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Abstract: Boletopsis grisea, a species highly endangered and included in the Red Lists of sev-
eral European countries was reported in Jena for the first time. The discovery of this rare spe-
cies motivated us to investigate why the fungus is reported so infrequently. The taxonomic
relationships within the genus Boletopsis are discussed and its occurrence within Germany
described. In contrast to many previous studies, we did not find Boletopsis grisea on a nutri-
ent poor sandy, but on shallow nitrogen-poor calcareous soil (according to Ellenberg). Thus,
habitat requirements can be extended from poor acidic sandy soils to neutral and even basic
nitrogen poor calcareous soils.

Analysis of soil C/N content indicated an ordinary nitrogen concentration. However, N indi-
cator values of the plant species growing in the vicinity of the fungus point to a low availabil-
ity of nitrogen at the site.

Reports of Boletopsis in Volkenberg (a location close to Wiirzburg) from 2004-2018 were cor-
related with monthly precipitation values. Fruit bodies were registered in this region when
precipitation from March to October exceeded 400 mm.

High pressure liquid chromatography analyses coupled with high-resolution electrospray io-
nization mass spectrometry (HPLC-HRESIMS) and subsequent structure analysis using
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) revealed the presence of seven previously
described terphenyls as main constituents.

Schliisselworter: Basidiomycota, Thelephorales, Bankeraceae, Boletopsis grisea, Stickstoff, Massen-
spektrometrie, NMR, Boletopsin, Cycloleucomelon, Kynapsin, Polyozellin, Terphenyle

Zusammenfassung: Der Erstfund von Boletopsis grisea (Grauer RuSporling) in Jena gab Anlass
zu einer Spurensuche, um herauszufinden, warum diese in Europa gefdhrdete und auf den
Roten Listen mehrerer Lander aufgefiihrte Art so selten ist. Ihre Verwandtschaftsverhaltnisse
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und das Vorkommen in Deutschland wurden untersucht. Im Gegensatz zu vielen in der Lite-
ratur beschriebenen Funden kam der Pilz in Jena nicht auf ndhrstoffarmem Sandboden vor,
sondern auf einem stickstoffarmen flachgriindigen Kalkboden (basierend auf den Ellen-
berg Zeigerwerten). Man kann daher das Standortspektrum, auf dem der Pilz vorkommt
und Fruchtkdrper bilden kann, auf neutrale und basische, kalkhaltige, stickstoffarme Boden
ausdehnen.

Die Bodenanalyse hinsichtlich des C/N-Gehaltes ergab einen mittleren Stickstoffwert. Der
Durchschnitt-Zeigerwert der erfassten Pflanzen liegt bei 2,6 — ein Indiz fiir stickstoffarmen
Boden, was mdoglicherweise fiir niedrige Verfiigbarkeit des Stickstoffs spricht.

Die Fundmeldungen des Pilzes in Volkenberg (bei Wiirzburg) wurden im Zeitraum von 2004-
2018 mit den monatlichen Niederschldgen korreliert. Bei mehr als 400 mm Niederschlag von
Marz bis Oktober wurden Fruchtkorper fiir diese Region registriert.

Der Pilz wurde mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie, gekoppelt mit hochauflésen-
der Elektrospray-Massenspektrometrie (HPLC-HRESIMS) analysiert und die Struktur der
Hauptinhaltsstoffe anschliefend mit Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR) aufgeklart.
Es konnten sieben bereits beschriebene Terphenyle identifiziert werden.

Einleitung

Im Spétherbst 2017 wurde der Fund des seltenen Porlings Boletopsis grisea (Peck)
Donk gemeldet. Die Fundstelle wurde aufgesucht und begutachtet. Sie befindet sich
auf der Ammerbacher Platte in Jena. Fiinf Boletopsis-Fruchtkorper standen zwischen
Carex humilis Leyss. und Sesleria albicans (L.) Ard. in Gesellschaft mit Phellodon
niger (Fr. : Fr.) P. Karst. unter Pinus sylvestris L. auf Muschelkalk. B. grisea geht eine
Symbiose mit Pinus spp. ein, mit welchen er eine Ektomykorrhiza bildet (Peck 1873,
WaATLING & MILNE 2006, FRATTURE & OtTO 2015). Bei der Ektomykorrhiza dringen die
Pilzhyphen bis in die Zwischenrdume und in den Zellwandraum der Wurzelrinde.
Bei Kontakt zwischen Baumwurzel und Pilzhyphen verandern die Wurzeln ihr
Wachstum: Sie gehen zu einer gedrungenen Wuchsform {iiber. Die verkiirzten
Wurzeln werden von einem dichten Myzelmantel umhiillt und mit Néahrstoffen wie
Stickstoff und Phosphor versorgt. Der Pilz scheidet Enzyme aus, die ihm erlauben,
u. a. Saccharose als Kohlenstoff- und Energiequelle zu verwerten. Aufgrund ihres
besonderen Metabolismus schiitzen Mykorrhizen die Wirte vor Schadstoffen und
Pathogenen. Mykorrhizierte Pflanzen haben daher eine erh6hte Stresstoleranz (EGLr
& BrRUNNER 2011). Damit diese Lebensgemeinschaft funktionstiichtig bleibt, ist
insbesondere die Drosselung von Stickstoff-Emissionen von Bedeutung, welche zur
Uberdiingung von Habitaten und damit zur Verdrangung der Mykorrhizen fiihren
kann (VesTerHOLT et al. 2000).

Ein Fruchtkorper von B. grisea wurde mikroskopiert und bestimmt. Ausgehend von
Literaturrecherchen wurden die Mikro- und Makromerkmale gepriift.

Zu den asiatischen Funden von B. grisea lagen Informationen zu den Metaboliten
vor (Liu et al. 2004, StecLicH et al. 1987, TakaHasHI et al. 2014, 2018). Zu erwarten
waren daher Terphenylverbindungen — Polyphenole, die durch eine lineare Struktur
dreier para-verbundener Phenylringe gekennzeichnet sind. Bezugnehmend auf diese
Studien wurde der Jenaer Fund hinsichtlich seiner Inhaltsstoffe untersucht.
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Material und Methoden

Es erfolgten Literatur-Recherchen zu Verwandtschaftsverhéltnissen des Pilzes,
weiterhin zur Taxonomie, Gefahrdung in Europa, Verbreitung, Habitat, C)kologie,
Symbiose-Partnern und Vorkommen in Deutschland. Der Standort des Pilzes in Jena
wurde untersucht, die Pflanzenarten aufgenommen, der Bodentyp mittels Boden-
kundlicher Kartieranleitung (Ap Hoc ARBEITSGRUPPE BopEN 2005) klassifiziert und
Bodenproben entnommen. Die Bodenproben wurden luftgetrocknet und gesiebt
(<2 mm). Anschlielend wurde der pH Wert mit 0,01 M CaCl, Lésung und einem
Boden zu Losungs-Verhaltnis von 1:2,5 bestimmt. Eine Teilbodenprobe wurde fiir
die Elementaranalyse gemahlen. Die Bestimmung der Gesamt-Gehalte von Kohlen-
stoff und Stickstoff erfolgte mit einem Elementar Analysator VarioMax (Elementar,
Hanau, Deutschland). Nach Zerstorung des organischen Kohlenstoffs im Muffel-
ofen bei 450°C fiir 16 Stunden wurde der anorganische Kohlenstoff mit derselben
Methode bestimmt. Der organische Kohlenstoffgehalt ergibt sich aus der Differenz
zwischen Gesamt-Kohlenstoffgehalt und dem anorganischen Kohlenstoffgehalt. Das
Kohlenstoff- zu Stickstoffverhéltnis wurde berechnet, indem die organischen Koh-
lenstoffgehalte durch die Gesamt-Stickstoffgehalte dividiert wurden.

Zur Vorbereitung der Analyse der Pilzinhaltsstoffe von B. grisea wurden die ver-
bliebenen Fruchtkorper gesdaubert und gefriergetrocknet (Lyophilisator , Piatkowski/
P25”, 24 h bei -45°C). Insgesamt 1,5 g gefriergetrocknetes Material wurde anschlie-
Bend extrahiert, wobei mehr Material des Pilzhutes als des Stieles zur Verfiigung
stand. Das Material wurde in mehreren Portionen in 7 ml Precellys-Aufschlussvi-
als, zusammen mit 2,8 mm Keramikkugeln in Methanol (Peqlab GmbH, Erlangen,
Deutschland) in einem Bertin Minilys Homogenisator (Bertin GmbH, Frankfurt/M.,
Deutschland) aufgeschlossen (3 x 30 sec. bei 5000 U/min). Es wurde jeweils dreimal
mit je 3 ml MeOH extrahiert. Nach Zentrifugation wurden die Extrakte vereinigt, fil-
triert und mit Stickstoffgas vom Losungsmittel befreit. Anschliefend wurde erneut
mit wenig Methanol aufgenommen um eine nahezu gesattigte Losung zu erhalten.
Der Extrakt wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Zur Ermittlung der Summenformeln der Hauptinhaltsstoffe von B. grisea wurde
der Extrakt mittels HPLC-HRESIMS analysiert (Agilent Infinity1260HPLC System
(Agilent Technologies GmbH, Waldbronn, Deutschland)/ Bruker Compact OTOF
Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Die Proben wurden
mit positiver Ionisierung im Massenbereich m/z 50 bis 1300 analysiert (30,000 m/
Vm Auflésung). Fiir die chromatographische Separation wurde eine Agilent Zor-
bax SB C18 Saule verwendet (150 x 3 mm, 3,5 um). Als Losungsmittel wurde Wasser
mit 0,1% Ameisensaure (Solvent A) und Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure (Solvent
B) verwendet. Der zur Separation verwendete Gradient wurde wie folgt program-
miert: 0 min, 95% A; 5 min, 95% A; 50 min, 5% A; 55 min, 5% A; 60 min, 95% A.
Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Die Hauptverbindungen wurden anschliefsend iso-
liert. Dabei kam ein Shimadzu Prominence HPLC System zum Einsatz (Shimadzu
Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland). Die Separation erfolgte mittels einer
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Macherey-Nagel H-Tec Sdule (250 x 10 mm, 5 um) (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diiren, Deutschland). Der verwendete Gradient war wie weiter oben beschrie-
ben, die Flussrate betrug 3,5 ml/min. Die Strukturen der isolierten Hauptverbin-
dungen wurden mit NMR aufgeklart (Bruker Avance III HD 700 MHz mit 1,7 mm
TCI Cryoprobenkopf) (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Deutschland). Als
NMR-Losungsmittel wurde MeOH-d; verwendet. Es sei angemerkt, dass die metha-
nolischen Extrakte, welche zur Isolierung der Hauptkomponenten verwendet wur-
den, bei Raumtemperatur ihre Zusammensetzung édnderten. Daher wurde jeweils
nur ein Aliquot, ausreichend fiir etwa 6 Stunden Bearbeitungszeit, fiir die HPLC-Iso-
lierung verwendet, wahrend der Rest des Extraktes bei -20°C gelagert wurde.

Ergebnisse und Diskussion

Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev & Singer

Der Pilz wurde 1873 als Polyporus griseus von PEck beschrieben und 1941 von Bonp-
ARTSEV & SINGER in die Familie der Boletopsidaceae Bondartsev & Singer ex Jiilich mit
nur einer Gattung - Boletopsis Fayod- gestellt (BONDARTSEV & SINGER 1941).

125 Jahre nach der Erstbeschreibung von Peck publizierten NIEMELA & SAARENOKSA
(1989) tiber Boletopsis grisea und B. leucomelaena (Pers.) Fayod, hoben sehr ausfiihrlich
die trennenden und gemeinsamen Merkmale der beiden Arten hervor, so dass diese
gut zu unterscheiden sind. Auf eine Beschreibung der Fruchtkorper wird daher an
dieser Stelle verzichtet.

Verwandtschaftsverhiltnisse, Taxonomie

Der Schweizer Mykologe Victor Fayop (1860-1900) beschrieb die Gattung Boletopsis
(Fayop 1889).

Marinus ANTON Donk (1908-1972), niederldandischer Botaniker, Mykologe und Autor
der Fam. Bankeraceae Donk, schloss die Gattungen Boletopsis und Phellodon P. Karst.,
die vorher zur Fam. Thelephoraceae gehorten, in die Bankeraceae ein (Donk 1961).

Gegenwdrtig sind die Gattungen Bankera, Boletopsis, Corneroporus T. Hatt. (aufiereu-
ropaisch), Hydnellum P. Karst., Phellodon und Sarcodon Quél. ex P. Karst. der Fami-
lie Bankeraceae zugeordnet. Alle Arten dieser Familie sind Ektomykorrhiza-Pilze, die
symbiotische Beziehungen zu Biumen der Familien der Pinaceae Spreng. ex F. Rudol-
phi und Fagaceae Dumort. eingehen. Die Fruchtkorper der Bankeraceae sind gestielt,
das Hymenophor meist stachelig, seltener porig oder mit Lamellen (L1 2017).

Boletopsis und Phellodon haben weifies Sporenpulver. Boletopsis ist durch poroi-
des Hymenophor, fehlenden Geruch, bitteren Geschmack, eckige Sporen mit Warzen
gekennzeichnet (Fayop 1889, StaLpers 1993). Phellodon hat ein stachliges Hymeno-
phor, bildet kleinere Sporen mit Warzen und verstromt wie auch Bankera Duftstoffe
(L12017). Die Gattung Bankera bildet fleischige Fruchtkorper, weist weifies Sporen-
pulver dhnlich wie die korkigen Phellodon - Fruchtkorper auf, aber es fehlt die Zonie-
rung auf dem Basidiocarp.
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Abb. 2: Boletopsis grisea junge Frk.
Foto: R. MARKONES

Hydnellum und Sarcodon teilen dagegen als Gemeinsamkeit braunes Sporenpulver
(StaLpers 1993). Hydnellum hat korkige, zonierte Trama, Sarcodon ist fleischig und nicht
zoniert.

P. sylvestris ist sowohl bei B. perplexa als auch bei B. grisea, neben weiteren Kiefern-
Arten, der Symbiose-Partner. Beide Arten sehen sich dhnlich. Die Sporenmafle sind
nur geringfligig unterschiedlich (WaTLinG & MiLNE 2006). Bisher wurde B. perplexa
nur in Schottland gefunden, wahrend von B. grisea keine Funde aus Grofibritannien
vorliegen. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob diese beiden Taxa wirklich
unterschiedliche Arten sind.
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Verbreitung und Gefidhrdung von B. grisea in Europa

Es ist schwierig, fiir die Vorkommen des Pilzes in Europa ein Muster zu erkennen
(vgl. Abb. 3). B. grisea ist vorwiegend an Ostlichen Seiten von Gebirgen, in Mittelge-
birgslagen und im Tiefland anzutreffen. Der Pilz hat einen Schwerpunkt in der bore-
alen Zone in Skandinavien, einen weiteren in Deutschland, Tschechien, Ungarn und
einen dritten im mediterranen Raum. Er besiedelt die boreale, temperate und medi-
terrane Zone und scheint Extreme (sehr trocken, sehr feucht) zu meiden.

Abb. 3: Verbreitung von Boletopsis grisea in Europa aus FRA1TURE & OtTo0 2015

Aufgrund der Biotopbindung bzw. der Nitrophobie der Art kann von einem deut-
lichen Riickgang im Laufe der letzten 150 Jahre ausgegangen werden. Wird die
Bestandsentwicklung des Pilzes in Europa betrachtet, ist zu bedenken, dass der Pilz
erst 1989 ins Bewusstsein der Mykologen riickte und darin diirften die Zunahmen
der Fundmeldungen in jiingerer Zeit begriindet sein. Da sich die N-Situation weiter-
hin verschlechtert hat und keine nennenswerte Verbesserung abzusehen ist, ist mit
einem weiteren Riickgang zu rechnen.
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Die Verbreitung von B. grisea in Deutschland

Wie aus der Verbreitungskarte (Abb. 4) ersichtlich ist, kommt B. grisea tiber Deutsch-
land verteilt vereinzelt vor (Stand Januar 2019). Ob in den Funden von B. leucomelaena
noch weitere B. grisea-Funde enthalten sind, ist zu vermuten. Ebenso muss davon
ausgegangen werden, dass noch nicht alle Funde des Pilzes in der Deutschlandkarte
eingetragen sind. Die éltesten Fundmeldungen stammen aus dem Zittauer Gebirge
(1840) und Mecklenburg-Vorpommern (1892).
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Abb. 4: Verbreitung von Boletopsis grisea in Deutschland
Quelle: www.pilze-deutschland.de, abgerufen 01.01.2019
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Von den bekannten Angaben aus Deutschland stammen vier Nachweise von armen
Sandbdden in Kiefern-Gesellschaften, acht von Kalk-Bdden. Bei drei Nachweisen

existieren keine Angaben zum Boden (Tab. 1).

Tab.1: Fundmeldungen von B. grisea in Deutschland auf sandigen und Kalk-Boden

- : Sammler/

Datum | Ort Fundort MTB Boden g)tkologle/ Bestim-

andort
mer

18.10.1892 | Spornitz Stadtforst 2536/42 | auf Sand arme Pine- Wilhelm J.
Parchim, ten Lubstorf
Dammer
Tannen,

Kavallerie-
Exerzier-
platz

1.1.1962 | Hagenow | Staatsforst |2533/4 | aufSand arme Pine- | E. Lemb-
Jasnitz, ten cke/W.
Wildpark Dahnke
bei Moraas

28.9.1973 | Wesenberg | Staatsforst | 2743/2 | auf Sand arme Pine- | R. Doll
Mirow, ten
Revier
Wesenberg

4.9.1992 Kiel Stidfriedhof | 1626/432 | Sand, Lehm | k. A. M. Lettau

(mdl. H.

Schulz)
17.9.1977 | Miicka Rietschen 4654/21 | k. A. k.A. n.n./I.
Dunger

1.1.1840 Lausche Zittauer 5153/24 | k. A. k.A. G. L.
Gebirge Rabenhorst

9.6.1992 Hollfeld Freienfels 6033/2 k.A. k.A. H. Engel/

G. Wolf
26.9.2015 | Scheden Manstal 4524/4 Kalk, flache | Kiefern- Mykol. AG
SW-Bereich Rendzina bestand Hannover

innerhalb

eines

Buchen-

waldes;

3 Gruppen

mit jeweils

ca. 5 Frk.

08.10.1994 | Stadtilm zwischen 5232/2 | Muschel- Unterhang | Weber?/
Stadtilm kalk eines ThAM
und Grofs- Muschel-
hettstedt kalksteil-

hanges
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7.11.2017, | Jena oberhalb 5035/3 | Muschel- 5-6 Frk. J. Kim/
26.11.2017 Ammer- kalk an 2 Stellen, | A. Glinther

bach, nahe mit Phellodon
Haeckel- niger
stein
26.10.2000 | Karlstadt | NSG 6024/2 | Muschel- obere Hang- | KRIEGLSTEI-
,Kalben- kalk kante, unter | NEr (1999)
stein” no. alten Kiefern | KrieGr-
Karlstadt am Rand STEINER &
zum Tro- MARKONES
ckenrasen (2007)
vom Typ
Trinio-
Caricetum
humilis
15.11.2014 | Wiirzburg | NSG 6125/1 Muschel- Trocken- R.
Nord ,,Hohfeld- kalk rasen mit Markones
platte” bei einzelnen
Thiingers- Kiefern, ein-
heim zelner Frk.
20.9.1994 | Remlingen | ,Obere 6124/2 Muschel- mit Phellodon | KrRiEGL-
Fein” am kalk niger und STEINER,
Kilians- Hydnellum MARKONES
berg” sw ferrugineum | (2007)
Unter- (Fr)P.
leinach Karst., 1 Frk.
unter Kiefer
im Gras
eines liickig
ufgeforsteten
Gentiano-
Koelerietum
27.10.2004 | Remlingen | Volkenberg, | 6124/2 | Muschel- ca.100jdh- | R.
zwischen kalk riger lichter | Markones
Leinach Schwarzkie-
und fernwald,
Erlabrunn Waldrand,
am Rand
zum Tro-
ckenrasen,
gesellig
25.07.1990 | Donau- Wolter- 8016/3 | Muschel- 3 Gruppen | GMINDER
eschingen | dingen kalk mit ca. 120 (1991)
Frk.und
50 einzelne
Frk., Fich-
tenforst mit
Kiefern
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Okologie/Standortanspriiche des Pilzes

Aus der Literatur (DAHLBERG & MULLER 2011, NiEMELA & SAARENOKSA 1989, Frai-
TURE & OtT0 2015) ist ersichtlich, dass der Pilz vorwiegend auf ndhrstoffarmen san-
digen Boden in Kiefernforsten bzw. Heideforsten mit Kiefern vorkommt. Die Forste
sind meist reichlich mit Moosen (Dicranum spp.) oder Flechten (Cladonia spp.) ver-
sehen. In Polen wurde B. grisea auf Sanddiinen mit Zedern durchmischt, gemeldet
(FrA1TURE & OtTO 2015). In Finnland kommt er unter Pinus sylvestris mit Calluna vul-
garis (L.) Hull. und Vaccinium vitis-idaea L. durchsetzt vor (FRaITure & Otro 2015).
Der erste Fund in Tschechien stammt aus dem Jahr 1955 in 750 m Hohe, der zweite
Fund von 2001 in 640 m Hohe im Fichten-Kiefern-Forst mit einzelnen Tannen und
Buchen (HoLec 2004).

In Italien wurden als Begleitbaume bzw. Straucher Arbutus unedo L. (Erdbeerbaum),
Erica arborea L. (Baumheide) und Quercus cerris L. (Zerreiche) angegeben (BErNIC-
cHia et al. 1995). Arbutus und Erica machen keine Ektomykorrhiza im herkémmli-
chen Sinne. Der Erdbeerbaum geht eine arbutoide (eine Sonderform der Ektendomy-
korrhiza), die Baumheide eine ericoide Mykorrhiza (eine spezielle Anpassung an die
kargen Bedingungen der Heidezone) ein. Im 6stlichen Teil des européischen Sibiri-
ens (HErmaNssoN 1997) wichst der Pilz auf Sand unter Flechten und Moos in diinn
besiedelten Kiefernforsten.

Wahrend Boletopsis grisea entsprechend der Literatur auf sauren bis neutralen Boden
(oft Podsole), mit fehlender oder diinner Streuschicht (Frarture & Otto 2015, DaHL-
BERG & MULLER 2011, WATLING & MiLNE 2006, NIEMELA & SAARENOKSA 1989) auftritt,
kommt der Pilz in Thiiringen, Unterfranken, Niedersachsen, Baden-Wiirttemberg
und Bayern auf Kalk vor.

Auswertung der Beobachtungen des Pilzes in Unterfranken von 1994-2018

Tab. 2: Jahrliche Fundbeobachtungen von B. grisea am Standort Volkenberg, zwischen Leinach
und Erlabrunn auf Muschelkalk, MTB 6124/2, ca. 100jahriger lichter Schwarzkiefernwald, am
Rand zum Trockenrasen (R. Markones, pers. Mitt.)

Datum 27.10. 18.11. 13.10. 12.10. 25.09. 23.10. 15.10. 5.10.
der 2004 2006, 2007 2008, 2010, 2013, 2014, 2017,
Beob-
ek 25.11. 21.11. 15.10. 27.10. 15.11. 10.10.
2006 2008 2010 2013 2014 2017,
15.11.
2017
Habitat- | gesellig | einzeln | einzeln erst | gesellig | gesellig | gesellig erst
Beob- einzeln, gesellig,
achtung spater spater
gesellig einige
Dutzend
FK
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Da eine konstant vorhandene Bodenfeuchte vermutlich eine wesentliche Voraus-
setzung fiir ein gutes Myzelwachstum ist und damit auch fiir die Primordien- und
Fruchtkorper-Bildung (EveLinG et al. 1990, STRaATSMA et al. 2001, SALERNT et al.
2002, Harswacas 2008), haben wir die Niederschlagsmengen der Monate Januar bis
Dezember am Standort in Leinach in nachfolgender Ubersicht aufgefiihrt (Tab. 3).

Es existieren verschiedene Studien zur Korrelation zwischen Niederschlag und
Fruchtkorperbildung. StraaTsma et al. (2001) weisen auf einen Zusammenhang
zwischen der Fruchtkorper-Produktivitat und dem Niederschlag von Juni-Oktober
hin wahrend EveLING et al. (1990) eine hohe Korrelation mit dem Niederschlag fiir
die Zeit von 3-5 Monaten vor dem Erscheinen der Fruchtkérper angeben. Eigene
Beobachtungen decken sich mit der Aussage von SaLErNI et al. (2002), dass die
Niederschldge im Friihling fiir das Myzelwachstum von Bedeutung sind. Fiir die
Anzahl der gefundenen Arten im Herbst wurde eine hohe Korrelation zwischen
den Niederschlagen der letzten 30 Tage vor der Fruchtkorperbildung festgestellt
(SaLERNT et al. 2002) bzw. die Niederschlédge von Mai und Juli sind signifikant fiir
Mykorrhizapilze aller Forsttypen (OrENOjA 1993).

Tab. 3: Monatliche Niederschldge in Wiirzburg von 2004 bis 2017 mit Zwischenwert von Marz
bis Oktober (die Jahre der Fruchtkérperbildung fett); (DEuTscHER WETTERDIENST)

Jahres- Mirz-
nieder- Okto-
Jahr | schlag | Jan | Feb | Midr | Apr | Mai | Jun | Jul Aug | Sep | Okt | ber Nov | Dez

2004 | 690 634 17,6 | 244 | 27,3 | 51,9 | 49,1 | 86 709 |63 40,5 | 4131 | 356 | 23,9

2005 | 575,6 | 40,2 | 472 (259 | 664 [ 535 (299 [578 |489 |998 |318 | 414 38,1 | 36,5

2006 | 617 13,5 | 23,7 [ 57,3 | 41 651 |433 |944 [955 |64,1 |735 |5342 | 224 |232

2007 | 733 67,5 641|465 |09 |94 |994 1222|723 |629 |59 |[5065 (587 |363

2008 | 572,2 31,1 |613 (76,7 | 764 | 4,6 60,9 | 36,2 |46,7 | 684 (568 |426,7 |151 | 38,1

2009 | 556,6 18,4 | 29,7 | 54,7 | 49,5 | 42,7 409 | 79,1 |265 |234 | 482 | 365 62,6 | 80,9

2010 | 745,4 35,6 | 285(29,7|237|684 215|752 |1851|563 | 266 (4865 | 879 | 107

2011 | 505,6 385 (314 |64 |149 253 |91,7 | 942 |434 |283 |361 |340,3 | 06 | 110

2012 | 539 664|136 |56 |[11,8 348 |728 |61,1 |28 44,8 | 44,5 | 3034 (77,1 | 785

2013 | 660,3 29,8 1369 | 26,1 | 42,1 | 1098 | 34,6 | 36,3 | 1089 | 88,9 | 56,5 | 503,2 | 60,2 | 30,2

2014 | 538,1 31,1396 |77 |40,7 73,7 |16,7 | 775 |951 |312 (39,2 (3818 |353 |508

2015 | 448,1 534 |84 |435 (174|217 |393 |267 |676 |262 285 (2709 |889 |265

2016 | 551,1 64,1 582|423 | 438|669 |534 |475 |[306 |348 |358 |3551 |663 |74

2017 | 629,7 14,7 | 21,3 | 41,5 | 20,9 | 1184 | 49,3 | 853 | 61,6 | 68,8 | 356 | 4814 | 62,4 | 49,9

2018 | 297,9 583 | 10,2 | 463 | 345|484 | 273 | 544 |225 |241 |88 |2663 |11,5
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Wann B. grisea Primordien bildet, ist uns nicht bekannt. Unter Beriicksichtigung der
Frithjahrsniederschldge entschieden wir uns fiir den Zeitraum von Marz-Oktober.
Der Wert von 382 mm im Jahr 2014 liegt unter 400mm. Alle anderen Niederschlags-
mengen der sieben Monate liegen tiber dem 30-jahrigen Mittel von 408 mm, korre-
lieren mit der Fruchtkorperbildung.

Zu beriicksichtigen ist, dass die Bodenfeuchte nicht notwendigerweise mit Nieder-
schldgen korreliert, dass diese Messstation des Deutschen Wetterdienstes von Wiirz-
burg nicht genau am Pilzstandort liegt und dass neben der Feuchtigkeit andere Para-
meter wie Stickstoff, Temperaturen, Wind u.a. ebenfalls eine Rolle spielen.

Die folgende Grafik (Abb. 5) zeigt eine Korrelation zwischen Niederschlag und
Fruchtkorperbildung von B. grisea am Standort Volkenberg. Wenn mehr als 400 mm
Regen fallt (30 jahriges Mittel fiir Méarz bis Oktober in Wiirzburg = 408 mm) kam es
seit Beginn der Beobachtungen von 2004 (bis auf eine Ausnahme) zur Fruchtkorper-
bildung. Da die Wetterdaten von Leinach nicht vollstdndig fiir diesen Zeitraum zur
Verfiigung stehen, wurden die Wiirzburger Wetterdaten verwendet. Warum 2014 bei
382 mm Niederschlag trotzdem Fruchtkorper gebildet wurden, konnte an dem sehr
feuchten Vorjahr liegen.

0

l]llllllll

VoY

Abb. 5: Niederschlage von Mérz bis Oktober bis zur Fruchtkorperbildung von 2004-2017, fiir
Wiirzburg (DEUTSCHER WETTERDIENST)

Fundort und Habitat des Neufundes

Der Fundort der fiinf Fruchtkorper in Jena befindet sich auf der Ammerbacher Platte
(stidostlich des , Jenaer Forstes”) an einem Siidhang im Kiefernforst.

Im 12.-15 Jahrhundert wurde auf diesem Gebiet Wein angebaut, spater Weidewirt-
schaft betrieben. Vor ca. 60-80 Jahren keimten Kiefern und Wacholder auf diesem
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exponierten Siidhang aus. Da die Kiefer zum Keimen Béden ohne Humusauf-
lage bevorzugt (mdl. Mitteilung O. ScuuserT), war der Hang ein geeignetes Areal
zur Besiedlung. Im Laufe der natiirlichen Sukzession wird aus dem Kiefernforst
ein Laubwald entstehen. Der Pilz miisste sich bei geeigneten Bedingungen fiir die
Fruchtkorperbildung andere Kiefern in der Gegend suchen oder er verschwindet.

Tab. 4 zeigt eine charakteristische Artengarnitur fiir Blaugrasrasen, der von Wald-
kiefer (Pinus sylvestris) tiberschirmt ist. Die (unvollstindige) Artenliste wurde im
November erstellt. P. sylvestris ist die dominate Baumart, vereinzelt kommt Sorbus
torminalis (L.) Crantz vor. Im aufgenommenen 10 x 10 m Quadrat wachsen je ein
Baum von Fagus sylvatica L. und Quercus petraea (Matt.) Liebl. Nahezu flachende-
ckend tritt Carex humilis auf gefolgt von Sesleria albicans.

Tab. 4: Pflanzen-Arten am Standort in Jena und ihre Ellenberg Zeigerwerte, Stand 11.2018
(ELLENBERG et al. 1992)

] Ellenberg - Ellenberg
Species Art Zeiger- Species Art Zeiger-
(verholzt) wert fiir N (nicht verholzt) wert fiir N
Pinus sylvestris | Wald-Kiefer | indifferent | Sesleria albicans | Blaugras 2
Sorbus torminalis | Elsbeere 4 Carex humilis Erd-Segge 3
. g . . Raues
Fagus sylvatica Rot-Buche | indifferent | Viola hirta L. Veilchen 2
Trauben- - Scabiosa Tauben-
Quercus petraea Eiche indifferent columbaria L. Skabiose 3
Pinus nigra Schwarz- 2 Carlina vulgaris | Gemeine 3
J. F. Arnold Kiefer L. Golddistel
Teucrium Echter 1 Inula conyzae
chamaedris L. Gamander (Griess.) DC. Diirrwurz 3
. Seseli libanotis
Teucrium Berg-
montanum L Gamander (L)W.DJ.
' 2 Koch Heilwurz 2
Kriechen-
Ononis repens L. | der 2 Carlina acaulis
Hauhechel L. Silberdistel 2
o Dorniger Agrimonia Gemeiner
O L. 2
TIoTS Spirios Hauhechel eupatoria L. Odermennig 4
Juniperus Gemeiner )
communis L. Wacholder Inula hirta L. Rauer Alant 3
Viburnum Wolliger 5 Thalictrum Kleine
lantana L. Schneeball minus L. Wiesenraute 3
: Centaurea Skabiosen-
Crat . | Weifsd 3
rataegHs spec cdom scabiosa L. Flockenblume 3
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Berberis vulgaris Berberitze 3 Anthericum Astlg.e.
L. ramosum L. Graslilie
Berberis . Thymus praecox Friihbliihen-
aquifolium Pursh Mahonie 3 Opiz der
1 v P Thymian
. Sichelblatt-
Ligustrum Li indiff Bupleurum .
o lgare L iguster indifferent fa leatum L riges
’ ’ Hasenohr
GewoOhn-
Corylus Hasel indifferent Lotu.s licher
avellana L. corniculatus L.
Hornklee
Prunus spinosa L. | Schlehdorn | indifferent Sa.nguzsorblz Klf:lner
minor L. Wiesenknopf
Rhamnus T Teucrium Echter
frangula L. Faulbaum indifferent chamaedris L. Gamander
Cornus Roter .. . . Raues
sanguinea L. Hartriegel indifferent | Viola hirta L. Veilchen
. Hunds- o Potentilla .| Frithlings-
Rosa canina L. indifferent | tabernaemontani | _.
Rose Fingerkraut
Rchb.
. . | Acker-
Knautia arvensis .
(L.) Coult Witwen-
’ ’ blume
Peucedanum
cervaria (L.) Hirschwurz
Lapeyr.

Der Muschelkalk-Boden ist flach-griindig (<40 cm) mit einer geringen Streuschicht.
Der pH Wert liegt bei >7,5. Entsprechend der deutschen Bodenkundlichen Kartier-
anleitung (Ap Hoc ARBEITSGRUPPE BoDEN 2005) wird der Boden als Rendzina klassi-
fiziert. Die Bodenart ist ein toniger Lehm.

Der Gesamtstickstoff (TN)-Gehalt im Oberboden (Ah-Horizont) des Jenaer Standorts
wurde durch Elementaranalyse bestimmt und betrdgt 3.1 g kg!. Ein Vergleich mit
TN Werten der Biodiversitats-Exploratorien (FiscHer et al. 2010, www.biodiversity-
exploratories.de), die eine Vielzahl von mitteleuropaischen Standorten abbilden,
zeigt, dass der Standort in Jena weder durch eine niedrige noch durch eine besonders
hohe Gesamtstickstoff-Konzentration gekennzeichnet ist (Tab. 5).

© 2019 - Deutsche Gesellschaft fiir Mykologie


http://www.biodiversity-exploratories.de
http://www.biodiversity-exploratories.de

GUNTHER et al.: Verbreitung, Okologie und Inhaltsstoffe von Boletopsis grisea 45

Tab.5: Gesamt-Stickstoff (TN) und C/N-Verhaltnis des Ah-Horizontes am Standort in Jena ver-
glichen mit den gemittelten Werten der je 50 Waldstandorten der 3 Exploratorien Schwébische
Alb/Hainich-Diin/Schortheide-Chorin (dominante Baumart jeweils Buche)

Mittlere Gesamt-
Gebiet Ausgangsgestein Stickstoff Gehalte C/N Verhiltnis
gkg!
Jena - Haeckelstein Muschelkalk 3,1 12,1
Hainich-Diin LoB auf Kalk 2,8 13,2
Schwabische Alb Jura-Kalk 5,0 13
Schorfheide Chorin dolischer Sand 1,1 18

Die absolute Menge an Stickstoff ist ein unscharfes Maf3, um die Verfiigbarkeit von
Stickstoff fiir Pflanzen zu bestimmen. Daher wurde zusatzlich das C/N Verhaltnis
ermittelt. Es beschreibt die Gewichtsanteile von Kohlenstoff und Stickstoff im Boden,
und ist ein hdufig verwendeter Indikator der angibt, wieviel N wiahrend des Abbaus
der organischen Substanz mineralisiert wird. Je kleiner die Zahl, desto enger ist das
C/N-Verhiltnis und umso mehr Stickstoff wird beim Abbau der organischen Boden-
substanz freigesetzt. Das C/N Verhiltnis des Jenaer Standortes ist, im Vergleich mit
den Untersuchungsregionen der Biodiversitats-Exploratorien, niedrig, was auf eine
hohe Stickstofffreisetzung pro Einheit organischer Bodensubstanz hindeutet. Die
Stickstoffverfiigbarkeit fiir Pflanzen und Mikroorganismen héangt jedoch letztlich
auch von der Abbaurate der organischen Bodensubstanz ab, so dass es notwendig
ist, zusatzlich die Konzentrationen von Ammonium und Nitrat im Boden tiber einen
langeren Zeitraum zu bestimmen, um abschlieSende Aussagen iiber die Stickstoff-
verfiigbarkeit fiir Pflanzen und Mikroorganismen machen zu kénnen.

Der durchschnittliche ermittelte Zeigerwert fiir Stickstoff nach Ellenberg ist 2,6. Das
trifft sowohl fiir die verholzten als auch fiir die nicht verholzten Arten zu. Dieser
Wert deutet auf eine geringe Stickstoffverfiigbarkeit fiir Pflanzen hin, so dass wir
auf der Grundlage der Pflanzenzusammensetzung trotz des relativ engen C/N Ver-
héltnisses von einem Boden ausgehen, der nur wenig verfiigbaren Stickstoff enthalt.

Seit wann der Pilz in diesem Habitat in Jena vorkommt, ist ungewiss. Er wurde 2017
erstmals entdeckt.

Die Hangkante ist den Emissionen aus dem Saale-Tal aus einem Braunkohle-betrie-
benen Kraftwerk bei entsprechender Windrichtung aus siidostlicher Richtung ausge-
setzt. Da der Wind vorwiegend aus westlicher Richtung (11 Monate lang von Anfang
November bis Mitte Oktober) und nur etwa 3-4 Wochen lang (von Mitte Oktober bis
Anfang November) am haufigsten aus siidlicher Richtung kommt (WEATHER SPARK),
ist dieser Hang nur iiber einen kiirzeren Zeitraum den Emissionen ausgesetzt.

Nach 1990 sind die Emissionen aus den hohen Schornsteinen zuriickgegangen, die
Voraussetzungen fiir die Fruktifizierung von B. grisea wurden dadurch giinstiger.
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Analyse der Sekundirmetabolite im Fruchtkdrper von B. grisea

Die Analyse der Sekundarmetabolite ergab, das Kynapsin-12 (Takanasni et al. 2014),
Boletopsin-7, Boletopsin-6, Boletopsin-1 (Wossa et al. 2013), die bereits von B. grisea
beschrieben wurden sind, auch im Fruchtkorper des Jenaer Fundes enthalten sind.

" 39.30
Boletopsin-4
o
. Boletopsin-7
3570
0
‘ Boletopsin-6
® - 4270
=
w
e " '.
U
“E »
—_ Cycloleucomelon
- 38.1
. Polyozellin
» 41.15
’ Boletopsin-1
Kynapcin-12 45.00
- 3330
” X
N o

e I’lli ’IQ )’II} I.;U )II} ﬂl‘ﬂ lk’} ﬂl. (P‘I »
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Abb. 6: HPLC-DAD-Chromatogramm (220 nm) des Extraktes vom Stiel-Material von B. grisea
(Jenaer Fund) mit Retentionszeiten und Identitat der isolierten Verbindungen.

Zusatzlich traten beim Jenaer Fund noch Cycloleucomelon, Boletopsin-4, Polyozel-
lin und Boletopsin-6. Boletopsin-4 auf.

Tab. 5: Gesamt-Stickstoff (TN) und C/N-Verhéltnis des Ah-Horizontes am Standort in Jena ver-
glichen mit den gemittelten Werten der je 50 Waldstandorten der 3 Exploratorien Schwabische
Alb/Hainich-Diin/Schorfheide-Chorin (dominante Baumart jeweils Buche)

Reten- Isolierte I;(/}Ial:::e % der Summen- m/z

Verbindung | tionszeit Masse Trocken (exp.)
. (Stamm, formel .
(min) (Hut, mg) masse [M+H]
mg)

Kynapcin-12 33,30 — 0,33 0,02% CpH; 505 411.0194
Boletopsin-7 35,70 1,78 1,72 0,23% CpH;609 425.0884
Cycloleuco- 38,15 0,68 0,61 0,08% | CisHyO; | 339.0512
melon
Boletopsin—4 39,30 16,56 2,08 1,22% C24H13010 467,0985
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Polyozellin 41,15 1,56 1,53 0,20% CpH14010 | 439,0678
Boletopsin—6 42,70 2, 71 1,68 0,29% C26H20011 509, 1090
Boletopsin—l 45,00 1,21 0.23 0,09% C30H24013 593, 1300

Die Metabolite sind Terphenyle unterschiedlichen Grades an Oxidation und Ace-
tylierung. Folgende Inhaltsstoffe wurden identifiziert: Kynapcin-12 (1) (TAKAHASHI
et al. 2014), Boletopsin-7 (2) (Wossa et al. 2013), Cycloleucomelone (3) (3 StecLIcH et
al. 1987), Boletopsin-4 (4) (Wossa et al. 2013), Polyozellin (5) (TakanasH1 et al. 2018),
Boletopsin-6 (6) (Wossa et al. 2013) und Boletopsin-1 (7) (Wossa et al. 2013).

@)

O )Y _~_OH

A 9 O HO Q oH

O O OH HO OO O o
HO OH 0

Kynapcin-12 (1) Cycloleucomelon (3)

0 0

0
0 Q O
R1O)LQ\C/’ HO >_ﬂ< OH
R20 o OR3 OR4 HO O g O OH

o

R', R% R% R*=H Boletopsin-7 (2) Polyozellin (5)
R', R? R*=H; R®=CH3CO Boletopsin-4 (4)
R', R?=H; R® R* =CH3CO Boletopsin-6 (6)
R', R? R3 R%=CH5CO Boletopsin-1 (7)

Abb. 7: Tabellarische Ubersicht der isolierten Verbindungen aus B. grisea.

Zusammenfassung

In der Literatur wird angegeben, dass B. grisea vorwiegend auf nahrstoffarmen, sau-
ren bis neutralen Boden vorkommt. In Deutschland existieren derzeit mehr Funde
auf Kalkbdden als auf Sandboden. Die Bodenanspriiche des Pilzes sind um basische
Boden, die nicht stickstoffreich sind, zu erweitern.

Es handelt sich bei dem Standort in Jena nicht um einen klassischen stickstoffarmen
Standort mit niedrigen N-Vorréten in der organischen Substanz. Allerdings deuten
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die vegetationsokologischen Untersuchungen auf eine méglicherweise niedrige Ver-
fligbarkeit des Stickstoffs hin, was in weiteren Untersuchungen iiberpriift werden
sollte.

VEsTERHOLT et al. (2000) zeigen in einer Studie in Danemark, dass das Vorkommen
von 5 ausgewdhlten Stachelingen aus der Familie der Bankeraceae, die oft mit B. grisea
vergesellschaftet sind (und Tricholoma focale (Schaeff.) Ricken) mit den Stickstoff-
Gehalten im Boden korreliert. Aus der Untersuchung geht hervor, dass diese Pilze
verschwinden, wenn die N-Anreicherung von 15 kg N/ha/Jahr tibersteigt.

Eine noch grofirdaumiger angelegte Studie mit 40.000 Mykorrhiza-Proben von 137
Flachen aus 20 Staaten Europas legt dar, dass zu hohe Stickstoff-Eintrage der kom-
plexen Symbiose von Waldbédumen und Pilzen schaden. Besonders die Stickstoffein-
triage der Luft schadigen die empfindlichen Pilzarten der Mykorrhiza-Gemeinschaft.
Ab einem Grenzwert von 5,8 kg N/ha/Jahr ist mit einer Beeintrachtigung empfindli-
cher Pilze zu rechnen ist (vAN DER LINDE et al. 2018).

Ob in Europa die Mykorrhiza-Partner des Pilzes nur Kiefern sind - in Zentraleuropa
P. sylvestris und P. nigra (KRIEGLSTEINER & MARKONES 2007), P. halepensis Mill. auf der
Iberischen Halbinsel (MEeLo et al. 2007), P. pinea L. in Kroatien (Gminper mdl. Mitt.),
sowie P. mugo Turra in Osterreich (Hroupa 2005) - bleibt abzuwarten, denn inzwi-
schen wurde die Art auch an Arbutus unedo L., Erica arborea L. und Quercus cerris L.
beschrieben (BErniccHIA et al. 1995).

Die Aufzeichnungen von R. Markones von 2004-2018 geben einen Hinweis, dass erst
bei einer bestimmte Niederschlagsmenge (> 400 mm von Mérz bis Oktober) die Art
in Unterfranken fruktifiziert.

Die Strukturen der isolierten Hauptverbindungen lassen auf einen Biosyntheseweg
schlieflen, bei welchem phenolische Oxidationen involviert sein miissen. Die Terphe-
nyle stellen mithin Antioxidantien dar, die der Mykorrhizapilz B. grisea als Schutz-
mechanismus gegen Pathogene verwenden konnte. Inwieweit ein Vorhandensein der
Terphenyle im Mycel bzw. in der mykorrhizierten Wurzel gegeben ist, muss aufge-
klart werden.
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