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Uber die Entwicklung von
Pleospora Gaeumanni nov. spec.
Von Emil Miiller

EFingegangen am 30. Januar 1951

Entwicklungsgeschichtliche Arbeiten an Kleinpilzen sind in der
Regel auf die Untersuchungen von Reinkulturen angewiesen, da es bei
spontanem Vorkommen der Pilze meist unmoglich ist, bei jungen
Fruchtkorperstadien deren Identitit mit der zu untersuchenden Art
sicher festzustellen. Leider aber kennt man nur in den seltensten
Féllen die Bedingungen, unter denen z.B. ein Ascomycet auf kiinst-
lichen Nihrboden zur Bildung sexueller Fruktifikationen (Hauptfrucht-
formen) schreitet, und es bleibt dem Zufall iiberlassen, ob die gebo-
tenen Verhiltnisse dazu geniigen. Die nachfolgenden Ergebnisse
beruhen auf einem solchen Gliicksfall.

Im Sommer 1950 wurde aus einem kranken Rasengemisch eine
Art aus der Ascomycetengattung Pleospora (Pseudosphaeriaceen) iso-
Liert, weil Verdacht bestand, der Pilz kénnte unter Umstinden als Er-
reger der zu untersuchenden Absterbeerscheinung in Frage kommen.
In der Folge durchgefiihrte Infektionsversuche verliefen aber fiir diesen
Pilz negativ. Hingegen zeigte er auf Karottenagar (2 %o Agar-Agar -+
5 %o KarottenpreBsaft) die Ausbildung seiner Hauptfruchtform. Ich
widme diese noch nicht beschriebene Art meinem Lehrer Herrn Prof.
Dr. E. GAumann aus Dankbarkeit fiir seine vielen Ratschlige bei
meinen mykologischen Arbeiten. Die Diagnose des Pilzes lautet :

Pleospora Gaeumanni nov. spec.

: Peritheciis gregatim subepidermalibus, globosis, brunneis, 70—130
u diam. Ostilio interdum paene plano, saepe autem globoso vel hemi-
sphaerico. Pariete perithecii ex uno aut duobus stratis brunnearum,
8—12 u diam. cellularum formato. Ascis solum paucibus, in parvis
peritheciis singulis, in magnis peritheciis ad octo, globosis vel ovatis vel
saccis similibus, crassis pariete, basi contractis, 60—380 p longis et
30—50 w latis, 8-sporis. Sporis irregulariter confertis, oblongis, clavi-
formibus, quatter, rarissime etiam tribus vel qinque parietibus trans-
versis; ad septum secundum conspicue constrictum, in uno ad tribus
mediis partibus praeterea pariete longitudinali, in principio hyalinis vel
ochrolencis, postea saepius brunnescentibus, 28—40 u longis, 12—15 u
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latis. — Hab. in caulibus emortuis non determinandis graminibus. —
Kt. Ziirich, Ziirich. 18. 8. 1950.

Fruchtkérper herdenweise sehr dicht stehend, unter der Epidermis
wachsend, kugelig, briunlich, 70—130 x im Durchmesser. Ostiolum
manchmal fast flach, oft aber kegelig oder halbkugelig aufgesetzt,
anfénglich aus zartwandigen Stromazellen aufgebaut, die zuletzt aus-
briockeln. Fruchtkérperwand aus ein oder zwei Schichten von regel-
miBig vieleckigen, manchmal schwach gestreckien, nicht sehr derb-
“wandigen, briunlichen, 8—12 u groBen Zellen bestehend.

Abbildung 1
Schnitt durch einen reifen

Fruchtkdérper von Pleospora
Gaeumanni, auf Agarkultur ge-
wachsen. Aufnahme mit Phasen-

kontrastbeleuchtung.
Vergr. 420mal.
Photo U.Vetsch, Wiadenswil

Asci nur wenige, in kleinern Fruchtkérpern manchmal nur einer,
in groBern bis 8 vorhanden, rundlich, eiférmig oder sackformig, dick-
wandig, am Grunde zusammengezogen und in einem aus hyalinen
Zellen bestehenden Basalgeflecht sitzend, durch ein aus hyalinen,
schwach zusammengeprefiten Zellen bestehendes, paraphysoides Ge-
webe voneinander getrennt, 60—80 « lang und 30—50 u breit, 8sporig.
Sporen unregelmiBig zusammengeballt, oblong keulenférmig, im vor-
dern Drittel am breitesten, beidendig sich verjiingend und stumpf endi-
gend, mit vier, seltener auch mit drei oder fiinf Querwinden, an der
zweiten Querwand deutlich, an den iibrigen kaum eingeschniirt, in
einer bis drei der mittleren Partien iiberdies mit einer Lingswand,
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anfianglich hyalin oder ganz schwach gelblich, spéter, meist aber auBer-
halb der Fruchtkérper sich briunlich farbend, 28—40 u lang,
12—15 u breit.

Der Pilz ist verwandt mit andern kleinen Arten der Gattung wie
Pleospora vagans Niessl, P. discors (Dur. et Mont.) Ces. et de Not. und
P. exigua E. Miiller. In der Kultur entwickelt sich Pleospora Gaeumanni
weit lippiger als auf seinen natiirlichen Substraten. Insbesondere wer-
den die Fruchtkorper bedeutend gréofer und enthalten eine grofiere
Anzahl Asci. Oft treten auch einige Fruchtkérper zu gréBern Stroma-
komplexen zusammen, so dafl man oft glaubt, ganz andere Pilze vor
sich zu sehen.

Der Pilz wurde mit Hilfe der Mikromanipuliermethode isoliert, und
es gelang auf diese VVeise,AEinsporkulturen zu gewinnen. Da der Pilz
in Einsporkulturen sexuelle Fruktifikationen zu bilden vermag, muf
er homothallisch sein. Die Fruchtkérperentwicklung erfolgt auf unserm
Nihrboden sehr rasch. Bei 21° C vermag er innert vier Tagen — vom
Beimpfen an gerechnet — reife Ascosporen zu bilden. Daneben kann
man aber junge und jiingste Stadien von Fruchtkérpern finden. Das
Myecel ist anfinglich hell, wird aber mit zunehmendem Alter dunkel.
Dabei weist es auffallend viele Anastomosen (Briicken zwischen be-
nachbarten Hyphen) auf ;

Die Fixierung des Pllzes erfolgte mit folgendem Gemlsch nach
Flemming: 180 ccm einprozentige Chromséure, 25 ccm zweipro-
zentige Osmiumsiure, 12 ccm Eisessig, 210 cecm destilliertes Wasser.
Dieses Gemisch lie8 ich wihrend 2 Stunden einwirken. Dabei schnitt
ich das Mycel aus dem Agarnihrboden heraus und zerkleinerte es in
flache Stiicke. Um das Substrat beim Einbetten mit Sicherheit orien-
tieren zu koénnen, belieB ich unterhalb der Mycelschicht noch ein Stiick
des Agarnihrbodens ohne Mycel. Die Entwisserung erfolgte durch die
Alkoholreihe, dann fiihrte ich das Substrat iiber Methylbenzoat in
Benzol und von da in Paraffin. '

Beim Schneiden wihlte ich bchnlttdlcken von 8, 6 und 4 u. Die
diinnsten Schnitte vermitteln zwar wegen der starken Aufteilung nur
uniibersichtliche Gesamtbilder, doch eignen sie sich gut, um die Ver-
hiltnisse innerhalb der Zellen zu beobachten.

Die Farbung fiihrte ich mit Eisenhaematoxilin nach Haiden-
hain durch. Dabei farbten sich die Zellkerne intensiv blau-schwarz
an, wihrend das Plasma nur ganz schwach graublau angetént wurde.
Auch bei diesem Pilz bestitigte sich eine schon frither bei der Unter-
suchung von Dothidella insculpta (Wallr.) Theissen und Sydow ge-
machte Beobachtung, daB§ die Geschlechtszellen sich bei dieser Methode
intensiver anfiarben (Hess und Miiller, 1951).
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Bei einigen Préparaten verzichtete ich auf die Firbung; diese
wurden mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskopes untersucht.

Da es oft recht schwierig scheint, die ersten Fruchtkérperphasen
in Schnitten richtig zu interpretieren, versuchte ich — in Anlehnung an
die von Delitsch (1926) angewandte Methode —, Totalpriparate zu
gewinnen. Dabei tauchte ich unter méglichst sterilen Verhiltnissen
Objekttriger in einprozentigen, fliissigen Agar, lieB rasch abtropfen
und brachte sie in sterile Petrischalen. Nach dem Abkiihlen beimpfte
ich die Objekttriiger und stellte die Petrischalen in einer grofen, mit
feuchtem Filtrierpapier ausgeschlagenen Glasschale zu einer Tempe-
ratur von 22° C. Nach zwei Tagen fixierte ich die erste der entstandenen
Kulturen, spiilte diese gut mit Wasser nach und fiihrte sie iiber die
Alkoholreihe in Xylol, wonach ich das Priparat mit Kanadabalsam
einbetten konnte. Auf dem diinnen Agarfilm hatte sich inzwischen ein

Abbildung 2

Erste Stromaphasen von Pleospora Gaeumanni. Erklirung im
Text. Vergr. 660mal

Mycel entwickelt, das in diesen Praparaten gut beobachtiet werden
konnte. Ich wiederholte das Fixieren von derartigen Objekttrigerkul-
turen nach drei, vier und fiinf Tagen, so daB ich die ersten Phasen
einigermaBen gut verfolgen konnte. Jedenfalls lieB sich auch beobach-
ten, daB die Pilzentwicklung in derartig diinnen N&hrbodenschichten
viel langsamer erfolgte.

Die Stromaentwicklung erfolgt nach dem Pleospora-Typus, wie er
z. B. bei Pleospora herbarum (Pers.) Rbh. (Bauk e, 1877), Sporormia
leporina Niessl (Delitsch, 1926) und Sporormia bipartis Cane
(Page, 1939) beobachtet worden ist. An einer Hyphe schwellen ein
bis zwei Zellen — seltener auch mehrere — stark an und runden sich
etwas ab (Abbildung 2, a). Eine dieser Zellen beginnt sich nun nach
allen Richtungen zu teilen, und es bildet sich ein Zellkonglomerat, ein
Stroma. Schon D elits ch hat bei der von ihin untersuchten Sporormia
leporina Niessl darauf hingewiesen, daB man dieses Stroma nicht als
Pseudoparenchym, sondern als echtes Parenichym betrachten miisse
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(Abbildung 2, b und c). Schon sehr friih differenziert es sich in eine
AuBenschicht und ein mehr oder weniger regellos unterteiltes Inneres,
wo die Zellwénde etwas zarter sind (Abbildung 2, d).

Alle beobachteten Stromazellen sind einkernig. Die Zellkerne haben
einen Durchmesser von 1 u. In ungefirbten Priparaten war es mit
Hilfe des Phasenkontrastmikroskopes moglich, Kernteilungsphasen zu
beobachten, was geringe Einblicke in die Kernverhéltnisse ermdglichte.
Der haploide Chromosomensatz betrigt danach mindestens 5. Die be-
obachteten Chromosomen sind kugelig und zirka 0,4 @ im Durchmesser,
eines ist etwas grofler.

Sobald die jungen Stromata eine GréBe von 40—50 wx im Durch-
messer erreicht haben, differenzieren sich in deren Innern je zwei
stirker farbbare Zellen mit etwas vergroBerten Kernen. Von der einen

Abbildung 3
Sexualverhiltinisse von Pleospora
Gaeumanni (asc. — Ascogon,
trich.. — Trichogyn, ant. — An-
theridium). Erklirung im Text.
Vergr. 1000mal

aus wichst eine schmale, wenigzellige Hyphe zur zweiten hin, fusio-.
niert mit dieser, und deren Kern wandert durch diese Hyphe zur ersten
Zelle. Ich betrachte die erste Zelle als Ascogon, die zweite als Antheri-
dium und die verbindende Hyphe als Trichogyn, also als weibliches
Empfingnisorgan. In Abbildung 3 zieht -vom Ascogon (asc.), also dem
weiblichen Organ, aus ein Trichogyn (trich.) zum minnlichen Organ
(ant.). Die letzte Zelle des Trichogyns hat mit dem Antheridium fusio-
niert, und dessen Kern ist schon durch die Fusionsstelle ins Trichogyn
gewandert. Er wiirde weiter durch das Trichogyn in das Ascogon ge-
leitet, womit die Plasmogamie vollzogen wird und die Dikaryophase
des Pilzes beginnt.

Aus den befruchteten Ascogonen sprossen nun die dikaryontischen,
ascogenen Hyphen, und zwar scheint es, da diese sich in sehr kurzer
Zeit entwickeln. Deren Zellen bilden Seitenverzweigungen aus, die sich
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wie bei Thielavia sepedonium Em. (Emmons, 1932) oder Ctenomyces
- serratus Eid. (Eidam, 1883) in den jungen Ascus und eine Stielzelle
differenzieren. In Abbildung 4 erkennt man vom Ascogon (asc.) aus-
gehend die ascogenen Hyphen (asc. h.) und deren Seitenverzweigungen
mit den jungen Asci (a) und den Stielzellen (st).

Abbildung 4
Entwicklung der ascogenen Hy-
phen bei Pleospora Gaeumanni.

"Erklirung im Text.
Vergr. 1000mal

asc.

Die Entwicklung der Asci vollzieht sich wie die der meisten Asco-
myceten. In ihrem Innern spielt sich die Karyogamie und die Reduk-
tionsteilung ab, und es bilden sich acht Kerne aus. Die Asci nehmen

Abbildung 5
Junger Fruchtkoérper von Pleo-
spora Gaeumanni. Fruchtkoérper
und Asci haben bereits ihre end-
giiltige GréBe erreicht. Im Innern
der Asci beginnt die Sporenbil-
dung. Vergr. 500mal

B\ N 7
N
e Saiiats

dabei in ihren Dimensionen stark zu. Ihre Wiinde, die von der ange-
wandten Farbung nicht erfaBt werden, sind von Anfang an ausgespro-
chen dick, besonders an ihrer Scheitelpartie. Wiahrend des Wachstums
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der Asci vergroflert sich auch das Stroma intensiv nach allen Rich-
tungen; gleichzeitig 16sen sich aber die Asci im Stromainnern den not-
wendigen Platz heraus, so daB das Stroma wéihrend dieser Periode
einen durchgreifenden Umbau erfihrt.

Im Achtkernstadium beginnt die Sporenbildung. Anfanghch sind
die Sporen nichts anderes als um Kerne gruppierte, verdichtete und
abgerundete Plasmaportionen, die nur wenig voneinander getrennt sind.
Spéater differenzieren sie sich stirker. Sie erhalten eine Membran (Ab-
bildung 6, a), und die urspriinglich elliptische Gestalt geht in eine
keulenférmige iiber, wobei sich etwas iiber der Mitte eine schwache Ein-
schniirung zeigt (Abbildung 6, b). Es erfolgt eine Kernteilung und dar-
auf auch eine Zellteilung an der vorgebildeten Einschniirung (Abbil-
dung 6, c). Darauf folgt in jeder Zelle eine weitere Kernteilung (Abbil-
dung 6, d), und jede Zelle teilt sich nochmals in der Querrichtung. Eine

Abbildung 6

Die Entwicklung der Ascosporen von Pleospora
Gaeumanni. Erklarung im Text. Vergr. 1000mal

dritte Zellteilung erfaBt einmal die unterste Zelle, die nochmals eine
Querwand erhélt und dann die mittleren Zellen, in denen Lingswinde
ausgebildet werden (Abbildungen 6 e und 6 f).

Damit ist die Sporenentwicklung im wesentlichen abgeschlossen.
Die weitern Reifungsvorginge lassen sich nicht mehr so gut erfassen.
Man beobachtet einzig noch eine stirkere Ausbildung der Episporien.

Gleichzeitig mit der Entwicklung der sexuellen Partie — Asci und
Sporen — verliuft die Ausgestaltung der asexuellen Partie, des Frucht-
korpers. Diese duBert sich in erster Linie-in einer starken Vergrofle-
rung. Dabei intensiviert sich das Wachstum hauptsidchlich am Scheitel-
teil, wobei ein halbkugeliger, manchmal auch kegelférmiger Auswuchs
entsteht (vgl. Abbildung 1). Die duBersten Schichten des Fruchtkorpers
erhalten gleichzeitig viel dickere, gebriunte Zellwéinde. Nur die ober-
sten Zellen dieses Auswuchses bleiben frei von dieser Wandverstarkung;
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hier hat der Fruchtkorper demnach eine schwache Stelle, die spater
aufbricht und zu einer Miindung wird.

‘ Parallel zur VergroBerung der Fruchtkérper findet im Innern ein
weitschichtiger Umbau statt. Schon die Geschlechtszellen miissen die
Fihigkeit besitzen, Zellen des Stromas aufzulésen, um sich den notwen-
digen Platz zu schaffen. Oft sieht man in derartigen Stadien im Innern
eine eigentlich Zentralhohle. Auch die ascogenen Hyphen l6sen die im
Wege stehenden Zellen weg, und noch deutlicher werden diese Auflo-
sungsvorginge wihrend der Ascusentwicklung. Dabei scheint vor allem
die verdickte Scheitelpartie der jungen Asci die Fihigkeit zu besitzen,
ihre benachbarten Zellen zu resorbieren. In gleicher Weise wie bei
Dothidella insculpta (Wallr.) Theissen und Sydow (Hess und Miil-
ler, 1951) werden zuerst die Zellwinde, danach das Zytoplasma und
zuletzt auch die Zellkerne aufgeldst. In einzelnen Fillen konnte ich
auch derartige Auflésungsvorgéinge im Miindungsbereich feststellen; es
ist also anzunehmen, da8 die Asci die Miindung von innen her aufzu-
brechen vermdogen.

Zwischen den Asci verbleiben aber immer noch Reste des Stroma-
gewebes, wenn auch dessen Zellen weitgehend deformiert werden.

Die Ausbildung von Nebenfruchtformen konnte ich nie beobachten.

Pleospora Gaeumanni wiirde auf Grund der Morphologie des rei-
fen Fruchtkorpers zu den primitiven Pseudosphaeriales gehoren. Sie
unterscheidet sich von Wettsteinina mirabilis Niessl, einem der primi-
tivsten Pilze unter den uns bekannten Formen (vgl. Miiller und
v. Arx, 1950), in ihrem innern Bau nur unwesentlich. Nur in der Form
der Sporen im sehr raschen Entwicklungsablauf sowie in der mehr
hiutigen Ausgestaltung der Fruchtkérperwand verhilt sich unser Pilz
anders und zeigt damit, daB er schon etwas héher steht als Wettstei-
nina. Doch durchlauft Pleospora Gaeumanni in ihrer Sporenentwick-
lung weitgehend dieselben Phasen wie Wettsteinina mirabilis.

Mit dem primitiven Bau der reifen Fruchtk()rper im Einklang steht
die Entwicklung des Pilzes, beobachten wir doch ein normales Funktio-
-nieren sowohl des weiblichen wie auch des minnlichen Kopulations-
astes. Bei den Plectascales — an die wir heute die Pseudosphaeriales
direkt anschlieBen sollten, nachdem es sich gezeigt hat, daB sich die
frither dazwischen gestellten Myriangiales doch anders verhalten (M il -
ler, 1938) — zeigen z. B. die meisten der untersuchten Formen der
Gattung Monascus ein #hnliches Verhalten. Bei Monascus purpureus
Went (Schikorra, 1909) zum Beispiel bildet das mehrkernige
Ascogon ein Trichogyn aus, das mit dem ebenfalls mehrkernigen An-
theridium fusioniert und dessen Kerne ins Ascogon leitet (Abbildungen
auch bei GAumann, 1949). :

Auch die beobachtete Art der Ascusbildung findet sich in gleicher
Weise bei den Aspergillaceen. Der Fall mit sich in Ascus und Stielzelle
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differenzierenden Se1tenverzwe1gungen entspricht dem Ctenomyces-
Typus (GAumann, 1949), wie er bei Ctenomyces serratus Eid.
(Eidam, 1883) oder am Bereich der Aspergillaceen bei Penicillium
glaucum sensu Bref. (Brefeld, 1874) beobachtet werden kann.

Bei den meisten Aspergillaceen wird die Fruchtkérperbildung mit
dem Sexualakt eingeleitet, withrend dieser bei den Pseudosphaeriales
erst im Innern von vegetativen Stromata, die sich spiter zu Frucht-
korpern auswachsen, abgewickelt wird. Immerhin ist zu betonen, daB
auch den Aspergillaceen schon die Tendenz innewohnt, den Sexualakt
erst spiter im Innern von vegetativen Hyphengeflechten zu vollziehen,
was in der Gattung Penicilliopsis (GAum ann, 1949) zum Ausdruck
kommt. Es ist deshalb berechtigt, den AnschluB der Pseudosphaeriales
bei den Aspergillaceen zu suchen.

Die Resultate seien folgendermaBen zusammengefaBt:

1. Pleospora Gaeumanni, eine neue Form der Gattung, bildet auf
- Karottenagar in Einsporkultur die Hauptfruchtform aus und mu8
deshalb als homothallisch betrachtet werden.

2. Die Fruchtkorperbildung wird durch anschwellende Hyphen-
zellen eingeleitet, die sich zu teilen beginnen und auf diese Welse
ein Stroma bilden. :

3. Im Innern dieses Stromas konnte ein Sexualakt beobachtet wer-
den, wobei aus einem mutmaBlichen einkernigen Ascogon ein
Trichogyn sproft, mit einem Antheridium fusioniert und dessen
Kern ins Ascogon zuriickleitet.

4. Die Bildung der Asci erfolgt nach dem Ctenomyces-Typ, also
durch seitliches Aussprossen der ascogenen Hyphen, wobei sich
diese Seitensprosse in den jungen, dikaryontischen Ascus und
eine Stielzelle differenzieren.

9. Die junge Asci wachsen in das sie umgebende Stromagewebe
hinein, wihrend sich das Stroma selber sehr intensiv vergroBert.

6. Die Sporen differenzieren sich im Achtkernstadium der Asci; in
drei Schritten erfolgt zunichst die Ausbildung von Querwinden
und zuletzt auch von Lingswénden.
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