ver-
west der Wirtspilz in kurzer Zeit, wahrend bei Trockenheit der Pilz
vorzeitig austrocknet) eine Rolle spielen, ist unbekannt. Die Wirtspilze
diirften hier kaum von Bedeutung sein, denn wir haben Perithezien so-
wohl auf Pawillus involutus Batsch ex Fr. als auch auf verschiedenen
Boleten gefunden. Es wurde noch nicht beobachtet, dafl die Apiocrea-
Arten vom Wirtspilz auf den Erdboden oder andere Substrate iibergehen.
Wodurch die Fruchtkérperbildung bei Apiocree in Kultur induziert wer-
den kann, muf3 noch herausgefunden werden, denn die Kombination ver-
schiedener Stamme, die bei einigen Hypomyces-Arten erfolgreich war,
fiihrte hier zu keinem positiven Ergebnis.

Mit groBerem Erfolg verliefen die Kulturversuche bei Hypomyces.
H. aurantius, dessen Konidienform in der Natur fast das ganze Jahr
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iiber, vorwiegend jedoch in der kiihleren Jahreszeit, vorkommt, bildete
in bestimmten Einsporkultur-Kombinationen regelmiBlig seine Perithe-
zien. Diese wurden jedoch von einigen Myzelisolationen hervorgebracht.
Mit der gleichen Leichtigkeit und Stetigkeit wurden Perithezien auch
bei H. rosellus erhalten. Bei H. odoratus trat die Perithezienbildung bei
der Kombination beider Stdmme nicht in jeder Versuchswiederholung
ein, ohne daB hierfiir Ursachen gefunden werden konnten. Hypomyces
aurantius, H. odoratus und H. rosellus legen ihre Perithezien in einem
tidigen Subikulum an, sich im Laufe ihrer Entwicklung daraus erhebend,
reif nur noch mit der Basis eingesenkt bleibend. Die Konidienstadien
der untersuchten Hypomyces-Arten gehoren zu den Gattungen Dactylium,
Diplocladium und Verticillium. Hinsichtlich ihrer Entstehungsweise
unterscheiden sich die Konidien: Dactylum dendroides besitzt Sympodio-
konidien, wiéhrend sich Diplocladium minus und D. elegans und Verti-
cillium agaricinum durch Phialosporen auszeichnen. MaBe und Gestalt
der in Kultur gewonnenen Konidien und Askosporen unterscheiden sich
nicht wesentlich von denen aus der Natur. Die Bildung der von einigen
Autoren (Plowvright, 1883; Petch, 1938; Bitner, 1953) zu
H. ochraceus gezogenen Chlamydosporenform Blastotrichum puccinioides
PreuBl konnte in Kultur nicht beobachtet werden. Wir sind der Meinung,
daB3 B. puccinioides mit H. ochraceus nichts zu tun hat, was sowohl durch
unsere Beobachtungen in der Natur als auch in den Kulturversuchen mit
beiden Arten bestitigt wird. Die von H. ochraceus, H. odoratus und
H. rosellus gebildeten sklerotialen Hypenkniduel diiften ebenso wie die
Chlamydosporen von H. aurantius, Apiocrea chrysosperma und A. tulas-
neana als Organe angesehen werden, die der Erhaltung der Art wihrend
ungiinstiger Entwicklungsbedingungen sowie der Uberwinterung dienen.

Zusammenfassung

Es wurden 6 Vertreter der Fam. Hypomycetaceae in Reinkultur
untersucht. Dabei wurde von drei Arten (Hypomyces aurantius, H. odo-
ratus und H. rosellus) die Hauptfruchtform ausgebildet, ihr vollstindiger
Entwicklungskreis (Askospore — Konidie — Askospore bzw. Konidie —
Askospore — Konidie) konnte verfolgt werden. Chlamydosporenbildung
trat bei drei Arten auf: H. aurantius, Apiocrea chrysosperma und A.tulas-
neana, bei H. ochraceus, H. odoratus und H. rosellus wurde die Bildung
sklerotialer Hyphenkn#uel beobachtet. Alle Arten produzierten Konidien.
Wihrend die Konidienproduktion bei H. rosellus im Laufe der Zeit
zuriickging, blieb sie bei den anderen Arten unverindert. Andererseits
war bei H. odoratus festzustellen, daBl die Fahigkeit zweier Stimme in
Mischkultur Perithezien zu bilden, mit der Zeit schwicher wurde bzw.,
daB die sich bildenden Perithezien steril blieben, was bei H. aurantius
und H. rosellus nicht der Fall war.
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