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Summary: From fruitbodies of the hypogeous basidiomycete Melanogaster broomeianus a yellow pigment and the
two cyclopentenones (-)-chamonixin and (-)-involutin have been isolated. These findings, together with the occurrence
of the parasitic mould Sepedonium chrysospermum, indicate a close relationship of the Melanogastraceae to the Boleta-
les. The laevorotation of the cyclopentenones suggests Melanogaster and Paxillus to be related. These results are suppor-
ted also by restriction analyses of an enzymatically amplified region of the ribosomal DNA.

Zusammenfassung: Aus Fruchtkorpern des hypogiischen Basidiomyceten Melanogaster broomeianus konnten
neben einem gelben Pigment die beiden Cyclopentenone (-)-Chamonixin und (-)-Involutin isoliert werden. Dies spricht,
zusammen mit dem Vorkommen von Sepedonium chrysospermum als Parasit, fiir eine enge Verwandtschaft der Melano-
gastraceae mit den Boletales. Die optische Linksdrehung der Substanzen weist dabei auf eine Beziehung zur Gattung
Paxillus hin. Auch Restriktionsanalysen eines enzymatisch amplifizierten Abschnitts der ribosomalen DNA stiitzen diese
Ergebnisse.

Einleitung

Fiir hypogiische, also unterirdisch wachsende Gastromyceten werden oftmals verwandtschaft-
liche Beziehungen zu nicht gastroiden, meist gestielt-hutformigen Pilzen diskutiert. Dabei sind in
einer Reihe von Fillen secotioide Bindeglieder bekannt, die eine Ableitung der Hypogéden von
nicht gastroiden Vorfahren deutlich machen. Fehlen derartige Uberginge, so bleiben oft nur
wenige morphologisch-anatomische Merkmalskomplexe zur Argumentation iibrig. In derarti-
gen Fillen konnen chemotaxonomische, molekularbiologische oder 6kologische Hinweise weiter-
helfen. Als Beispiele hierfiir seien die Gattungen Chamonixia und Rhizopogon genannt, bei denen
die enthaltenen Inhaltsstoffe zu einer Bestitigung ihrer Eingliederung in die Ordnung der Boleta-
les fiihrten (STEGLICH et al. 1971, 1977).

Bei der Gattung Melanogaster Corda (Schleimtriiffel) existieren bisher noch kaum konkrete
Vorstellungen iiber ihr verwandtschaftliches Umfeld. Besteht hinsichtlich der Familienzuge-
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horigkeit noch iiberwiegend Ubereinstimmung (Fam. Melanogastraceae E.Fisch.), sind die
Meinungen iiber die Ordnung doch recht unterschiedlich. Wahrend PEGLER et al. (1993) die
Melanogastraceae bei den Agaricales (nahe Coprinus) einordnen (siehe auch THIERS 1984) und
viele Autoren (z.B. KREISEL 1969, JULICH 1982) die monotypischen Melanogastrales bevorzu-
gen, postuliert TRAPPE (1975) eine ,,Rhizopogon-Alpova-Melanogaster-Linie** und damit gewis-
se Beziehungen zu den Boletales. Letztere Ordnung ist gut durch charakteristische Inhaltsstoffe
gekennzeichnet (siehe GILL & STEGLICH 1987).

Reichliche Funde der kartoffeldhnlichen Fruchtkorper von Melanogaster broomeianus Berk. in
Tul. in den Jahren 1993 bis 1995 ermoglichten es uns, nun erstmals eine Untersuchung der Inhalts-
stoffe durchzufiihren.

Material und Methoden

Pilzmaterial:

Fruchtkorper (Belege der Aufsammlungen befinden sich im Herbarium REG): Hymenogaster
olivaceus Vitt.: 11.10.94, Universititsgelande Regensburg, unter Carpinus betulus, leg. Dorsch,
det. Fuchs. Melanogaster broomeianus Berk. in Tul.: Mehrere Aufsammlungen von Juni bis
Oktober 1994, Campus der Universitidt Regensburg, unter Carpinus betulus, leg. Besl/Dorsch,
det. Besl. Paxillus involutus (Batsch: Fr.) Fr.: 5.10.94, Botanischer Garten Regensburg, unter
Pinus sylvestris, leg. & det. Besl; 7.9.94, Universititsgelande Regensburg, unter 7ilia spec., leg.
& det. Schmid. Rhizopogon luteolus Fr.: 6.10.94, Offenstetten bei Abensberg, Sandkiefernwald,
leg. & det. Besl/Dorsch.

Mycelkulturen (aus der Kulturensammlung des Instituts fiir Botanik, Universitit Regensburg):
Alpova olivaceotinctus (Smith & Zeller) Trappe: Nr. 637, San Bernardino Co., USA, mis. J.M.
Trappe. Melanogaster broomeianus Berk. in Tul.: Nr. 827, Universititsgelande Regensburg.

Chemische Untersuchungen:

Das frisch gesammelte Material von Melanogaster broomeianus wurde von grobem Schmutz
befreit und bis zur Aufarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.

Die Pilzfruchtkorper wurden mit schwach angesiduertem Aceton extrahiert, wie in BESL et al.
(1980) beschrieben. Die Vortrennung der Inhaltsstoffe erfolgte mittels Sdulenchromatographie
an acetyliertem Polyamid mit Laufmitteln aufsteigender Polaritit und an Sephadex LH-20 mit
Aceton. Wir erhielten so ein gelbes Pigment und ein Gemisch farbloser Substanzen, von denen
zwei durch préparative Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, Toluol/Ethylformiat/Ameisen-
sdure 5:5:3) rein erhalten werden konnten. Die Identifizierung der beiden letztgenannten Substan-
zen erfolgte durch chromatographischen und spektroskopischen Vergleich mit authentischen
Proben.

DNA-Untersuchungen:

Die Isolierung der DNA erfolgte aus frischen oder lyophilisierten Fruchtkdrpern bzw. Mycel-
kulturen der oben genannten Pilzarten. Mittels der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) wurde
jeweils ein etwa 1.9 kb groBer Abschnitt der kerncodierten ribosomalen DNA (rDNA) ampli-
fiziert, definiert durch die Primerkombination 5.8SR-LR7 (Primersequenzen siehe VILGALYS
& HESTER 1990). DNA-Isolierung und Amplifizierung erfolgten wie in FISCHER (1996) angege-
ben.



BESL, DORSCH & FISCHER: Verwandtschaft von Melanogaster 197

Abb. 1: Melanogaster broomeianus (Dia: Thoma)

Der amplifizierte Abschnitt wurde einer Restriktionsanalyse unterzogen. Die verwendeten
Enzyme waren Alu 1, Cfo 1, Hae 111, Hinf 1, Hpa 11, Mbo 1, Rsa 1 und Taq 1. Die phenetische
Auswertung der Restriktionsdaten erfolgte mittels einer Clusteranalyse durch UPGMA (unweight-
ed pair group method using arithmetic averages).

Ergebnisse und Diskussion

Besonders auffillig war schon am Diinnschichtchromatogramm (DC) des Rohextrakts ein relativ
unpolares, leuchtend gelbes Pigment, dessen Strukturaufkirung noch nicht abgeschlossen ist. Es
wird deshalb an dieser Stelle nicht weiter behandelt.

Von grofler chemotaxonomischer Bedeutung sind dagegen die beiden isolierten farblosen Verbin-
dungen, die sich schon am DC des Rohextrakts durch ihr Farbverhalten als die beiden Cyclo-
pentenone Chamonixin und Involutin zu erkennen gaben. Bestitigt wurde dies durch den
Vergleich der UV- und 'H-NMR-Spektren mit authentischen Proben. Die beiden Substanzen
konnen fiir das Blauen von Chamonixia caespitosa bzw. fiir das Braunen von Paxillus involutus
verantwortlich gemacht werden. Beide gehoren dem fiir die Ordnung der Boletales charakteri-
stischen Atromentin-Stoffwechsel an.

Chamonixin und/oder Involutin wurden bisher nur in folgenden Pilzarten, samtlich Vertreter der
Boletales, gefunden:

Chamonixia caespitosa (Roll.) E.Fisch. (STEGLICH et al. 1977)

Fuscoboletinus serotinus (Frost) A.H.Smith & Thiers (BESL & BRESINSKY 1996)
Gyrodon lividus (Bull.: Fr.) Sacc. (BEsL et al. 1980)

Leucogyrophana pinastri (Fr.) Ginns & Weresub (BESL et al. 1986)

Paxillus filamentosus (Scop.) Fr. (KAMMERER et al. 1985)

Paxillus involutus (Batsch: Fr.) Fr. (EDWARDS et al. 1967)

Suillus viscidus (Fr. & Hok) S. Rauschert (BESL & BRESINSKY 1996)
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R=H: Chamonixin
R =OH: Involutin

Der Nachweis von Chamonixin und Involutin in Melanogaster broomeianus ist somit ein deutli-
cher Hinweis auf eine enge Beziehung von Melanogaster zu den Boletales.

Durch die beiden asymmetrisch substituierten C-Atome im Cyclopenten-Ring ist eine optische
Aktivitit zu erwarten und in den Fillen von Chamonixia, Gyrodon und Paxillus auch nachge-
wiesen (EDWARDS & GILL 1973, STEGLICH et al. 1977, BESL et al. 1980). Wiihrend bei Chamoni-
xia das rechtsdrehende (+)-Chamonixin vorliegt, enthalten Gyrodon und Paxillus die linksdre-
henden Enantiomeren. Aus den CD-Spektren von Chamonixin und Involutin aus Melanogaster
broomeianus ergibt sich hierfiir eine Linksdrehung und damit dieselbe Konfiguration wie bei
Paxillus involutus. Dies kann als Hinweis auf eine engere Verwandtschaft zwischen Melanogaster
und Paxillus gedeutet werden.

Uber Beziehungen zu Rhizopogon bzw. Alpova kénnen derzeit aus chemotaxonomischer Sicht
kaum Aussagen gemacht werden. Chamonixin und/oder Involutin konnten zwar vereinzelt in
Vertretern der Rhizopogon sehr nahe stehenden Gattung Suillus nachgewiesen werden, doch
erlauben die fehlenden Kenntnisse tiber deren optische Drehung keine niheren Riickschliisse.

Befall durch Sepedonium chrysospermum (Bull.: Fr.) Link

Der Goldschimmel Sepedonium chrysospermum und seine néchsten Verwandten sind als Pilzpa-
rasiten auf Fruchtkorper vieler Gattungen der Boletales spezialisiert. Umgekehrt weist ein Befall
durch Sepedonium auf eine Zugehorigkeit des Wirtes zu dieser Ordnung hin, wie beispielsweise
bei Rhizopogon (HEM 1948), Gautieria (PEGLER et al. 1993), sowie bei Pisolithus und Sclero-
derma (GILL & WATLING 1986). So darf auch der Fund von Sepedonium chrysospermum an
Melanogaster broomeianus (HAWKER 1955) als zusitzliches Indiz fiir die Verwandtschaft dieser
gastroiden Pilze mit den Boletales gewertet werden.

DNA-Untersuchung

Die PCR-Produkte wiesen eine Groe von 1.92 kb fiir Alpova, Melanogaster, Paxillus und Rhizo-
pogon, eine GroBe von 1.83 kb fiir Hymenogaster auf.

Die Restriktionsanalysen ergaben eine Anbindung von Melanogaster an Paxillus. Nach der
Clusteranalyse traten die beiden Gattungen als Schwestertaxa auf (Distanzwert D = 53%) und
bildeten gemeinsam mit Rhizopogon (D = 56%) ein abgeschlossenes Cluster. Alpova und
Hymenogaster standen mit deutlich hoheren Distanzwerten (D = 75% bzw. 80%) auBerhalb dieser
Gruppe.
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Auch die DNA-Analysen stiitzen demnach die mutmafliche Zugehorigkeit von Melanogaster
zu den Boletales.
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