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Summary: Based on a region of the nuclear encoded ribosomal DNA, restriction analyses were perfor-
med with twelve species of Suillus, two species of Gomphidius and one species each of Boletinus, Boletus,
Chroogomphus and Rhizopogon. The number of nuclei per hyphal segment was examined in Suillus and
Boletinus. The obtained results were related to characters revealed by pigment chemistry, mycorrhizal
associations and DNA content of nuclei.

A cluster analysis of restriction data using UPGMA resulted in a subdivision of Suillus and two groups
were formed. Suillus cothurnatus was not included in these groups. Whereas the data set provided by
pigment chemistry is in good agreement with these findings, only slight correlation was found between
the cytological data and restriction data.

Boletinus cavipes was positioned more closely to the Suillus groups than Suillus cothurnatus, but accor-
ding to the other data available was kept as a separate genus.

Taxa of Suillus and Boletinus in a mosaic like pattern exhibited both advanced and primitive characters.
Current evidence suggests that within Suillus the taxa belonging to the section Suillus are advanced,
whereas the taxa of the section Larigni are primitive. Boletinus cavipes seems closely related to the latter
group.

A distinct delimitation between the Suillineae (Suillus, Boletinus, Chroogomphus, Gomphidius and
Rhizopogon) and the Boletaceae (Boletus) was not possible. Most likely this was caused by different
sizes of the DNA fragments generated by the polymerase chain reaction.

Zusammenfassung: Auf der Basis eines Abschnittes der ribosomalen DNA wurden zwolf Arten von
Suillus, zwei Arten von Gomphidius und je eine Art von Boletinus, Boletus, Chroogomphus und Rhizo-
pogon restriktionsanalytisch untersucht. Karyologische Untersuchungen wurden an den Vertretern von
Suillus und Boletinus durchgefiihrt. Die gewonnenen Ergebnisse wurden in Beziehung gesetzt zu
Merkmalen aus den Bereichen Pigmentchemie, Mykorrhiza-Bindung und DNA-Gehalt von Zellkernen.
Eine Clusteranalyse der Restriktionsdaten mittels UPGMA ergab im wesentlichen eine Untergliederung
von Suillus in zwei Gruppierungen. Suillus cothurnatus war keiner dieser Gruppierungen zuzuordnen.
Diese Befunde stehen in recht guter Ubereinstimmung mit den Pigmentierungstypen der Sippen. Die
karyologischen Befunde lieen sich kaum einordnen.

Anschrift der Verfasser: Dr. Michael Fischer, Margit Jarosch, Manfred Binder & Dr. Helmut Besl, Institut fur
Botanik, Universitat Regensburg, Postfach, D-93040 Regensburg
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Boletinus cavipes steht niher zu den Suillus-Gruppierungen als Suillus cothurnatus. Beruhend auf den
anderen verfiigbaren Merkmalen wird Boletinus jedoch weiterhin als eigenstindige Gattung betrachtet.
Die daraufhin untersuchten Arten von Suillus und Boletinus weisen mosaikartig abgeleitete und urspriing-
liche Merkmale auf. Innerhalb Suillus sind die Arten der Sektion Suillus als eher abgeleitet, die Arten
der Sektion Larigni als eher urspriinglich zu betrachten. Boletinus cavipes steht den Arten der Sektion
Larigni am néchsten.

Eine eindeutige Abgrenzung der Suillineae (Suillus, Boletinus, Chroogomphus, Gomphidius und Rhizo-
pogon) gegeniiber den Boletaceae (Boletus) war nicht moglich. Hochstwahrscheinlich war dies verursacht
durch unterschiedliche GroBen der durch die Polymerase-Kettenreaktion erzeugten DNA-Fragmente.

Einleitung

Die Gattung Suillus Mich. ex S.F. Gray, die ,,Schmierrohrlinge®, ist eine der artenreichsten
Gruppierungen innerhalb der Boletales, der Rohrlinge. Die Gattung umfaf3t schitzungsweise 80
bis 90 Arten, ihr Verbreitungsschwerpunkt liegt eindeutig in der nordlichen Hemisphire. So
werden fiir Europa annihernd 30 Arten, fiir Nordamerika sogar etwa 50 Arten angegeben (SMITH
& THIERS 1964, 1971; THIERS 1975; ENGEL et al. 1996). Nur wenige Sippen finden sich hinge-
gen in der siidlichen Hemisphire (z. B. SINGER 1986, GARRIDO 1988).

In Deutschland zihlen einzelne Vertreter der Gattung wihrend der Pilzsaison zu den hiufigsten
Rohrlingen; wohl jeder interessierte Pilzfreund wird schon die Massenansammlungen des
Goldrohrlings, S. grevillei, inmitten von oder nahe bei Larchenbestinden bewundert haben.
Weitere bekannte, zumindest lokal hiufige, Schmierrohrlinge sind der Butterpilz, S. luteus, der
Kuhrohling, S. bovinus, oder der Sandréhrling, S. variegatus. Dem aufmerksamen Beobachter
wird dabei die offensichtliche Bindung der einzelnen Arten an bestimmte Partnerbdume nicht
entgehen. Suillus-Arten finden sich ausschlieBlich in Mykorrhiza-Beziehung zu Coniferen, wie
beispielsweise Kiefer oder Lirche.

Die mittelgroen bis groBen, farblich oft auffilligen Fruchtkorper sind makroskopisch ausge-
zeichnet durch eine klebrige bis schleimige Oberfliche des Hutes, ein rohrenférmiges Hymeno-
phor und einen oft beringten Stiel, der bei einigen Arten durch Driisenpunkte, bestehend aus
biischelig angeordneten Cystiden, punktiert ist. Mikroskopisch weisen Suillus-Arten die fiir die
Boletales typischen linglich elliptischen Sporen mit glatter Oberfliche auf. Systematisch bedeut-
sam ist die Ausbildung der Stieloberfldche: Sie ist zu einem guten Teil fertil und bedeckt mit
einem Caulohymenium, bestehend aus Caulobasidiolen, Caulocystiden und fertilen Caulobasidien
(SuTARA 1987b). Nur ein kleiner Bereich des Stieles, nahe der Basis, bleibt konstant steril.

Uber das Gattungskonzept von Suillus herrschen unterschiedliche Auffassungen (siche weiter
unten). Innerhalb der Gattung wird jedenfalls eine Reihe von Sektionen unterschieden, deren
Eigenstindigkeit unter anderem auf spezifischen Mykorrhiza-Bindungen der jeweiligen Sippen
beruht (MOSER 1983, SINGER 1986). Das Vorhandensein verschiedener Gruppierungen innerhalb
Suillus wird durch weitere Befunde gestiitzt. So zeigten karyologische Untersuchungen die
Existenz verschiedener Ploidie-Stufen in Suillus (WITTMANN-MEIXNER 1989). Eine umfassende
pigmentchemische Bearbeitung (zusammengefaft in BESL & BRESINSKY 1997) ergab mindestens
drei unterschiedliche Pigmentierungstypen, in aufsteigender Entwicklungslinie bezeichnet als
Typ A (Arten ohne Grevilline, aber mit Pulvinsiuren), Typ B (Arten mit Grevillin A, B und/oder
C) und Typ C (Arten zusitzlich mit Grevillin D).
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Innerhalb der Boletales findet sich Suillus in der Familie der Suillaceae (Unterfamilie Suilloideae
nach SINGER 1986), in offenbar enger verwandtschaftlicher Beziehung zu den Gattungen Boleti-
nus Kalchbr. und Gastrosuillus Thiers. Zusammen mit den Familien der Rhizopogonaceae (mit
der gastroiden Gattung Rhizopogon (Fr.:Fr.) Nordh.) und Gomphidiaceae (mit den lamelligen
Gattungen Chroogomphus (Sing.) O.K. Miller und Gomphidius Fr.) wurden die Suillaceae
kiirzlich in der Unterordnung der Suillineae zusammengefaf3t (BESL & BRESINSKY 1997). Diese
Gruppe wird von pigmentchemischen, z.T. aber auch von molekularen Daten gestiitzt; dariiber
hinausgehend sind auch Mykorrhiza-Befunde bedeutsam (AGERER 1991).

Eine seit Jahren gefiihrte, prinzipiell aber bis heute nicht abgeschlossene Diskussion betrifft die
Beziehungen zwischen den Gattungen Suillus und Boletinus. Die enge Verwandtschaft zwischen
diesen Taxa ist weithin unbestritten, unklar ist jedoch die Stellung von Boletinus als eigenstindige
Gattung. Der in Mitteleuropa vorkommende Vertreter der Gattung, Boletinus cavipes, der
HohlfuBrohrling, ist gekennzeichnet durch einen zumindest an der Basis hohlen Stiel, durch eine
trockene Hutoberfliche sowie durch radial gestreckte Poren (boletinoides Hymenophor); mikro-
skopisch zeichnet sich die Art durch eine sterile Stieloberfliche, das Nichtauftreten von biische-
ligen Cystiden, sowie das regelmiBige Auftreten von Schnallen (sowohl im Fruchtkorper als
auch Mycel) aus. Entsprechend einigen Suillus-Arten ist Boletinus cavipes ein Begleiter von
Lérchen.

Etwas verallgemeinernd lassen sich mit Hinblick auf die verwandtschaftliche Beziehung zwischen
Suillus und Boletinus zwei verschiedene Modelle unterscheiden: Vertreter der in den Vereinigten
Staaten geiibten Richtung sehen Boletinus innerhalb von Suillus (SMITH & THIERS 1971, BRUNS
et al. 1988; KRETZER et al. 1996); die europdische Richtung hingegen akzeptiert Boletinus als
* eigenstindige Gattung (HoiLAND 1987, KREISEL 1987, SUTARA 1987b, ENGEL et al. 1996, BESL
& BRESINSKY 1997). PEGLER & YOUNG (1981) sowie JULICH (1982) legen den Merkmalen Schnal-
lenbildung bzw. Sporenstaubfarbe groles Gewicht bei und stellen Boletinus und Suillus sogar in
zwei unterschiedliche Familien, die Gyrodontaceae bzw. Strobilomycetaceae. Die in Europa
geiibte Deutung einer getrennten Stellung von Suillus und Boletinus wird neben den bereits
genannten Merkmalen unterstiitzt durch die zweifellos gewichtigen chemotaxonomischen Befun-
de: Demnach weisen Suillus und Boletinus neben gemeinsamen offensichtlich auch spezifische,
nur ihnen eigene, Inhaltsstoffe auf — prenylierte Phenole und Benzochinone bei Suillus, Cavipe-
tine zumindest bei Boletinus cavipes (BESL & BRESINSKY 1997). Einschrénkend gilt hier, daf3 die
beiden anderen zu Boletinus eingeordneten Sippen, Boletinus asiaticus und Boletinus paluster,
bislang chemisch nicht ausreichend untersucht sind.

Ein etwas vernachlissigtes Problem betrifft die Stellung von S. bovinus innerhalb Suillus.
Beruhend auf Befunden zu Hymenophortrama und Stieloberfldche hatte SUTARA (1987a) fiir
diese Art die monotypische Gattung Mariaella Sutara vorgeschlagen. Dieses Konzept wird
teilweise durch die Pigmentausstattung gestiitzt, indem das bei S. bovinus gefundene Methylbo-
vinat sonst nirgends innerhalb Suillus auftritt (BESL & BRESINSKY 1997).

Unser Wissen betreffend Suillus und dessen verwandtschaftliches Umfeld beruht auf einer Reihe
verschiedener Merkmalsbereiche. Morphologische und anatomische Aspekte erweisen sich als
ebenso bedeutsam wie Informationen zur Okologie oder Pigmentchemie; ausgehend von der
Arbeitsgruppe um T. BRUNS (U.S.A.) sind seit einiger Zeit zunehmend auch molekulare Daten
verfiigbar gemacht worden (BRUNS et al. 1988, BRUNS et al. 1989, BRUNS & PALMER 1989,
KRETZER et al. 1996).
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Die vorliegende Untersuchung stiitzt sich neben molekularen, aus Restriktionsanalysen und z.T.

Restriktionskartierung erarbeiteten, Daten auch auf Informationen zu Karyologie und Kulturver-

halten. Vor allem die folgenden Detailfragen standen dabei im Mittelpunkt des Interesses:

1. Inwieweit lassen sich innerhalb Suillus die einzelnen Merkmalsbereiche in Ubereinstimmung
bringen? ’

2. Lassen sich innerhalb Suillus Entwicklungslinien von eher urspriinglichen zu eher abgeleite-
ten Sippen ermitteln?

3. Ergeben sich neue Informationen hinsichtlich der verwandtschaftlichen Beziehung zwischen
Suillus und Boletinus?

Die Arbeit basiert auf folgendem Material (siehe auch Tab. 1): Zwolf Arten von Suillus, die vier
der fiinf von SINGER (1986) angenommenen Sektionen reprisentieren. Daneben beriicksichtigt
wurden zwei Arten der Gattung Gomphidius sowie je eine Art der Gattungen Boletinus, Chroo-
gomphus und Rhizopogon. Somit waren s@mtliche innerhalb der Suillineae gefiihrten Gruppie-
rungen einbezogen. Als Vertreter einer verwandten Gattung wurde fiir die vergleichenden DNA-
Analysen der Steinpilz, Boletus edulis, gewihlt, die Typusart der Gattung Boletus.

Material und Methoden
Die verwendeten Pilzstimme sind in Tab. 1 aufgelistet.

Kulturbedingungen: Die kultivierbaren Stimme wurden auf modifiziertem Moser b-Medium
(0.05 g Inosit, 0.2 g Hefeextrakt, 0.5 g KH,POy, 0.5 g MgSOy, 2 g Pepton, 10 g Glucose, 20 g
Maltose, 20 g Agar, in 11 HyOy,;q ) oder auf Vitamin-Medium (FRIES 1978) bei 23° C und 65%
Luftfeuchte im Dunkeln angezogen.

Kernfirbung: Zur Farbung der Kerne in vegetativen Mycelien von Boletinus und Suillus wurden
Objekttragerkulturen benutzt (VAN UDEN 1951). Die Kerne wurden mit Giemsa gefirbt (KORHO-
NEN & HINTIKKA 1974, FISCHER 1987). Die durch eine rosarote Firbung meist deutlich hervor-
gehobenen Kerne konnten unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden. Pro Stamm wurden
etwa 40 Hyphenabschnitte ausgewertet.

DNA-Isolierung: Fiir die Vertreter der Gattungen Boletus, Chroogomphus und Gomphidius
wurde die DNA aus Fruchtkorpern (frisch gesammelt, herbarisiert oder lyophilisiert) isoliert.
Die Fruchtkdrper wurden dazu zunéchst von Laub- und Nadelstreu befreit, der Linge nach
halbiert und unter weitgehend sterilen Bedingungen mit Hilfe von Pinzette und Skalpell moglichst
unbeschédigtes Material aus dem Hut entnommen. Fiir die DNA-Isolierung aus frischen Frucht-
korpern wurden 300 mg eingesetzt. Die Fruchtkdrper wurden anschlieSend lyophilisiert und bis
zur eventuellen Wiederverwendung bei -20° C aufbewahrt. Zur DNA-Isolierung aus herbari-
siertem oder lyophilisiertem Material wurden méglichst steril jeweils 30 - 50 mg Hutmaterial
entnommen.

Die einzelnen Schritte der DNA-Isolierung waren im wesentlichen wie bei LEE & TAYLOR (1990)
beschrieben. Die DNA-Pellets wurden jedoch luftgetrocknet und durchwegs in 100 ml TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) aufgenommen. Konzentration und Zustand der DNA
wurde auf 1% Agarosegelen (Boehringer, Mannheim) iiberpriift.

Fiir Boletinus, Rhizopogon und Suillus wurde die DNA aus Kulturmycel isoliert. Dazu wurde
das Mycel mit einer sterilen Pinzette vorsichtig von der Agarplatte abgezupft und im weiteren
wie oben beschrieben verarbeitet. Eine definierte Ausgangsmenge war hier nicht gegeben.
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Tab. 1: Felddaten der verwendeten Stimme
Art Stamm Fundort Funddatum leg./det.
Boletus edulis Bull.:Fr. Be3 Bayern 7.9.1995 Bresinsky
Boletinus cavipes (Klotzsch:Fr.) Kalchbr. Bcav2 Bayern 19.9.1995 Binder
Chroogomphus rutilus (Schaeff.:Fr.) O.K. Miller Chr1 Bayern 7.9.1995 Binder
Gomphidius glutinosus (Schaeff.:Fr.) Fr. Gg1 Bayern 10.9.1995 Binder
Gomphidius roseus (Fr.) Fr. Gro1 Bayern 7.9.1995 Beisenherz
Rhizopogon luteolus (Fr.:Fr.) Nordh. 621 Bayern 2.10.1985 Besl
Suillus americanus (Peck) Snell TDB 577 USA unbekannt Bruns
Suillus bovinus (L.) O. Kuntze Sbo1 Bayern 24.9.1995 Binder
Suillus bovinus (L.) O. Kuntze 825 Schweden unbekannt Fries
Suillus brevipes (Peck) O. Kuntze 808 USA unbekannt Berry

(CBS 107.57)
Suillus cothurnatus Sing. 590 USA 29.8.1986 Bresinsky
Suillus granulatus (L.) O. Kuntze Sg1 Bayern 24.7.1995 Binder
Suillus granulatus (L.) O. Kuntze Sg2 Bayern 24.9.1995 Binder
Suillus grevillei (Klotzsch:Fr.) Sing. Sgr2 Bayern 3.10.1995 Binder
Suillus grevillei (Klotzsch:Fr.) Sing. 393 Bayern 5.8.1981 Besl
Suillus grevillei (Klotzsch:Fr.) Sing. 484 Bayern 10.7.1984 Luschka
Suillus luteus (L.) S.F. Gray Si Bayern 7.9.1995 Bresinsky
Suillus luteus (L.) S.F. Gray 396 Bayern 2.10.1980 Besl
Suillus spraguei (Berk. & Curt.) O. Kuntze 817 USA 1976 Billeci
(CBS 214.76)

Suillus tomentosus (Kauffm.) Sing., Snell & Dick 629 USA 13.10.1983 Trappe
Suillus tridentinus (Bres.) Sing. Str1 Bayern 25.9.1995 Binder
Suillus tridentinus (Bres.) Sing. 347 Bayern 5.8.1980 Besl
Suillus tridentinus (Bres.) Sing. 468 Bayern 6.9.1984 Besl
Suillus variegatus (Sw.:Fr.) O. Kuntze Svi Osterreich 2.9.1995 Seidl
Suillus variegatus (Sw.:Fr.) O. Kuntze Sv2 Bayern 15.9.1995 Binder
Suillus variegatus (Sw.:Fr.) O. Kuntze Sv3 Bayern 24.9.1995 Binder
Suillus viscidus (Fr. & Hok) S. Rauschert Sat Bayern 19.9.1995 Binder
Suillus viscidus (Fr. & Hok) S. Rauschert Sa2 Bayern 5.10.1995 Binder
Suillus viscidus (Fr. & Hok) S. Rauschert 499 Bayern 26.9.1984 Besl
Suillus viscidus (Fr. & Hok) S. Rauschert 512 Bayern 26.9.1984 Besl

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Fiir herbarisiertes oder lyophilisiertes Material (Frucht-
korper) wurden die DNA-Proben in dest. Wasser 1:500 bis 1:1000, fiir frisches Material (Mycel,
Fruchtkorper) 1:1000 bis 1:3000 verdiinnt. Mit Hilfe der PCR wurden zwei verschiedene
Fragmente innerhalb der kerncodierten rDNA amplifiziert. Das durch die Primer ITS1 und ITS4
definierte, mutmaBlich variablere, Fragment beinhaltet die vollstindigen internen transkribierten
Spacer (ITS I und ITS II) sowie das vollstindige 5.8S rRNA-Gen. Das durch die Primer 5.8SR
und LR7 definierte, mutmaflich konserviertere, Fragment beinhaltet die ITS II-Region sowie
einen wesentlichen Abschnitt des 28S rRNA-Genes. In der Arbeit werden im wesentlichen nur die

mit der ITS1-ITS4-Region gewonnenen Resultate beriicksichtigt.

Die Sequenzen der verwendeten Primer (in 5°-3’Richtung) sind wie folgt:

ITS1: TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
5.8SR: TCG ATG AAG AAC GCA GC
LR7: TACTAC CAC CAA GATCT
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Die PCR-Reaktionen wurden in 100 pl Volumen angesetzt und mit zwei Tropfen Mineralol
iiberschichtet. Durchwegs wurde die Technik der sogenannten Hot start-PCR angewendet
(D’AQuILA et al. 1991). Fiir beide Fragmente wurden 37 Zyklen durchgefiihrt (Biometra TRIO-
Thermoblock). Menge und Qualitit der PCR-Produkte wurden durch Auftrag von 3-5 pl des
Reaktionsansatzes auf 1% Agarosegelen tiberpriift. Der DNA Lingenstandard VI wurde zur
Abschitzung der Fragmentgroflen verwendet.

Restriktionsanalyse der PCR-Produkte: Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte wie in
FISCHER (1995) angegeben. Fiir die Restriktionsanalyse wurden normalerweise 10 pl jedes
PCR-Produktes in einem 20 ul Volumen verdaut. Verwendete Enzyme waren Alu 1, Bfa 1, Bsh
1236 1, Csp6 1, Hae 111, Hinf 1, Hin6 1, Hpa 11, Mbo 1, Nla 111 und Tagq 1. Die Bedingungen
waren gemil den Vorschriften der Hersteller (New England Biolabs; Boehringer, Mannheim;
MBI Fermentas). Die Restriktionsprodukte wurden auf 2.3% bzw. 3.3% Agarosegelen aufge-
trennt und die GroBe der Fragmente durch Vergleich mit dem DNA Lingenstandard VI
abgeschitzt. Die Resultate wurden durch Fotografieren der Gele iiber einem UV-Transillumi-
nator dokumentiert.

Numerisch-phinetische Auswertung der Restriktionsdaten: Bei allen Stimmen wurde fiir
alle Enzyme die An- oder Abwesenheit der Restriktionsfragmente iiberpriift. Dies resultierte in
einer bindren 1/0 Matrix. Fiir alle Artenpaare innerhalb der Matrix wurden die Sag-Werte als
Ausdruck der Ahnlichkeit nach der folgenden Formel berechnet (NEI & Li 1979):

2(naB)

na +ng

SaB=

Dabei entspricht npg der Anzahl der Restriktionsfragmente, die den Stimmen A und B gemeinsam
sind; na und ng entsprechen der Gesamtzahl der Restriktionsfragmente der Stimme A und B.

Unter Anwendung der Beziehung Unihnlichkeit = 1 - Ahnlichkeit wurden die Ssp-Werte dann
in eine Distanzmatrix iibertragen. Die Erstellung der phénetischen Dendrogramme (auf den
Ahnlichkeiten zwischen den Taxa beruhend) erfolgte mit Hilfe einer Cluster-Analyse durch
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages).

Ergebnisse

Mycelwachstum: Fiir die in die Untersuchung einbezogenen Suillus-Arten wurde die Wachs-
tumsgeschwindigkeit des Mycels naher bestimmt. Mit einer Ausnahme (S. spraguei) war das
Wachstum auf Vitamin-Medium besser als auf modifiziertem Moser b-Medium. Im Vergleich
zu anderen Vertretern der Boletales zeichnen sich Suillus-Arten durch ein recht schnelles Wachs-
tum in Kultur aus. Fiir alle Arten wurde der Koloniedurchmesser nach einer Inkubationszeit von
zwei Wochen bestimmt. Dabei ergab sich eine Einteilung in vier verschiedene Wachstumsgrup-
pen; ein Wachstum von etwa 5 cm wurde fiir S. spraguei, ein Wachstum von etwa 3.5 cm fiir S.
americanus, S. brevipes, S. luteus, S. tomentosus, S. tridentinus und S. variegatus, ein Wachs-
tum von etwa 2 cm fiir S. granulatus und S. viscidus sowie ein Wachstum von etwa 1.5 cm fiir S.
bovinus, S. cothurnatus und S. grevillei festgestellt. Artgleiche Stimme wuchsen im wesentlichen
gleichartig.

Boletinus cavipes und Rhizopogon luteolus waren in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit etwa gleich-
artig mit der schnellsten Suillus-Art (S. spraguei). Boletus edulis war durch extrem langsames
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Wachstum gekennzeichnet und die Kolonien wiesen nach zwei Wochen einen Durchmesser von
weniger als 1 cm auf. Keinerlei Wachstum konnte fiir Chroogomphus und Gomphidius erzielt
werden.

Schnallenbildung: Gemif den in der Literatur angegebenen Daten sollen Mycelkulturen von
Suillus zumindest in Einzelfillen Schnallen an den Septen aufweisen (HUBSCH 1961, FRIES &
NEUMANN 1990). Dieser Befund konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden und
weder auf Moser b- noch auf Vitamin-Medium war jemals Schnallenbildung zu beobachten.
Auch keiner der diesbeziiglich untersuchten Fruchtkorper wies Schnallen auf.

Im Gegensatz dazu waren an den Hyphensepten von Boletinus cavipes sehr deutlich und regel-
mifBig Schnallen ausgebildet. Dies galt gleichermaBen fiir Fruchtkorper und Mycelkulturen.

Karyologie: Alle verfiigbaren Suillus-Mycelkulturen wurden hinsichtlich ihrer Kernzahl je
Hyphenabschnitt untersucht. Insgesamt war eine ausgeprégte Variabilitit zu beobachten, und es
fanden sich ein-, zwei-, mehr- (bis zu sechs Kerne/Hyphenabschnitt) und vielkernige (bis zu zwolf
Kerne/Hyphenabschnitt) Arten (siche Tab. 2). Abb. 1 zeigt S. tridentinus, Stamm 347, als Beispiel
einer zweikernigen, Abb. 2 S. tomentosus, Stamm 629, als Beispiel einer vielkernigen Art.

Bei Boletinus cavipes erwiesen sich die Hyphenabschnitte als durchwegs zweikernig.

DNA-Isolierung: Eine erfolgreiche Isolierung von DNA war bei allen Stimmen der einbezoge-
nen Arten, aus den Gattungen Boletus, Boletinus, Chroogomphus, Gomphidius, Rhizopogon und
Suillus, moglich. Die Isolierung war aus Mycelkulturen und Fruchtkorpern gleichermalen erfolg-
reich.

DNA-Amplifizierung: Beide gewihlten rDNA-Abschnitte konnten fiir alle Sippen erfolgreich
amplifiziert werden. Fiir die ITS1-ITS4-Region ergab die Gelelektrophorese der unverdauten
PCR-Produkte unterschiedliche FragmentgroBen (Abb. 3). Demnach war das Produkt 700 bp
lang bei Boletinus und Suillus, 760 bp lang bei Chroogomphus rutilus und Gomphidius glutino-
sus, 800 bp lang bei Boletus edulis und Gomphidius roseus und 900 bp lang bei Rhizopogon
luteolus.

Fiir die 5.8SR-LR7-Region ergab sich fiir alle einbezogenen Stimme eine einheitliche Produkt-
grofle von etwa 1.9 kb.

Fiir keines der beiden Fragmente war eine intraspezifische Langenvariabilitiit zu beobachten.

Tab. 2: Kernzahl je Hyphenabschnitt in Suillus-Arten

einkernig zweikernig mehrkernig vielkernig
S. americanus
S. bovinus

S. brevipes

S. cothurnatus
S. granulatus
S. spraguei

S. tridentinus?)

S. viscidus

S. variegatus
S. tomentosus

S. tridentinus") S. grevillei

S. luteus

et et i

1) Die beiden tberpriiften Stamme von Suillus tridentinus wiesen eine verschiedene Kernzahl/Hyphenabschnitt auf.
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Abb. 2: Mit Giemsa gefirbte Kerne; vielkernige Hyphenabschnitte in Suillus tomentosus, Stamm 629.
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G. glutinosus
G. roseus

R. luteolus
DNA-Standard

S. tomentosus
C. rutilus

DNA-Standard
S. americanus
S. bovinus

S. brevipes

S. cothurnatus
S. granulatus
S. grevillei

S. luteus

S. spraguei

S. tridentinus
S. variegatus
S. viscidus

B. cavipes

B. edulis

2176 bp
1766 bp

1230 bp
1033 bp
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Abb. 3: PCR-Produkte der durch die Primer ITS1 und ITS4 definierten rDNA-Region. FragmentgroBen in
Basenpaaren. S. = Suillus; B. cavipes = Boletinus cavipes; B. edulis = Boletus edulis; C. = Chroo-
gomphus; G. = Gomphidius; R. = Rhizopogon.

DNA-Standard
S. americanus
S. bovinus

S. brevipes

S. cothurnatus
S. granulatus
S. grevillei

S. luteus

S. pictus

S. tomentosus
S. tridentinus
S. variegatus
S. viscidus

B. cavipes

B. edulis

C. rutilus

G. glutinosus
G. roseus

R. luteolus
DNA-Standard

2176 bp
1766 bp

1230 bp
1033 bp

653 bp

517 bp
453 bp
394 bp
298 bp
243 bp

Abb. 4: Restriktionsfragmente nach Verdau mit Alu 1. FragmentgroBen in Basenpaaren. S. = Suillus; B.
cavipes = Boletinus cavipes; B. edulis = Boletus edulis; C. = Chroogomphus; G. = Gomphidius;
R. = Rhizopogon.
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Restriktionsanalyse des ITS1-ITS4-Produktes: Das Produkt des Primerpaares ITS1-ITS4
wurde fiir alle einbezogenen 18 Sippen mit elf verschiedenen Restriktionsendonucleasen verdaut.
Generell stellte sich das Problem, dal das Ausgangsprodukt durch eine Reihe von Enzymen in
z.T. sehr kleine Fragmente gespalten wurde, die oft nur schwer auf den Agarosegelen auflosbar
waren. Derartige Fragmente wurden in die nachfolgende phénetische Auswertung nicht mit einbe-
zogen. Die meisten Phéanotypen ergaben sich fiir Hinf I (15 Phédnotypen innerhalb der 18 Arten),
die wenigsten fiir Csp6 I (sechs Phénotypen). Abb. 4 zeigt das ITS1-ITS4-Produkt nach Verdau
mit der Restriktionsendonuclease Alu I (neun verschiedene Phinotypen).

Clusteranalyse durch UPGMA: Beruhend auf der An- bzw. Abwesenheit der spezifischen
Banden wurde eine Datenmatrix erstellt, die als Grundlage fiir die phénetische Auswertung diente.
Das fiir die ITS1-ITS4-Region mittels UPGMA erstellte Dendrogramm ist in Abb. 5 dargestellt.
Aufgrund ihrer mutmaBlich erh6hten Variabilitit ist diese Region besonders fiir Fragestellungen
auf dem Niveau verwandter Arten bedeutsam. Entsprechend beziehen sich die fiir Suillus bedeut-
samen Aussagen sehr iiberwiegend auf diese Region.

Im wesentlichen ergibt sich eine Auftrennung in zwei grofere nebeneinander stehende Bereiche.
Die in Abb. 5 oben wiedergegebene Gruppe umfalit die Arten S. americanus, S. brevipes, S. luteus,
S. granulatus und S. spraguei. Die weiter unten stehende Gruppe umfalt die Arten S. tridentinus,
S. viscidus, S. variegatus, S. tomentosus, S. bovinus und S. grevillei.

Innerhalb der ersten Gruppe erscheinen S. americanus und S. brevipes (Distanz D =27%) sowie
S. luteus und S. granulatus (D = 22%) als Schwestertaxa. S. spraguei steht, isoliert, ebenfalls
in dieser Gruppe (D = 41%). Innerhalb der zweiten Gruppe zeigen sich S. tridentinus und S.
viscidus (D = 15%) sowie S. variegatus und S. tomentosus (D = 26%) als Schwestertaxa. Mit
zunehmender phinetischer Distanz stehen S. bovinus und S. grevillei ebenfalls innerhalb dieser
Gruppe.

Eine Sonderstellung nimmt Suillus cothurnatus ein. Die Art ist keiner der beiden Gruppierungen
zuzuordnen und steht in der betrichtlichen Distanz von 71%, von den anderen Suillus-Arten
iiberdies getrennt durch Boletinus cavipes, dessen Distanz zu den Suillus-Gruppierungen 56%
betrigt.

Die Gomphidiaceae, vertreten durch Chroogomphus rutilus und Gomphidius glutinosus, stehen
als Schwestergruppe zu den Suillaceae. Die Stellung von Gomphidius roseus aulerhalb der
anderen Gomphidiaceae ist aller Wahrscheinlichkeit nach bewirkt durch die abweichende Grof3e
des PCR-Produktes dieser Art. Generell diirfte die unerwartete Topologie in den Auflenberei-
chen des Dendrogramms ihre Ursache in den GroBenpolymorphismen der zugrundeliegenden
PCR-Produkte haben.

Diskussion

In Abb. 6 sind die fiir Suillus und Boletinus in der vorliegenden Arbeit experimentell ermittelten
Befunde aus DNA-Analytik (beruhend auf der ITS1-ITS4-Region) und Karyologie zusammen-
gefaBt; aus der Literatur iibernommen wurden die Angaben betreffend Sektionszugehdorigkeit
(nach SINGER 1986), Mykorrhiza-Bindung, Pigmentchemie (nach BESL & BRESINSKY 1997) und
DNA-Gehalt der Zellkerne (nach WITTMANN-MEIXNER 1989). Nicht aufgenommen sind die
Angaben zur Wachstumsgeschwindigkeit der Mycelkulturen.

Zusammenfassend ergeben sich die folgenden Aussagen:
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Rhizopogon luteolus

Suillus americanus
Suillus brevipes
Suillus luteus
Suillus granulatus

Suillus spraguei

Suillus tridentinus

Suillus viscidus

Suillus variegatus

Suillus tomentosus

Suillus bovinus

Suillus grevillei

Boletinus cavipes

Suillus cothurnatus

Chroogomphus rutilus

Gomphidius glutinosus

Boletus edulis

Gomphidius roseus
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Abb. 5: Numerisch-phinetische Auswertung der auf der ITS 1-ITS4-Region beruhenden Restriktionsdaten
der untersuchten Arten von Suillus, Boletus, Boletinus, Chroogomphus, Gomphidius und Rhizo-

pogon mit UPGMA.
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Abb. 6: Zusammenfassende Darstellung der DNA-analytischen und karyologischen Befunde. Mit aufge-

nommen sind Angaben zu Sektionszugehorigkeit und Mykorrhizabindung (iiberwiegend nach
SINGER 1986), Pigmentchemie (nach BESL & BRESINSKY 1997) und DNA-Gehalt (nach WITTMANN-
MEIXNER 1989). Dendrogramm beruhend auf Restriktionsanalysen der ITS1-ITS4-Region; nume-
risch-phénetische Auswertung mittels UPGMA.
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1. Die einzelnen Merkmale lassen sich nur teilweise korrelieren.

Die DNA-Analysen zeigen eine Untergliederung der Gattung in verschiedene Bereiche, die nur
teilweise in Ubereinstimmung mit den innerhalb der Gattung diskutierten Sektionen stehen. Die
kleinere Gruppe (im Dendrogramm oben angeordnet) umfaBt S. americanus, S. brevipes, S. luteus,
S. granulatus (alle Sektion Suillus) und S. spraguei (Sektion Solidipedes); alle diese Arten sind
durch den Pigmentierungstyp C gekennzeichnet. Die groBere Gruppe (im Dendrogramm unten
angeordnet) erweist sich als heterogener und umfalt die Arten S. tridentinus, S. viscidus und S.
grevillei (alle Sektion Larigni), S. variegatus und S. bovinus (beide Sektion Fungosi) und S.
tomentosus (Sektion Suillus). Diese Gruppe beinhaltet die Pigmentierungstypen-A und B, wobei
die an Larix gebundenen Sippen - S. grevillei, S. tridentinus und S. viscidus - durch Typ B, die
an Pinus gebundenen Sippen - S. bovinus, S. tomentosus und S. variegatus - durch Typ A gekenn-
zeichnet sind. Suillus cothurnatus (Sektion Suillus) steht auerhalb dieser beiden Gruppierun-
gen. Dies steht in Einklang mit Befunden aus der Pigmentchemie, wonach S. cothurnatus wegen
nicht nachgewiesener Pulvinsduren und Grevilline vorlidufig keinem der Pigmentierungstypen -
A, B oder C - zugeordnet werden kann (BESL & BRESINSKY 1997).

Vor allem die karyologischen Befunde - Kernzahl und DNA-Gehalt - lassen sich nur schwer mit
den anderen Merkmalsbereichen in Einklang bringen. In beiden Gruppen finden sich sowohl
zwei- als auch mehr- bis vielkernige Sippen. Zumindest tendenziell erwiesen sich die Arten der
oberen Gruppe als zweikernig. Unser Befund mehrkerniger Hyphenabschnitte in S. luteus steht
in teilweisem Gegensatz zu den Ergebnissen von FRIES & NEUMANN (1990), die S. luteus als
zweikernige Art ausweisen. In den von uns untersuchten S. lufeus-Stimmen fanden sich neben
iiberwiegend mehrkernigen nur vereinzelt auch zweikernige Hyphenabschnitte. Die Mehrzahl
der mehr- bzw. vielkernigen Arten gehort der unteren Gruppe an, zweikernige Sippen kommen
aber auch hier vor. Beziiglich des DNA-Gehaltes zeigt sich am ehesten eine Korrelation mit der
geographischen Herkunft. Demnach sind alle in die Studie einbezogenen européischen Suillus-
Arten (mit der moglichen Ausnahme von S. viscidus) durch eine mutmaBlich diploide Kernpha-
se gekennzeichnet; mit der Ausnahme von S. brevipes weisen hingegen die aus den Vereinigten
Staaten herriihrenden Sippen - S. americanus, S. spraguei und S. cothurnatus - einen vergleichs-
weise geringeren DNA-Gehalt auf und sind mutmaBlich haploid.

Prinzipiell ist eine Gesamtbewertung der karyologischen Daten problematisch. So zeigt sich
beispielsweise bereits innerhalb der Sektion Suillus das ganze Spektrum von haploid bis diploid
und zwei- bis vielkernig. Zumindest das Auftreten verschiedener Ploidiestufen 148t sich in Suillus
wohl nur begrenzt als systematisch relevantes Merkmal nutzen. Unabhéngig von sonstigen
Merkmalen diirfte die angedeutete Korrelation mit der geographischen Herkunft eher auf den
unterschiedlichen Einfluf} der Eiszeiten in Europa und Nordamerika zuriickzufiihren sein.
Demnach liegt der Anteil hoherploider Sippen in ehemals vergletscherten Gebieten oft hther
(bedingt durch eine stirkere Ausbreitungsfihigkeit).

2. In Suillus finden sich tendenziell urspriingliche neben tendenziell abgeleiteten Arten.

Sequenzanalysen fiihrten zu dem Schlu}, Verbindungen von Suillus-Arten mit Lirche als eher
urspriinglich, Verbindungen mit Kiefer als eher abgeleitet zu betrachten (KRETZER et al. 1996). Die
vorliegende Arbeit erlaubt stammesgeschichtlich relevante Aussagen nur sehr bedingt, da eine
Auswertung von Restriktionsdaten in erster Linie nur das AusmaB der Ahnlichkeiten zwischen
den Taxa widerspiegeln kann. Das in Abb. 6 dargestellte Dendrogramm zeigt nun, da die an
Lirche gebundenen Arten, S. grevillei, S. tridentinus und S. viscidus, durchwegs in der unteren der
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beiden groBen Gruppierungen aufscheinen. Eine isolierte Stellung und eine entsprechende Inter-
pretation als urspriinglich oder abgeleitet kann diesen Taxa daraus aber nicht zugeordnet werden.
Uberdies sind sie durch eine Reihe anderer Sippen voneinander getrennt. Die mit Larix verge-
sellschafteten Arten sind durchwegs durch das Auftreten des wohl weniger abgeleiteten Pigmen-
tierungstyps B gekennzeichnet, was in Ubereinklang mit ihrer von KRETZER et al. (1996) erarbei-
teten Interpretation als urspriinglich stiinde. Andererseits zeigen die karyologischen Daten eine
betridchtliche Variabilitit dieser Arten. Prinzipiell werden innerhalb eines Verwandtschaftskrei-
ses mehrkernige im Vergleich zu zweikernigen Sippen als eher abgeleitet beurteilt (BopiN 1971);
demnach wire S. grevillei abgeleitet gegeniiber S. viscidus und S. tridentinus (und auch gegenii-
ber allen anderen zweikernigen Sippen). Weitere Merkmale, die diese Idee unterstiitzen, lassen
sich jedoch nicht beibringen. Auch innerhalb der an Pinus gebundenen Arten (zugehorig den
Sektionen Suillus, Fungosi und Solidipedes) kommen sowohl zwei- als auch mehrkernige Sippen
vor. Diese Arten zeichnen sich im iibrigen durch zwei unterschiedliche Pigmentierungstypen aus,
den eher urspriinglichen Typ A (S. bovinus, S. tomentosus und S. variegatus) und den sicherlich
abgeleiteten Typ C (S. americanus, S. brevipes, S. granulatus, S. luteus und S. spraguei). Diese
Befunde zeigen, daf} die Mykorrhiza-Bindungen alleine fiir sich betrachtet wohl keine letztgiil-
tigen Aussagen hinsichtlich eines urspriinglichen oder abgeleiteten Zustandes einzelner Sippen
erlauben. Immerhin konnen die Arten der Sektion Larigni in der Mehrzahl ihrer Merkmale als
urspriinglich, die Arten der Sektion Suillus in der Mehrzahl ihrer Merkmale als abgeleitet betrach-
tet werden. Aufgrund der in dieser Arbeit diskutierten Merkmale erweist sich jedoch mit der
moglichen Ausnahme von S. luteus keine einzige Art als durchwegs abgeleitet (zur Interpretati-
on von S. luteus als moderner Art siche auch SMITH & THIERS 1971).

3. Boletinus cavipes: ein ungelostes Problem.

Die endgiiltige Beurteilung von Boletinus bleibt schwierig. Die molekularen Daten sehen Boleti-
nus cavipes innerhalb Suillus, wenngleich in randlicher Stellung. Diesen Befunden zufolge wire
Suillus also keine monophyletische Gruppe. Die Bindung an Larix weist Boletinus in die mutmaf-
liche Nachbarschaft zu den Arten der Sektion Larigni. Dies wird zumindest tendenziell durch
die Ergebnisse der Restriktionsanalysen bestitigt (Abb. 5, 6). Im Vergleich zu Suillus spricht eine
Reihe von Merkmalen fiir eine eher urspriingliche Stellung von Boletinus cavipes. Zu nennen
wiren hier das regelméBige Auftreten von Schnallen, die Ausbildung eines boletinoiden Hymeno-
phors (die Poren sind radial gestreckt, entsprechend ldft sich hier eine Anbindung an lamellige
Arten sehen) oder auch die geringe Grofe des mitochondrialen Genoms (BRUNS et al. 1988,
BRUNS & PALMER 1989). Der taxonomische Wert der in Boletinus cavipes nachgewiesenen
Cavipetine ist derzeit noch ungewif3, da weder die beiden anderen Boletinus-Arten, Boletinus
asiaticus und Boletinus paluster, noch Suillus-Arten in groBerem MaBstab auf dieses Merkmal
hin untersucht werden konnten. Entsprechend kann nicht ausgeschlossen werden, da3 Cavipetine
auch in manchen Vertretern der Gattung Suillus gebildet werden.

Gemif den Restriktionsanalysen steht Boletinus cavipes den beiden groBen Suillus-Gruppen
naher als S. cothurnatus (Abb. 5, 6). Wie oben bereits ausgefiihrt, kann S. cothurnatus derzeit
keinem der drei beschriebenen Pigmentierungstypen innerhalb Suillus zugeordnet werden; prinzi-
piell ist die Art jedoch - bedingt durch das Auftreten lipophiler Pigmente - Suillus naherstehend
als Boletinus cavipes.

Abgesehen von den vorgestellten DNA-analytischen Befunden spricht alles fiir eine eigenstéindige
Stellung von Boletinus cavipes: die chemischen Daten ebenso wie das regelmaBige Auftreten
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von Schnallen, die sterile Stieloberfldche sowie das Fehlen von biischeligen Cystiden. Weitere

Untersuchungen werden notwendig sein, das Problem Boletinus einer Kliarung zuzufiihren:

a) Uberpriifung der beiden anderen von SINGER (1986) akzeptierten Boletinus-Arten, Boletinus
asiaticus und Boletinus paluster, auf das Vorhandensein von Cavipetinen.

b) Uberpriifung von Suillus-Arten auf Cavipetine.

¢) Uberpriifung frisch angelegter Suillus-Mycelkulturen auf Schnallen (es ist nicht auszuschlieBen,
daf die Fahigkeit der Schnallenbildung bereits nach kurzer Kultivierungsphase verloren geht).

Ebenso wie fiir die in die Untersuchung einbezogenen Suillus-Arten gilt auch fiir Boletinus cavipes,
daf} innerhalb einer Art nebeneinander abgeleitete und urspriingliche Merkmale vorliegen konnen.
Insgesamt ist Boletinus jedoch als ein in vielen Bereichen vergleichsweise urspriingliches Taxon
zu sehen, darin am ehesten den Arten der Sektion Larigni zuzuordnen.

4. Zur Problematik von Restriktionsanalysen.

Bedingt durch die Stellung von Gomphidius roseus lief3 sich die Unterordnung der Suillineae,
beinhaltend die Familien der Suillaceae, Gomphidiaceae und Rhizopogonaceae, fiir die ITS1-
ITS4-Region nicht eindeutig darstellen (Abb. 5, 6). Die ausgeprigte Langenvariabilitét der
entsprechenden PCR-Produkte erlaubte keine zuverldssigen Aussagen in dieser Hinsicht und die
entfernte Stellung von Gomphidius roseus ist hochstwahrscheinlich auf die deutlich unter-
schiedliche Grofle des PCR-Produktes und die damit einhergehende erhohte Variabilitit zuriick-
zufiihren. Eine Analyse der Schnittstellen der Restriktionsenzyme Alu I, Hae 111 und Hpa 1l zeigte
denn auch, daB Gomphidius roseus hier sehr dhnlich zu Gomphidius glutinosus ist. Mittels
Restriktionsanalysen gewonnene Aussagen sollten demnach nicht ohne eine kritische Uberprii-
fung des methodischen Hintergrundes hingenommen werden.

Eine Auswertung von Restriktionsdaten beruhend auf einer insgesamt konservierteren Region
der rDNA (Primerkombination 5.8SR-LR7) ergab eine eindeutige Abgrenzung der Suillineae
gegeniiber den durch Boletus edulis repriasentierten Boletaceae (Daten nicht gezeigt).

5. Suillus bovinus.

Suillus bovinus ist pigmentchemisch dem Typ A innerhalb Suillus zuzuordnen. Die Restrikti-
onsanalysen stellten die Art in die groere der beiden Suillus-Gruppierungen, benachbart zu den
anderen durch Typ A gekennzeichneten Sippen. Im Vergleich zu Boletinus cavipes ist S. bovinus
demnach durch deutlich weniger Merkmale von den anderen Suillus-Arten getrennt; entspre-
chend sollte die Art weiterhin innerhalb Suillus gefiihrt werden.
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