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Uber Valsonectria reticulata, eine neue Art
einer wenig bekannten Ascomyceten-Gattung

Von Wolfgang Loeffler und Email Miiller

(Aus der pharmazeutisch-chemischen Abteilung der Sandoz AG in Basel
und dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidgendssischen Technischen
Hochschule in Ziirich)

Eingegangen am 16. Oktober 1961

Aus einer von Herrn Dr. A. Riggenbach im Jahre 1957 auf Ceylon
gesammelten Bodenprobe isolierte Herr Dr. Ch. Stoll im vergangenen
Jahre neben anderen Kolonien einen Pilz, der auf Agarndhrbiéden zu-
nichst SproBzellen und konidientragendes Myzel und spéter auch seine
Hauptfruchtform ausbildet.

Es handelt sich um einen Nectria-ihnlichen Ascomyceten. Von den
meisten aus diesem Verwandtschaftskreis bekannten Formen unter-
scheidet er sich durch die Braunfirbung seiner Ascosporen sowie durch
die vollsténdig in ein Stroma eingesenkten Perithecien, die zudem lange
Miindungen tragen konnen. Fiir solche Ascomyceten hatte Spegazzini
(1881) die Gattung Valsonectria begriindet (vgl. Petrak und Sydow,
1936; Miiller und v. Arx, 1962).

Die hier zu beschreibende Art ist nach unseren Kenntnissen in der
Literatur bisher nicht erwihnt worden. Ohne bekanntes Beispiel ist auch die
eigenartige Entwicklung ihrer Ascosporen, die ausfiihrlich dargestellt
werden soll; sie vermag zu einer Erweiterung unserer Vorstellungen von
der Sporogenese beizutragen.

Reinkulturen des Pilzes

Auf niahrstoffreichen Agarmedien wichst zunéchst eine anfangs farb-
lose Kolonie von Spro- und Hyphenzellen. An dem nicht besonders
differenzierten Myzel entstehen einzellige, meist ldnglich-ellipsoidische,
hyaline Konidien, die 5 mal 2 bis 20 mal 6 x grofl werden und mit SproG3-
zellen oder Hyphen keimen kénnen. Diese Konidienfruktifikation (Fig. 1)
ist dem Sporotrichum-Typus zuzuordnen. Bereits in den ersten Tagen, am
Licht intensiver als im Dunkeln, firbt sich die Kolonie orange- bis erd-
beerrot und bildet auch Luftmyzel aus. Der Farbstoff ist mit Athanol
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extrahierbar; in alkoholischer Losung wird er nach Siurezusatz gelb, mit
Lauge fallt er als violetter Niederschlag aus. :

IR

Valsonectria reticulata. SproBzell- und Konidienfruktifikation (Sporotrichum).
Vergr. 650 x

In &lteren Kulturen, bei Inkubationstemperaturen um 27°C nach
vier bis sechs Wochen, werden auf der Agaroberfliche zwischen und iiber
dem Luftmyzel unregelmiBige, solide Gebilde sichtbar. Es handelt sich
um Aggregate von Stromata; sie enthalten kurze Zeit spiter meist miin-
dungslose, geschlossene Perithecien, in denen die Ascosporen normal rei-
fen. Fruktifizierende Stromata werden auch an berindeten, sterilisierten
und auf den beimpften Agar gestellten Zweigen verschiedener Laubholz-
arten gebildet (z. B. auf Viburnum lantana L. und Syringa persica L.; auf
Zweigen von Caragana arborescens Lam. entstanden nur wenige, kleine
Stromata ausschliefilich an Knospen und Lentizellen, und sie enthielten
oft kein oder nur ein einziges Perithecium). Das Pilzmyzel wuchs im
Innern der Zweige, die Stromata brachen aus der Rinde durch das Peri-
derm hervor. Auf Zweigen anderer Arten (z. B.von Betula verrucosa
Ehrh., Populus alba L. und von mehreren Nadelhélzern) sowie auf ent-
rindetem Holz wuchs das Myzel des Pilzes extramatrikal und bildete keine
Stromata. ‘

Seine vollstindige Morphologie zeigte der Pilz jedoch nur, wenn auf
dem Agar oder an berindeten Zweigen von Laubgehdlzen entstandene
Stromata in einer Feuchtschale weiter inkubiert wurden. Dort erst bilde-
ten sich Perithecien mit Miindungen. Auf solches Material griindet sich
die im néchsten Abschnitt gegebene Beschreibung der Hauptfruchtform.

Aus einer groBen Zahl von Beobachtungen an der sexuellen Frucht-
form aus Reinkulturen diirften sich einige verallgemeinern lassen.

1. Stromaform und -gréfe sind die variabelsten Merkmale des Pilzes.
Charakteristisch ist hingegen der Bau des Stromainnern, also die Textur
des Binnenstromas; fiir deren Beurteilung kommen allerdings nur einiger-
malien typisch ausgebildete Stromata in Betracht. Ahnliches gilt auch fiir
viele andere Pilze (vgl. z. B. Miiller und v. Arx, 1950; Loeffler, 1957).
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2. Die Mindung der Perithecien erscheint in unserem Beispiel als aus-
gesprochen fakultatives Merkmal, denn keimfiihige Ascosporen entstehen
auch in einem dauernd geschlossen, miindungslos bleibenden Frucht-
kérper. DafB dariiber hinaus die Dimensionen der Miindungen stark von den
Umweltbedingungen abhingen, wurde fiir viele andere Pilze wiederholt
festgestellt (vgl. z. B. Hubbes, 1960).

3. Der Apikalapparat ihrer Ascusspitze weist Valsonectria reticulata
eindeutig den Unitunicatae (Luttrell, 1951) zu. Die Ascuswand dieses
Pilzes besteht jedoch nicht etwa aus einer einzigen, einheitlichen Mem-
bran (vgl. v. Arx und Miiller, 1954), sondern sie spaltet bei gewaltsamer
Zerstorung in zwei Schichten auf.

Diagnose

Die meist sehr unregelmiBig gestalteten, oft mehr oder weniger rund-
lich-knolligen, hellbraun bis schwarz, gelegentlich rétlich-violett gefdrbten
Stromata haben Durchmesser von 0,5 bis 5 mm und werden 1 bis 5 mm
hoch. Junge Stromata zeigen oft einen gallertigen Glanz, dltere sind
manchmal mit dunklen Hyphenbiindeln (Synnemata) besetzt, welche bis-
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Figur 2

Valsonectria reticulata. Ein ins Stroma eingebettetes Perithecium mit suBerer Stromakruste,
Stroma-Binnengewebe, Perithecium mit Wand, Miindung mit Periphysen, Fruchtschicht
mit Asci und Paraphysen. Vergr. 100 X
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weilen Sporotrichum-Konidien tragen. Fruktifizierende Stromata erschei-
nen oft von eingesenkten, miindungslosen Perithecien oder von den die
Stromata bis zu 1,5 mm iiberragenden Miindungen rétlich oder braun
punktiert. Das Stromainnere besteht aus hyalinen, eng verflochtenen und
verklebten, 4 bis 5 u dicken Hyphen (Textura intricata, Fig. 2 und Taf.I,
Abb. 20); die Zellen der #uBeren Kruste haben dunkelbraune Winde. In
ein fruktifizierendes Stroma sind in der Regel mehrere Gruppen von je
wenigen bis tiber zwanzig Perithecien vollstindig eingesenkt. Diese Grup-
pen bilden eine Schicht in annéhernd gleichem Abstande von der Stroma-

Figur 3

Valsonectria reticulata. Sporogenese: a—f Asci in verschiedenen Entwicklungsstadien. Vergr.
500 X. g-o Entwicklung der Binnenspore innerhalb der Prospore. Vergr. 1000 x .
(a—n optische Schnitte, o Aufsicht)

Tafel I

Valsonectria reticulata. Sporogenese: Abbildungen 1-6 Differenzierung der Prosporen im
jungen Ascus. 7-14 Entwicklung der Binnenspore innerhalb der Prospore; 7-8 Die Binnen-
spore erhéalt eine eigene Membran; 9-10 Die Binnenspore ist bereits septiert (9 optischer
Schnitt, 10 Aufsicht, die skulptierte Membran der Prospore zeigend); 11-13 Die Binnen-
spore wiichst heran. 14 Eine fast reife Ascospore. 15 Ascusspitze mit Apikalapparat. 16-17
Teil einer reifen Spore bei stérkerer VergroBerung; 16 optischer Schnitt, 17 Aufsicht. 18
Ascus in dem Abbildung 13 entsprechenden Stadium. 19 Reifer Ascus. 20 Schnitt durch das
Binnenstroma. VergréBerungen: Abbildungen 16-17 2000 x, alle iibrigen 1000 x (Mikro-
photographien; 1-15 Phasenkontrast, 16-20 Hellfeld)
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oberfliche, innerhalb der Gruppen sind die Perithecien jedoch iiber- und
nebeneinander zusammengedringt. Die Perithecien miinden einzeln
auBerhalb der Stromakruste, die Miindungen neigen nicht zusammen, sie
zeigen jedoch auf der Oberfliche die gleiche gruppenweise Anordnung wie
die Perithecien im Innern des Stromas.

Die Perithecien (Fig. 2) messen je 300 bis 800 4 in Lénge, Breite und
Hohe. Sie weichen von einer kugeiigen bis ellipsoidischen Grundform in-
folge Abplattung der Wiande oft sehr stark ab, und sie brechen mit ihren
100 bis 2000 u langen, 100 bis 300 u dicken, zylindrischen Miindungen, die
von einem innen mit hyalinen Periphysen besetzten Kanal durchbohrt
sind, durch die Stromakruste hervor. Das eigentliche Perithecium wird
von einer mehrschichtigen, aus dunklen, abgeplatteten Zellen bestehenden
Wand begrenzt und ist fast vollstindig von dem aus Asci und Paraphysen
bestehenden Hymenium ausgefiillt. Die Paraphysen sind hyalin, septiert,
100 bis 150 u lang und um 3 u breit. Die zylindrischen, 90 bis 130 (p. sp. 80
bis 100) mal 9 bis 11 u groBen Asci haben in der Jugend dicke, bei der
Reife diinne Wsnde; sie verschmilern sich in einen kriftigen Fufl und
enthalten je 8 Sporen in gerade- bis schréig-einreihiger Anordnung (Fig. 3f).
Ein Apikalapparat im Scheitel junger Asci (Taf. I, Abb. 15) ist nur im
Phasenkontrast-Mikroskop sichtbar; er gibt keine positive Jodreaktion.
Die Ascosporen firben sich frithzeitig braun, bei der Reife sind sie zwei-
zellig, an dem etwa in der Mitte gelegenen Septum nicht oder kaum einge-
schniirt, netzartig skulptiert und messen 11 bis 14 mal 6 bis 8 u (Fig. 30
und Taf. I, Abb. 16-19). Die Sporenentwicklung wird weiter unten be-
schrieben.

Eine Nebenfruchtform vom Sporotrichum-Typus mit sprossenden Ko-
nidien wird ausgebildet. Diese sowie die Hauptfruchtform entstehen auf
Agarkulturen und sterilisierten, beimpften Zweigen unter geeigneten Be-
dingungen (vgl. oben, Reinkulturen des Pilzes).

Ein geringer Unterschied zur Typusart Valsoneciria pulchella Speg.
(vgl. Miiller und v. Arx, 1962) besteht in der Férbung, ein sehr deutli-
cher in der Skulptierung der Ascosporen. Eine Identitdt mit einer der
spiter beschriebenen Arten der Gattung, Valsonectria andina Pat. und
Valsonectria Boldoae Speg., erscheint nach den Diagnosen ausgeschlossen.

Valsonectria reticulata spec. nov.

Stromata 0,5 ad 5 mm diam., 1 ad 5 mm alt., irregulariter globosa vel
ellipsoidea, primo gelatinosa, fine dura, brunnea vel dilute violaceo-fusca,
nigrescentia; interiore parte textura intricata hyalina, cellulae pariete
exteriore brunneae. Perithecia immersa, 300 ad 800 x diam. et alt., globosa
vel irregulariter deformata, parietibus multostratosis textura prismatica

413



obscuris; ostiola singularia stromate eggregentia, cylindracea, 100 ad
2000 u long., 100 ad 300 4 diam., periphysata. Asci paraphysati, cylin-
dracei, breve stipitati, octospori, 90 ad 130 (p. sp. 80 ad 100) x 9 ad 11 -
Sporae oblique ad recte monostichae, ellipsoideae, medio septatae, non vel
paene constrictae, reticulato-sculptatae, 11 ad 14 X 6 ad 8 .

Stat. con.: Sporotrichum, conidiis pullulantis.

Hab.: Isolata ex terra zeylanica; status conidiophorus et status
ascophorus in Agar-Agar et in ramis inoculatis.

Entwicklung der Ascosporen

Innerhalb der jungen Asci (Fig. 3a, b) differenziert sich das Cyto-
plasma in wahrscheinlich zuerst ein-, spiter zweikernige Portionen (Taf. I,
Abb. 1-6), die durch gefiirbte, bereits skulptierte Membranen abgegrenzt
werden (Prosporen). Wihrend der ganze Ascus sich streckt, seine Wand
diinner wird, die Prosporen sich um das Drei- bis Vierfache vergrofern
(Fig. 3a—d; Taf. I, Abb. 1-6) und am Ascusscheitel der Apikalapparat
- sichtbar wird (Taf. I, Abb. 15), beginnt innerhalb der Prosporen eine
eigene Entwicklung. In ihrem Plasma grenzt sich ein kleinerer Bezirk
(Binnenspore) um zwei stirker lichtbrechende Korperchen ab und wird
bald durch ein irisblendenartig gebildetes Septum halbiert (Taf. I,
Abb. 7-10; Fig. 3g—i); nun vergroBert sich die Binnenspore innerhalb und
auf Kosten der Prospore, bis sie deren Innenraum fast ganz ausfiillt
(Fig. 3i-m; Taf. I, Abb. 8-13, 18). Das Septum ist von Anfang an braun
geféirbt. Zum Schlufl schrumpfen die Ascosporen etwas (vermutlich nur
der von der Prospore iibriggebliebene Teil ; Fig. 3m—o; Taf. I, Abb. 13-14),
und die Netzskulptur der friiheren Prospore tritt noch deutlicher hervor;
in der Wand lassen sich die von der friiheren Prospore und der Binnen-
spore herriihrenden Einzelmembranen zuletzt mikroskopisch nicht mehr
unterscheiden (Fig. 3n—o; Taf. I, Abb. 14, 16, 17, 19).

Ascosporen mit Schleimhiillen, die sogar skulptierte Membranen (wie
bei Dictyoporthe appendiculata Miiller; Miiller, 1961) oder andere Struk-
turen im Innern der Schleimhiille (vgl. Tonolo, 1956) zeigen kénnen,
kommen bei den Ascomyceten zwar hiufig vor; eine (leichsetzung mit
den Prosporen von Valsonectria reticulata, wozu etwa Entwicklungs-
stadien dhnlich Figuren 3 h bis 1 oder Tafel 1, Abbildungen 8 bis 13, ver-
leiten konnten, ist jedoch ausgeschlossen, weil im Falle der in Schleim ein-
gehiillten Ascosporen die Sporen selbst vorher differenziert sind, wihrend
sich in unserem Beispiel die spiteren Ascosporen wirklich zweimal nach-
einander individualisieren. :
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Zusammenfassung

Ein neuer Ascomycet, Valsonectria reticulata (Sphaeriales, Hypo-
creaceae) wird beschrieben. Eine Sporotrichum-Nebenfruchtform sowie die
Hauptfruchtform entstehen in Reinkulturen des Pilzes auf Agarnihr-
béden und auf sterilen, berindeten Zweigen einiger Laubgeholze; Peri-
thecienmiindungen werden nur unter besonderen Bedingungen ausgebil-
det. Die Entwicklung der Ascosporen verliuft im Gegensatz zu bekannten
Sporogenese-Typen in zwei Phasen, wihrend deren sich Pro- und Binnen-
sporen unterscheiden lassen. |

Summary

A new ascomycete, Valsonectria reticulata (Sphaeriales, Hypocreaceae)
is described. In pure cultures a budding Sporotrichum conidial stage and
the sexual fructification are formed, but the necks of the perithecia are
developed only under special conditions. During the ascospore develop-
ment two stages, an earlier ‘““prospore” and an internal spore (“Binnen-
spore’) are distinguished.
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