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Abstract: The fluorescence microspectrophotometric examination of various fungi (Asco-
mycetes, Basidiomycetes) shows stability of the relative DNA content of nuclei within different
strains and varieties; there are, however, significant differences between species of a genus and
genera of an order. The applied method apparently is appropriate for the determination of
karyological differences between species. Ploidy levels are discussed.

Zusammenfassung: Beider fluoreszenzmikrospektrophotometrischen Untersuchung
von verschiedenen Pilzen (Ascomyceten, Basidiomyceten) zeigt sich eine Konstanz der relativen
Kern-DNA-Gehalte bei verschiedenen Stimmen und Varietdten der gleichen Art, jedoch deutli-
che Unterschiede bei verschiedenen Arten einer Gattung und verschiedenen Gattungen einer
Ordnung. Die angewendete Methode ist offenkundig geeignet, karyologische Unterschiede zwi-
schen den Arten zu erfassen. Es werden Ploidiestufen diskutiert.

In der Systematik und Taxonomie spielt die Kenntnis der Chromosomenzahlen eine be-
deutende Rolle. Im Bereich der hoheren Pflanzen haben karyologische Analysen unsere
Kenntnis iiber Differenzierung und Evolution der Sippen erginzt (Davis & Hey-
wood, 1963). Bei den Pilzen sind Chromosomenzahlen nur vereinzelt ermittelt wor-
den, da sich hier Chromosomen im Verlaufe der Kernteilung wenig scharf individuali-
sieren und mit den iiblichen Firbeverfahren bzw. mikroskopischen Techniken schlecht
darstellen lassen. Als Beispiele fiir Chromosomenzahlungen bei Pilzen sind zu nennen:
Achlya (Win & Dick, 1975), Agaricus campestris (Evans, 1956; Hughes,
1961), Allomyces ( Wilson, 1952), Coniophora puteana und C. arida (Kemper,
1937), Cyathus (Lu & Brodie, 1962), Morchella deliciosa (Wakayama,
1930), Neurospora (McClintock, 1945; Fincham, 1949; Singleton,
1953; Raju, 1986), Physarum polycephalum (Mohberg &al., 1973), Pleurotus
eryngii (S1ézec, 1984), Pythium (Win&Dick, 1975), Saccharomyces cerevi-
site (Sch-wartz & Cantor, 1984), Schizosaccharomyces pombe (Robi-
now, 1977; Kohli & al, 1977), weitere Ascomyceten (Heim, 1952), weitere
Basidiomyceten (O 1live, 1953; Wakayama, 1930,1932; Heim, 1954). Die
Chromosomenzihlungen erfolgten von wenigen Ausnahmen abgesehen [Schwartz
& Cantor, 1984: mittels Gelelektrophorese (“pulsed field gel electrophoresis™),
Slézec, 1984: elektronenmikroskopisch bzw. Ko hli &al., 1977: genetisch durch
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Kopplungsgruppen abgesichert] ausschlieflich lichtmikroskopisch nach vorausgehender
Haematoxylin- bzw. Feulgenfirbung, letztere in den verschiedensten Varianten. Sie sind
daher oftmals mit grofler Vorsicht zu betrachten.

Fir eine routinemafige Feststellung der Chromosomenzahl bei Pilzen kommen diese Ver-
fahren aus verschiedenen Griinden jedoch nicht in Betracht. Es mufite daher nach einer
anderen Methode gesucht werden, um karyologische Unterschiede wenigstens indirekt zu
erfassen. Als solche kommt vor allem die quantitative Bestimmung des DNA-Gehaltes der
Zellkerne als Hilfsmittel fir die Feststellung der Ploidiestufe in Betracht. Ausgehend von
einem Referenzorganismus naher Verwandtschaft, bei dem die tatsichliche Chromoso-
menzahl und die DNA-Menge bekannt waren, konnte aufgrund der relativen DNA-Menge
eine mogliche Chromosomenzahl fiir die iibrigen Arten errechnet werden.

In der Vergangenheit hat sich hierbei u. a. die Methode der Feulgen-Absorptionsmikro-
spektrophotometrie auch fiir Untersuchungen an Pilzen als niitzlich erwiesen. Peabo -
dy & al (1978, 1984) verglichen damit die relativen Kern-DNA-Gehalte verschiedener
Stadien im Lebenszyklus von Armillaria mellea. M o tta (1985) fand aufgrund der Un-
terschiede im Kern-DNA-Gehalt zwischen zwei geographisch isolierten Stimmen von Ar-
millaria mellea weitere Anhaltspunkte dafir, da der Armillaria mellea-Komplex eine
Gruppe eng verwandter, aber genetisch verschiedener Arten darstellt. Williams &
Me n d gen (1975) beobachteten in den Uredosporen von monokaryotischen Stimmen
von Puccinia graminis f. sp. tritici diploide, in denen des dikaryotischen Elternstammes
haploide Kerne. Besondere Aufmerksamkeit wurde auch den Kern-DNA-Gehalten ver-
schiedener Stadien der Myxomyceten Didymium iridis und D. nigripes, sowie Echinoste-
lium minutum geschenkt (Therrien, 1966; Yemma & Therrien, 1972;
Therrien & Yemma, 1974; Collins & Therrien, 1976; Haskins &
Therrien, 1978). Valla (1984) beobachtete einen Wechsel im Kern-DNA-Gehalt
in apikalen und interkalaren Abschnitten des wachsenden Mycels von Polyporus arcu-
larius.

Neuerdings wird diese zeitaufwendige, konventionelle Feulgen-Kernfirbemethode mehr
und mehr durch fluorometrische Methoden abgelést. Neue Farbstoffe mit hoher DNA-
Spezifitit wurden entwickelt. Unter diesen sind zwei Fluorochrome, 4’,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) und Mithramycin, die hohe DNA-Spezifitit mit intensiver Fluores-
zenz vereinen. Peabody & Peabody (1986) nutzten die DAPI-Firbung mit an-
schlieRender Fluoreszenzmikrospektrophotometrie, um anhand von drei Stadien im Le-
benszyklus von Armillaria bulbosa zu iberpriifen, ob ein Zusammenhang zwischen Kern-
volumen und relativem Kern-DNA-Gehalt besteht. M o tta & al. (1986) verglichen mit
dieser Methode die relativen Kern-DNA-Gehalte von verschiedenen Arten von Armillaria
(A. mellea und A. bulbosa) und diskutierten Ploidiestufen innerhalb der Gattung.
Franklin &al (1983) gelang es, mit Hilfe von Mithramycin die angenommene vege-
tative Diploidie in Armillaria mellea zu bestitigen. Anderson & al (1985) vergli-
chen auf diese Weise Mutanten diploider Stimme von Armillaria mellea bezughch ihres re-
lativen Kern-DNA-Gehaltes.

Als Beispiele fiir die Anwendung dieser Methode auch im Bereich der hoheren Pflanzen
sind die Arbeiten von Geber & Hasibeder (1980)und Berlyn & al. (1987)
zu nennen.
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Material und Methoden

Herkunft der Kulturstimme

Basidiomyceten: Fam. Coniophoraceae (Boletales) (Herkunft siche Besl & al., 1986): Coniophora
arida (Fr.) Karst. var. arida — Coniophora arida var. suffocata (Peck) Ginns — Coniophora marmorata
Desm. — Coniophora puteana (Fr.) Karst. — Coniophora olivacea (Pers.) Karst. — Jaapia argillacea
Bres. — Leucogyrophana arizonica Ginns — Leucogyrophana mollusca (Fr.) Pouz. — Leucogyrophana
olivascens (Berk. & Curtis) Ginns & Weresub — Leucogyrophana pinastri (Fr.) Ginns & Weresub —
Leucogyrophana romellii Ginns — Serpula himantioides (Fr.) Karst. — Serpula incrassata (Berk. &
Curtis) Donk — Serpula lacrymans (Wulf.: Fr.) Karst.;

Gattung Pleurotus (Herkunft sithe Bresinsky & al, 1987): Pleurotus calyptratus (Lindbl. ap.
Fr.) Sacc. — Pleurotus cornucopiae (Paul: Pers.) Roll. — Pleurotus cystidiosus O. K. Miller — Pleu-
rotus dryinus (Pers.: Fr.) Kummer — Pleurotus eryngii var. eryngii (DC: Fr.) Quél. — Pleurotus eryngii
var. ferulge Lanzi — Pleurotus eryngii var. nebrodensis (Inzengo) Sacc. — Pleurotus ostreatus (Jacq.:
Fr.) Kummer — Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. — Pleurotus salmoneostramineus Vas.;

Gattung Phellinus (Herkunft sieche F ischer, 1987): Phellinus chrysoloma (Fr.) Donk — Phellinus
conchatus (Fr.) Quél. — Phellinus ferruginosus (Schrad.: Fr.) Pat. — Phellinus hartigii (Allesch. &
Schnabl) Bond. — Phellinus hippophaecola Jahn — Phellinus igniarius (L.) Quél. — Phellinus laevi-
gatus (Fr.) Bourd. & Galz. — Phellinus nigrolimitatus (Romell) Bourd. & Galz — Phellinus pini (Brot.:
Fr.) Ames — Phellinus ossatus Fischer — Phellinus pomaceus (Pers.) Maire — Phellinus populicola
Niemeld — Phellinus punctatus (Fr.) Pilit — Phellinus robustus (P. Karst.) Bourd. & Galz. — Phellinus
torulosus (Pers.: Pers.) Bourd. & Galz. — Phellinus tremulae (Bond.) Bond. & Borisov. — Phellinus
viticola (Schw.: Fr.) Donk; Gattung Inonotus (Herkunft siche Fischer, 1987): Inonotus hastifer
Pouz. — Inonotus nodulosus (Fr.) P. Karst. — Inonotus obliquus (Pers.: Fr.) Pilat — Inonotus radiatus
(Sow.: Fr.,) P. Karst.

Ascomyceten: Morchella esculenta Pers.: St. Amans, 11, Burggriesbach, 1985; 12, Burggriesbach, 1985;
I3, Augsburg, 1986; 14, Maisach, 1986; IS, Landshut, 1986. — Morchella conica Pers., 111, Augsburg,
1980; 112, Augsburg, 1983; II3, Augsburg, 1979; II5, Augsburg, 1986; 116, Augsburg 1986; I17, Pet-
tendorf, 1986. — Mitrophora semilibera (DC: Fr.) Lév., M1, Burgweinting, 1985; M2, Augsburg, 1986;
M3, Burgweinting, 1986. — Verpa conica Swartz: Pers. Augsburg 1986. — Ptychoverpa bohemica
(Krombholz) Boud.. Augsburg, 1986. — Sarcoscypha austriaca (Beck: Sacc.) Boud., S 1, Apfeldorf,
1986; S2, NP Berchtesgaden, 1986. — Galiella rufa (Schw.) Nannf., & Korf., USA, North Carolina,
1986.

Herkunft der Pilzfruchtkérper

Basidiomyceten: Gomphidius roseus (L.) F1., Abensberg, 1985. — Amanita citrina (Schff.) S. F. Gray,
Bergmatting 1984; USA, North Carolina, 1986. — Amanita muscaria (L.) Pers., Rothenbiigel,
1984; USA, North Carolina, 1986. — Albatrellus cristatus (Schaeff.: Fr.), Puppling 1985; USA, North
Carolina, 1986. — Clitocybe clavipes (Pers.: Fr.) Kummer, Oberwarmensteinach, 1985; USA, North
Carolina, 1986. — Dermocybe semisanguinea (Fr.) Mos., Rothenbiigel, 1984; USA, North Carolina,
1986. — Rozites caperatus (Pers.: Fr.) Karst., Bergmatting, 1984; USA, North Carolina, 1986. Das
nordamerikanische Material befindet sich im Herbarium Miinchen.

Ascomyceten: Morchella esculenta Pers.: St. Amans, Burggriesbach, 1985. — Morchella conica Pers.,
Pettendorf, 1986. — Mitrophora semilibera (DC: Fr.) Lév., Burgweinting. 1986. — Verpa conica
Swartz: Pers., Augsburg, 1986. — Ptychoverpa bohemica (Krombholz) Boud., Augsburg, 1986. —
Gyromitra esculenta (Pers.) Fr., Abensberg, 1985. — Gyromitra infula (Schaeff.: Pers.) Quél., NP
Bayerischer Wald, 1986. — Helvella crispa Fr., Regensburg, 1986. — Helvella lacunosa Afz.: Fr.,
Regensburg, 1986. — Leptopodia elastica (Bull.: St. Amans) Boud., Frauenberg, 1986. — Peziza
avernensis Boud., Greifenberg, 1986. — Peziza badia Pers.: Mérat, NP Bayerischer Wald, 1986. —
Otidea onotica (Pers.) Fuckel, Hirschau, 1986. — Otidea cf. umbrina (Pers.) Bres., Hirschau, 1986. —
Tarzetta catinus (Holmsk.: Fr.) Korf & J. K. Rogers, Mooshof, 1986. — Scutellinia scutellata (L.: St.
Amans) Lambotte, NP Berchtesgaden, 1986. — Aleuria aurantia (Fr.) Fuckel, Hirschau, 1986. —
Sarcoscypha austriaca (Beck: Sacc.) Boud., NP Berchtesgaden, 1986. - Dasyscyphus virgineus S. F.
Gray, NP Berchtesgaden, 1986. — Dasyscyphus controversus (Cooke) Rehm, NP Berchtesgaden, 1986.
— Dasyscyphus clandestinus (Bull.: Mérat) Fuckel, NP Berchtesgaden, 1986. — Dasyscyphus bicolor
(Bull.: Mérat) Fuckel, NP Berchtesgaden, 1986. — Lachnellula suecica (de Bary: Fuckel) Nannf., NP
Berchtesgaden, 1986. — Lachnellula calyciformis (Willd.: Fr.) Dharne, NP Berchtesgaden, 1986.
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Die aus dem NP Berchtesgaden stammenden Funde wurden von Dr. Schmid-Heckel bestimmt; das Be-
legmaterial befindet sich im Herbarium Miinchen.

Zur Messung der relativen Kern-DNA-Gehalte wurden die Fluorochrome DAPI und Mithramycin
(letzteres nur bei den Gattungen Gomphidius, Phellinus und Inonotus) verwendet. DAPI bindet be-
vorzugt an AT-reiche Sequenzen von doppelstringiger DNA (Coleman & al.,, 1981), Mithramycin
hingegen besitzt eine ausgesprochene Basenspezifitit fir Guanin (Ward &al.,1965; Johannis-
son &Thorell, 1977). Unter bestimmten Voraussetzungen ist die Fluoreszenz der fluorochrom-
gefirbten DNA proportional zur DNA-Menge. Es muf} die Vergleichbarkeit der GC-Werte (Storck
& Alexopoulos,1970; Jahnke & Bahnweg, 1986) sowie des Gehaltes an repetitiver
DNA (Dutta, 1974) gewihrleistet sein. Durch Verwendung eines internen Standards werden
Schwankungen im Firbeprozef ausgeglichen (Sukhraj & al, 1977).

Mycelkulturen sind nach der Methode von Van U den (1951) auf Objekttrigern herangezogen wor-
den. Fruchtkorpersticke wurden auf Objekttrigern gut gequetscht. Die Objekttriager wurden fiir 30
min bei 60° C auf einer Trockenbank getrocknet und anschlieBend in Ethanol/Eisessig (3:1) 15 min
lang fixiert. Vor und nach der Firbung (Fiarbelosung: 0.5 ug/ml DAPI (SERVA), gelost in Mcllvaines
Puffer 0.1 M Citrat (C4H,0, x H,0)/0.2 M Na,HPO, x 2 H,0 (1:5.66) (pH 7.0), 15 min, bei 37°C)
wurden sie in Mcllvaines Puffer (pH 7.0) 15 bzw. 7 min lang gewaschen. Bei der Mithramycin-Firbung
wurden die hitzefixierten Objekttriger 10 min in Carnoy (Ethanol/Eisessig/Chloroform, 6:1:3) fixiert
und anschlieBend in H, O bidest. (1x) bzw. Soérensen 0.66 M KH, PO, /0.66 M Na, HPO, (1:1.56) Puf-
fer (pH 7.0) (2x) je 5 min gewaschen. Die Firbung (Farbelosung: 62 ug Mithramycin (SERVA) +
3 mg MgCl, /ml Sorensen) erfolgte 1h bei Raumtemperatur.

Fiir die DNA-Messungen wurde ein ZEISS Forschungsmikroskop Universal, erginzt durch den Fluores-
zenzauflichtkondensor III RS und ein ZEISS Mikroskopphotometer 03 benutzt. Verwendete Filtersat-
ze a) 487701 fir DAPI: Erregerfilter BP 365/11, Farbteiler FT 395, Sperrfilter LP 397 und zusitzlich
KurzpaBfilter KP 500; b) 487707 fir Mithramycin: Erregerfilter G 436, Farbteiler FT 510 und Sperr-
filter LP 520. ’

Aufler der Fluoreszenz des Fluorochrom-DNA-Komplexes wurde bisweilen eine Eigenfluoreszenz von
Zellinhalt und Zellwinden festgestellt. Diese storende Hintergrundfluoreszenz diirfte besonders durch
Ergosterin hervorgerufen werden und kann mitunter die Kern-DNA-Messungen beeintrichtigen. Als
Referenz (interner Standard) bei vergleichenden Messungen wurde Pleurotus pulmonarius-Mycel un-
seres Kulturstammes S2, bzw. Teststimme des jeweiligen Verwandtschaftskreises verwendet (Ascomy-
ceten: Morchella esculenta; Boletales: Coniophora olivacea), die wiederum auf Pleurotus pulmonarius
S2 durch vergleichende Messung bezogen werden konnen. Da der DNA-Gehalt wihrend des mitoti-
schen Zyklusses den doppelten Betrag eines zuzuordnenden Grundwertes erreicht, miissen fiir ver-
gleichende Messungen vorzugsweise Bereiche des Pilzmycels verwendet werden, deren Kernteilungs-
aktivitdt sehr gering ist.

Ergebnisse und ihre Diskussion

A) Untersuchungen von Zellkernen innerhalb eines gegebenen Pilzmycels

Bei dem Ascomyceten Morchella esculenta 11 wurden Einspormycelien mit vielkernigen
Hyphenabschnitten iiber einen Zeitraum von bis zu 34 Tagen nach Auskeimen aus der Spore
untersucht. Der relative DNA-Gehalt der Zellkerne blieb vom ersten bis zum 34. Tag kon-
stant. Ebenso hatte ein gegebener Fruchtkorper dieser Art denselben Kern-DNA-Gehalt.

In der Computerauswertung einer Mefreihe ergibt sich sehr hiufig eine Verteilungskurve
mit zwei Gipfeln, wobei der zweite stets sehr viel kleiner als der erste ist (siehe Abb. 1).

1C-Kerne (haploide Interphasekerne) machen den iiberwiegenden Anteil aller gemessenen
Kerne .aus (erster Gipfel). Dem stehen die 2C-Kerne gegeniiber, die sich offenbar kurz vor
oder in Teilung befinden (G,-Phase bzw. M-Phase) und dadurch den doppeltén relativen
DNA-Gehalt aufweisen (zweiter Gipfel). Sie liegen hauptsichlich in den Hyphenspitzen
und werden fiir vergleichende DNA-Messungen vernachlissigt. (4C-Kerne wurden nicht ge-
funden, was darauf schliefen liaf3t, dad bei Morchella unter den gewidhlten Kulturbedin-
gungen sich mitotisch teilende endodiploide Kerne nicht vorkommen).
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Abb. 1: Statistische Auswertung der Mebergebnisse (Morchella esculenta)
Fig. 1: Statistical interpretation of the results of measurement (Morchella esculenta)

Fiir vergleichende Untersuchungen ist es also sehr wichtig, haploide Interphasekerne einer-
seits yon Mitese vollziehenden Kernen, andererseits von endodi(poly)ploiden Kernen,und
diese wiederum von Fusionskernen zu unterscheiden. Um diesem Ziel niher zu kommen,
wurden in einzelnen dikaryotischen Mycelien (Basidiomyceten) die relativen DNA-Werte
der Kerne ganzer Hyphenabschnitte mit ihren Seitenzweigen gemessen. Das Ziel solcher
Untersuchungen war, festzustellen, in welchen Bereichen die grofite Kernteilungsaktivitat
vorhanden ist bzw. in welchen Teilen des Hyphensystems Endopolyploidie vorkommt. So
zeigten die dikaryotischen Mycelien aller untersuchten Vertreter der Gattungen Serpula
und Leucogyrophana in den zentralen Stammhyphen (je Zelle zwei) Kerne mit doppeltem
DNA-Wert, wihrend die Zellen junger Hypheniste zwei Kerne mit einfachem DNA-Wert
besafen. In einem gegebenen Zellabschnitt war die Kernphase der beiden Kerne eines
Kernpaares stets gleich (vgl. Meixner & Bresinsky, 1987). Im Ubergangsbe-
reich zwischen haploiden und diploiden Kernen wurden Kerne im ,,Zwillingsstadium* be-
obachtet, Diese lassen sich nach Thielke (1973) als Telophasenkerne deuten. Anstatt
sich zu teilen, verschmelzen die Teile des Zwillingsstadiums zu einem endodiploiden Kern *

* Endoploidie entsteht definitionsgemdB (G eitler, 1953) durch wiederholte DNA-Synthese
ohne nachfolgende mitotische Chromosomensegregation. Es muf einstweilen als fraglich erscheinen,
ob der Begriff Endoploidie hier in diesem Sinne angewendet werden darf,



308 Z. MYKOL. 53(2), 1987

Aufgrund des charakteristischen Verhaltens der gepaarten haploiden Kerne lie sich eine
Fusion von haploiden zu diploiden Kernen ausschliefien.

Im Falle von Pleurotus ostreatus konnte die erwartete Konstanz des DNA-Wertes bei un-
terschiedlicher Erndhrung des Mycels [Moser b (M o se r, 1958), Malzagar (Aebi,
1972), Wasseragar ] gezeigt werden.

Verschiedene Monokaryen eines Pilzstammes (Pleurotus ostreatus) wiesen gleiche DNA-
Werte auf.

B) Untersuchungen von verschiedenen Stimmen und Varietiten der gleichen Art

Der relative DNA-Gehalt vergleichbarer Zellkerne erwies sich bei unterschiedlichen Stim-
men und verschiedenen geographischen Herkiinften einer Art im Rahmen der untersuch-
ten Beispiele als sehr konstant. Diese Schluf3folgerung ergab sich aus Untersuchungen ver-
schiedener Verwandtschaftskreise.

Stamm Anzahl der Fluoreszenz- Variations-
gemessenen intensitat koeffizient
Kerne (Mittelwert) (%)
Morchella esculenta I1 60 70 9,6
Morchella esculenta 12 60 71 10,7
Morchella esculenta I3 60 66 12,1
Morchella esculenta 14 40 72 7,4
Morchella esculenta I5 40 64 11,7
Morchella conica 111 60 67 11,9
Morchella conica 112 40 66 10,8
Morchella conica I13 40 67 11,5
Morchella conica 115 60 75 9.9
Morchella conica 116 60 73 8,9
Morchella conica 117 40 72 9,2
Mitrophora semilibera M1 60 71 10,7
Mitrophora semilibera M2 140 70 11,0
Mitrophora semilibera M3 40 67 8,5
Sarcoscypha austriaca  S2 120 49 10,4
Sarcoscypha austriaca  S2 80 49 7,6
Tabelle 1: Fluoreszenzintensititen (= relativer DNA-Gehalt; in relativen Einheiten)
bei verschiedenen Stimmen einiger Ascomycetenarten. Varationskoeffizient =
(Standardabweichung x 100 %): Mittelwert. Verwendetes Fluorochrom: DAPIL
Interner Standard: Morchella esculenta 11.
Table 1: Fluorescence intensities (= relative DNA content; in arbitrary units) in
various strains of some species of Ascomycetes. Coefficient of variation = (standard
deviation x 100 %): mean. Fluorochrome, used: DAPI. Internal standard: Morchella
esculenta 11.
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Ascomyceten (Mycelien): VonMorchella esculenta, Morchella conica, Mi-
trophora semilibera und Sarcoscypha austriaca wurden je Art bis zu sechs verschiedene
Stamme unterschiedlicher Herkunft untersucht. Die Mittelwerte des relativen DNA-Ge-
haltes sind innerhalb der Arten sehr konstant, wie Tab. 1 zeigt. Auch die von kultivier-
ten Mycelien* und eingelegten Fruchtkorpern der gleichen Art erhaltenen Werte waren
ibereinstimmend.

Basidiomyceten-Mycelien:

Pleurotus: Von dieser Basidiomyceten-Gattung standen uns viele Stimme von gegebenen
Arten zur Verfiigung, mit denen auch genetisch gearbeitet worden war. Pleurotus ostrea-
tus 1s (Westfalen) und Pleurotus ostreatus 1w (Japan) unterscheiden sich hinsichtlich ih-
rer Zymogramme, der durchschnittlichen Sporengréfie, der Temperaturanspriiche fiir die
Fruchtkorperbildung sowie in einigen makroskopischen Merkmalen (vgl. u.a. Bresins-
ky & al, 1987). Die Stimme sind dabei vollstindig interkompatibel und interfertil. Der
Stamm 1w aus Japan hatte gegeniiber dem Stamm 1s aus Westfalen einen etwas geringeren
durchschnittlichen relativen DNA-Gehalt der Zellkerne (siehe Tab. 2). Die gemessenen
Werte spiegeln jedoch keinen gravierenden Unterschied im Genom wider. Im Falle von
Pleurotus eryngii standen uns Stimme von verschiedenen Wirten zur Verfiigung, die als
verschiedene Varietiten einer Art bewertet werden und die in Kreuzungen untereinander
Kompatibilititseinbuflen und Fertilitatsstorungen zeigen. Auch in diesen Fillen waren die
Mefiwerte des relativen DNA-Gehaltes der Zellkerne iibereinstimmend; die geringfiigigen
Unterschiede der Mittelwerte diirften hinsichtlich des tatsichlichen DNA-Gehaltes stati-
stisch irrelevant sein. Eine dhnliche Feststellung gilt fiir die verschiedenen Stimme von

Pleurotus pulmonarius (Japan — Nordamerika — Europa).

Boletales: Verschiedene Stimme jeweils von Coniophora arida, Coniophora puteana,
Jaapia argillacea, Leucogyrophana arizonica, L. mollusca, L. olivascens und L. pinastri
zeigten intraspezifische Konstanz der gemessenen relativen DNA-Werte bei zum Teil be-
trachtlichen interspezifischen Unterschieden (siehe Tab. 7).

Basidiomyceten (Fruchtkorper): Ebenso wurden Basidiomyceten-Fruchtkorper aus
den USA mit den entsprechenden Arten aus Europa verglichen. Auch in diesem Fall waren —
soweit die Eigenfluoreszenz Messungen zuliefl — die relativen DNA-Gehalte von Herkiinf-
ten aus Nordamerika und Europa innerhalb der gleichen Pilzart iibereinstimmend: z. B.
Amanita citrina, A. muscaria (im Falle von A. muscaria aus den USA handelt es sich auf-
grund der duferen Merkmale moglicherweise um eine eigenstindige Sippe), Albatrellus
cristatus, Clitocybe clavipes, Dermocybe semisanguinea, Rozites caperatus.

C) Chromosomale und karyologische Unterschiede bei verschiedenen Arten einer Gat-
tung

Unsere Untersuchungen bestitigen, daf Polyploidie innerhalb engerer Verwandtschafts-
gruppen von Pilzen ein offenbar weit verbreitetes Phianomen ist (Rogers, 1973).
Polyploidie ist neben frithzeitiger, genetisch fixierter Intersterilitit Ausdruck fiir diver-
gente Evolution.

Ascomyceten (Helotiales): Es konnte festgestellt werden, da3 Dasyscyphus virgineus
gegeniiber D. controversus, D. clandestinus und D. bicolor, sowie Lachnellula suecica
gegeniiber L. calyciformis jeweils den doppelten relativen DNA-Gehalt (méglicherweise
doppelte Zahl von Chromosomen) besitzen (siehe Tab. 3).

(Messung jeweils an eingelegtem Fruchtkorpermaterial).
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Stamm Anzahl der Fluoreszenz- Variations-
gemessenen intensitat koeffizient
Kerne (Mittelwert)” (%)

1x<= 3b>: 6 Chromosomen (e)

Pleurotus cystidiosus ~ 4q 600 44,7 13,3

2x<= 4(-5)b>: 8—10 Chromosomen (e)

(aneuploid)

Pleurotus calyptratus 9¢ 600 60,4 14,0

Pleurotus cornucopiae  4r 480 60,8 11,8

Pleurotus dryinus 600 74,8 124

Pleurotus ostreatus Iw 600 67,7 14,2

Pleurotus ostreatus 1s 600 73,1 14,2

Pleurotus ostreatus %h 600 69,7 11,3

Pleurotus pulmonarius  J3 600 70,7 14,5

Pleurotus pulmonarius  6v 600 65,8 14,7

Pleurotus pulmonarius  S2 600 74,9 12,0

Pleurotus pulmonarius 4y 600 73,1 13,1

Pleurotus pulmonarius  4b 600 73,3 11,2

2x<=(6—)7b>: 12—14 Chromosomen (e, g)
Pleurotus eryngii var.

nebrodensis 30 480 105,4 13,1
Pleurotus eryngii var.

nebrodensis 3q 480 107,2 13,2
Pleurotus eryngii var.

eryngii 3p 600 102,3 12,4
Pleurotus eryngii var.

eryngii 3c 600 103,7 124
Pleurotus eryngii var.

eryngii 3d 420 96,8 15,1
Pleurotus eryngii var.

ferulae 8n 600 99,8 12,9

3x<=9b>: 18 Chromosomen (e)

Pleurotus salmoneo-
stramineus J5 480 136,6 149

Tabelle 2: Fluoreszenzintensititen (= relativer DNA-Gehalt; in relativen Einheiten)
und vermutliche Ploidiestufen in der Gattung Pleurotus (g= Chromosomen gezihlt;
e= Chromosomen errechnet). Variationskoeffizient = (Standardabweichung x
100 %) : Mittelwert. Verwendetes Fluorochrom: DAPI. Interner Standard: Pleu-
rotus pulmonarius S2.

Table 2: Fluorescence intensities (= relative DNA content; in arbitrary units) and
presumed levels of ploidy within the genus Pleurotus (g= chromosomes counted; e=
chromosome figured out). Coefficient of variation = (standard deviation x 100 %):
mean. Fluorochrome, used: DAPI. Internal standard: Pleurotus pulmonarius S2.
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Stamm Anzahl der Fluoreszenz- Variations-
gemessenen intensitat koeffizient
Kerne (Mittelwert) (%)
Dasyscyphus bicolor 80 44 14,5
Dasyscyphus clandestinus 60 41 14,1
Dasyscyphus controversus 80 45 13,1
Dasyscyphus virgineus 80 90 11,0
Lachnellula calyciformis 120 37 129
Lachnellula suecica 60 77 12,9

Tabelle 3: Fluoreszenzintensititen (= relativer DNA-Gehalt; in relativen Einheiten)
einiger Ascomyceten. Variationskoeffizient = (Standardabweichung x 100 %) :
Mittelwert. Verwendetes Fluorochrom: DAPI. Interner Standard: Morchella escu-
lenta 11.

Table 3: Fluorescence intensities (= relative DNA content; in arbitrary units) of
some Ascomycetes. Coefficient of variation = (standard deviation x 100 %) : mean.
Fluorochrome, used: DAPI. Internal standard: Morchella esculenta 11.

Gomphidius (Boletales): Kerne von Gomphidius roseus haben gegeniiber Gom-
phidius glutinosus den dreifachen relativen DNA-Wert (3x/1x).

Pleurotus: Hier wurden bei Pleurotus eryngii durch S1ézec (1984) Chromosomen ge-
zdhlt. Je nach Varietit ermittelte diese Autorin 12—14 Chromosomen. Diese Zahl ist in
Beziehung zu setzen mit den Mefiwerten des relativen DNA-Gehaltes. Die Tabelle (Tab. 2)
zeigt, dafl die DNA-Werte ein Vielfaches eines Grundwertes b (= ca. 15 relative Einheiten)
bilden. Pleurotus eryngii besitzt einen relativen DNA-Wert von (6—)7b, demnach S1¢€ -
zec (1984) 12—14 Chromosomen entsprechen; daraus ergibt sich, dafl b — gleichgrofie
Chromosomen vorausgesetzt — von etwa 2 Chromosomen beigesteuert wird (vgl. Bre -
sinsky & al., 1987).

Die untersuchten Arten von Pleurotus lassen sich danach drei Ploidiestufen zuordnen
(siehe Tab. 2).

Es sei nochmals betont, dafl nur im Falle von Zihlungen (= g) die angegebenen Werte
Chromosomenzahlen entsprechen. Die iiber relative DNA-Werte errechneten Chromoso-
menzahlen (= e) sind demnach als hypothetisch anzusehen. Diese Einschrinkung diirfte
die ermittelten Ploidiestufen weniger betreffen.

Die Ergebnisse legen, falls die Umsetzung relativer DNA-Werte in Chromosomen die tat-
sichliche Chromosomenzahl widerspiegelt, nahe, dafl innerhalb von Pleurotus aufsteigen-
de Dysploidie und Aneuploidie vorkommen. Bei P. eryngii ist die Dysploidie durch
Zihlungen (S 1éze c, 1984) wahrscheinlich;sie wird durch unsere Ergebnisse als auf-
steigend (12 — 14) interpretiert. Die Zahlen fir die Arten rund um P. ostreatus lassen
Aneuploidie (12 > 10 - 8) vermuten.

Sofern die absolute DNA-Menge bei einem der Pilze bekannt ist, ist diese auch fiir die
iibrigen Arten dieser Gattung berechenbar, dhnlich wiees Geber & Hasibeder
(1980) bei hoheren Pflanzen vollzogen haben (Voraussetzung ist wiederum die Vergleich-
barkeit der GC-Werte). Horge n & al. (1984) geben fiir Pleurotus ostreatus eine Ge-
nomgréRe von 2,1 x 107 NP (= Nucleotidpaare) an. Nach N a gl (1976) entspricht 1 pg
~ 0,65 x 10" d ~ 9,13 x 10® NP. Tabelle 4 gibt die aus dieser Information berechnete
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vermutliche Genomgroe fiir simtliche untersuchten Arten der Gattung Pleurotus wieder.
Die durchschnittliche DNA-Menge pro Chromosom betrdgt damit z. B. im Falle von
Pleurotus eryngii var. nebrodensis 1,71 x 10° d, im Falle von Pleurotus eryngii var. feru-
lae 1,74 x 10° d.

Pilz DNA/Zelle (NP) DNA/Zelle (d)
(d = Dalton)
Pleurotus cystidiosus 1,34 x 107 9,36 x 10°
Pleurotus calyptratus 1,81x 107 12,65 x 10°
Pleurotus cornucopiae 1,82x 107 12,72x 10°
Pleurotus dryinus 2,24 x 107 15,66 x 10°
Pleurotus ostreatus 2,10x 107 14,68 x 10°
Pleurotus pulmonarius 2,14x 107 14,97 x 10°
Pleurotus eryngii
var. nebrodensis 3,18 x 107 22,23x 10°
Pleurotus eryngii
var. eryngii 3,02x 107 21,11 x 10°
Pleurotus eryngii
var. ferulae 2,99 x 107 20,90 x 10°
Pleurotus salmoneostramineus 4,09 x 107 28,59 x 10°

Tabelle 4: Errechneter absoluter DNA-Gehalt pro Zelle innerhalb der Gattung
Pleurotus.
Table 4: Calculated absolute DNA content per cell within the genus Pleurotus.

Bei den Gattungen Phellinus und Inonotus (Tab. 5) wurde die Ermittlung von Ploidiestufen
kombiniert mit Untersuchungen zum Lebenszyklus. Wihrend bei Pleurotus durchgehend
Heterothallie (Somatogamie, mit tetrapolarem Mechanismus der Inkompatibilitit)
herrscht, sind einige Vertreter der Gattungen Phellinus und Inonotus homothallisch, an-
dere heterothallisch (Somatogamie, mit bipolarem Mechanismus der Inkompatibilitit).

Die Arten lassen sich folgenden Ploidiestufen und Fortpflanzungskategorien zuordnen
(Fischer, 1987):

D) Karyologische (chromosomale) Unterschiede bei verschiedenen Gattungen einer Ord-
nung

Ascomyceten: Es wurden verschiedene Arten aus einigen Familien der Ordnungen Pezi-
zales (und Helotiales; siche Kapitel C, Tab. 3) untersucht. Von einigen Vertretern der Pe-
zizales sind Chromosomenzahlen bekannt geworden, auf die sich die folgenden Angaben
von Chromosomen (e) heziehen. Die Chromosomenzahl 6 ( H e i m, 1952) wird ange-
geben bei Helvella crispa, Helvella lacunosa, Leptopodia elastica, Otidea onotica und Scu-
tellinia scutellata (relative DNA-Werte, siche Tab. 6).

Sieht man von der etwas aus der Reihe fallenden Otidea onotica ab, dann entsprechen

hier 11—12 relative Fluoreszenzeinheiten einem Chromosom (gleiche Chromosomen-
grofde vorausgesetzt).
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1 x: heterothallisch
Dikaryon: Phellinus torulosus

Oligokaryon: Phellinus pini
Phellinus chrysoloma
Phellinus igniarius
Phellinus ossatus
Phellinus conchatus
Phellinus laevigatus
Phellinus pomaceus
Phellinus tremulae
Phellinus populicola
Inonotus hastifer
Inonotus nodulosus
Inonotus radiatus

1 x: homothallisch

Dikaryon: Phellinus ferruginosus
Phellinus nigrolimitatus
Phellinus viticola

Oligokaryon: Inonotus obliquus
2 x : homothallisch
Oligokaryon: Phellinus robustus
Phellinus hartigii
Phellinus hippophaecola
Phellinus punctatus

Tabelle 5: Vermutliche Ploidiestufen innerhalb der Gattungen Phellinus und Inono-
tus. Verwendetes Fluorochrom: Mithramycin. Interner Standard: Phellinus ignia-
rius.

Table 5: Presumed levels of ploidy within the genera Phellinus and Inonotus.
Fluorochrome, used: Mithramycin. Internal standard: Phellinus igniarius.

In einigen Fillen stimmen die (allerdings alten) Chromosomenzihlungen (Heim, 1952)
mit den errechneten Chromosomenzahlen nicht iiberein (e, g). Der Widerspruch ist in wei-
teren Untersuchungen aufzukldren, zumal die dlteren Angaben der Literatur iiber Chro-
mosomenzahlen mit Vorsicht zu bewerten sind. Im Falle von Aleuria aurantia (e=3;
g=6) ist zu sagen, daf, falls die Chromosomenzahl 6 richtig ist, es unverstindlich bleibt,
daf sich innerhalb eines engeren Verwandtschaftskreises eine signifikant geringere DNA-
Menge auf eine vergleichsweise hohe Zahl von Chromosomen verteilen sollte. Da der An-
teil an repetitiver DNA (D utta, 1974) und die GC-Werte in den hier erwihnten Ver-
wandtschaftsgruppen recht fixiertsind (Storck & Alexopoulos, 1970), muf,
unter Beriicksichtigung der im iibrigen guten Ubereinstimmung von gezihlten (= g) und
errechneten (= e) Werten in der Ploidiestufe 2x die Chromosomenzahl von 6 fiir 4leuria
aurantia (und Otidea onotica) angezweifelt werden.
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Stamm Anzahl der Fluoreszenz- Variations-
gemessenen intensitdt koeffizient
Kerne (Mittelwert) (%)

1 x: 3 Chromosomen (e, g)

Aleuria aurantia (g=6) 100 36 9,1

2 x: 4 Chromosomen (e, g)

(aneuploid)

Gyromitra esculenta 60 48 12,9

Gyromitra infula 160 42 13,7

Otidea onotica (g=6) 80 52 14,2

Otidea cf. umbrina 100 49 12,8

2 x: 6 Chromosomen (e, g)

Helvella crispa (g=6) 60 74 12,7
Helvella lacunosa (g=6) 80 66 13,0
Leptopodia elastica 60 73 11,4
Morchella esculenta 11 60 70 9,6
Morchella conica 111 40 66 10,8
Mitrophora semilibera 260 69 10,7
Verpa conica 180 75 11,2
Ptychoverpa bohemica 160 72 12,6
Peziza arvernensis 80 73 114
Peziza badia 80 78 11,4
Scutellinia scutellata (g=6) 100 73 13,1

15 x: 45 Chromosomen (e)
Tarzetta catinus 80 510 12,3

Tabelle 6: Fluoreszenzintensititen (= relativer DNA-Gehalt; in relativen Ein-
heiten) und vermutliche Ploidiestufen innerhalb der Ordnung Pezizales (g= Chro-
mosomen gezihlt; e= Chromosomen errechnet). Variationskoeffizient = (Standard-
abweichung x 100 %): Mittelwert. Verwendetes Fluorochrom: DAPI. Interner
Standard: Morchella esculenta 11.

Table 6: Fluorescence intensities (= relative DNA content; in arbitrary units) and
presumed levels of ploidy within the order Pezizales (g= chromosomes counted;
e= chromosomes figured out). Coefficient of variation = (standard deviation x
100 %): mean. Fluorochrome, used: DAPI. Internal standard: Morchella esculenta
i 8
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Boletales (Coniophoraceae): Kulturen des Hausschwammes Serpula lacrymans lassen sich
hinsichtlich des relativen DNA-Gehaltes der Kerne eindeutig unterscheiden von Serpula
himantioides und S. incrassata, sowie von verschiedenen Coniophora-Arten. Dieser Be-
fund hat fiir die Erkennung von Hausschwamminfektionen Bedeutung, und zwar in Fillen
ohne Fruchtkorper.

Kemper (1937) gibt vier Chromosomen fiir Coniophora puteana und C. arida an. Die-
se Chromosomenzihlung 1488t sich in Beziehung zu den Mefwerten des relativen DNA-
Gehaltes setzen. Die Tabelle (Tab. 7) zeigt, dad die DNA-Werte ein Vielfaches eines
Grundwertes b (= ca. 17 relative Einheiten) bilden. Coniophora puteana und C. arida
besitzen einen relativen DNA-Wert von 4b, dem nach K emp e r (1937) also vier Chro-
mosomen entsprechen. Fiir diese Arten ergibt sich also, day b — gleichgrofie Chromoso-
men vorausgesetzt — von einem Chromosom beigesteuert wird.

Die untersuchten Arten der Coniophoraceen verteilen sich auf drei Ploidiestufen (siehe
Tab. 7).

Stamm Anzahl der Fluoreszenz- Variations-
gemessenen intensitat koeffizient
Kerne (Mittelwert) (%)
1 x <=3b>: 3 Chromosomen (e)
Coniophora marmorata 411 325 454 8.8
Leucogyrophana arizonica
399 75 50,8 11,0
404 125 56,9 10,6
Leucogyrophana mollusca
408 150 52,9 8,3
447 100 57,6 11,7
Leucogyrophana olivascens
397 150 56,3 10,7
409 175 56,0 10,6

2x <=4b>: 4 Chromosomen (e; g)

(aneuploid)
Coniophora arida (g=4)
var. arida 373 325 68,4 9.5
var. suffocata 422 275 64,6 8,9
Coniophora olivacea 405 225 65,9 9,6
402 625 66,0 8,4
Coniophora puteana (g=4)
41 125 64,9 9,6
350 200 67,0 10,0
351 200 66,9 8,7
410 100 67,0 9,2

2x<=6b>:6 Chr;)mosomen (e)

Jaapia argillacea 425 200 109,7 8,3
564 150 106,6 9,2
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Leucogyrophana pinastri
403 250 1034 8,9
412 175 934 89
Leucogyrophana romellii ’
401 75 108,4 10,5
Serpula lacrymans 383 150 97,5 9,2
521 75 103,7 11,5

3x <=9 b >: 9 Chromosomen (e)

Serpula himantioides 555 325 1425 9,8
Serpula incrassata 406 150 155,2 9,6

Tabelle 7: Fluoreszenzintensititen (= relativer DNA-Gehalt; in relativen Einheiten)
und vermutliche Ploidiestufen bei den Coniophoraceae (g= Chromosomen gezihlt;
e= Chromosomen errechnet). Variationskoeffizient = (Standardabweichung x
100 %): Mittelwert. Verwendetes Fluorochrom: DAPI. Interner Standard: Co-
niophora olivacea 402.

Table 7: Fluorescence intensities (= relative DNA content; in arbitrary units) and
presumed levels of ploidy within the Coniophoraceae (g= chromosomes counted;
e= chromosome figured out). Coefficient of variation = (standard deviation x 100 %):
mean. Fluorochrome, used: DAPI. Internal standard: Coniophora olivacea 402.

Die von Be sl & al. (1986) aufgrund verschiedener Merkmale angenommene Progres-
sion von Coniophora iiber Leucogyrophana und Serpula zu den Paxillaceen und Bole-
taceen gewinnt durch die karyologischen Untersuchungen eine gewisse Stiitze: Die Hy-
phenabschnitte von Coniophora-Arten sind noch oligokaryotisch, die von Jaapia, Leuco-
gyrophana und Serpula dikaryotisch; parallel zu dieser Progression geht die schrittweise
Erhohung der Ploidiestufe (vgl. Meixner & Bresinsky, 1987).

E) Interpretation der relativen DNA-Werte

Um bei verschiedenen Taxa den gemessenen relativen DNA-Gehalt der Zellkerne mit de-
ren jeweiligen Chromosomenzahlen in Verbindung zu bringen, mufy die Vergleichbar-
keit der GC-Werte (Storck & Alexopoulos,1970; Jahnke &Bahn-
w e g, 1986) bzw. des Gehaltes an repetitiver DNA (D utta, 1974) gewihrleistet
sein. Man muf} sich auch dariiber im klaren sein, da Chromosomen eines Kernes sowie
der Kerne verschiedener Arten unterschiedlich grof sein und damit bei gleicher Chro-
mosomenzahl iiber differierende DNA-Mengen verfiigen konnen. Da das Fluorochrom
DAPI nur an drei aufeinanderfolgenden AT-Basenpaaren bindet (Kapu§cifaski
& Szer, 1979), kann auch der jeweilige Anteil an anfirbbarer DNA trotz gleicher
Chromosomenzahl verschieden sein.

Fiir die Frage, ob die errechnete Chromosomenzahl identisch ist mit der tatsichlichen
Chromosomenzahl, wird es bedeutungsvoll sein, innerhalb einer Gattung und innerhalb
von Familien und Ordnungen verschiedene Ploidiestufen und Chromosomenzahlen [z. B.
mittels konventioneller Methoden, Gelelektrophorese (“pulsed field gel electrophoresis™)
oder genetisch iiber Kopplungsgruppen etc.] zu ermitteln.
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