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Genetische Untersuchungen an dem Basidiomyceten
Agrocybe aegerita

I. Eine Korrelation zwischen dem Zeitpunkt der Fruchtkérperbildung und monokaryotischem
Fruchten und ihre Bedeutung fiir Ziichtung und Morphogenese

KARL ESSER, MARTA SEMERDZIEVA* und ULF STAHL

Lehrstuhl fiir Allgemeine Botanik der Rulir-Universitit Bochum (BRD)

Investigations on the Genetics of the Basidiomycete Agrocybe aegerita

1. A Correlation between the Time of I'ruiting Body Production and Monokaryotic I'ruiting
and its Importance for Breeding and Morphogenesis

Summary. The wood-inhabiting Basidiomycete Agrocybe aegerita (Agaricaceac) can be casily grown under laboratory
conditions. Its complete life cycle requires about 6 weeks, while dikaryons are able to form fruiting bodies within
3 weeks. Since the basidiospores (10 x 6 um) can be isolated by hand, this organism is very well suited for genetic
studies either by single strand or tetrad analysis. Thus we were able to work out the formal genetics of 4. aegerita,
the mating relations of which are controlled by the tetrapolar mechanism of homogenic incompatibility.

Within the monokaryotic offspring of a dikaryon isolated from nature we found a considerable variation in the time
of fruiting in compatible matings, some failed to fruit even after 42 d. In order to quantify this criterion, we have
developed for monokaryotic strains the parameter “fruiting potency’’, in which the only variable is the time required
for fruiting body production in the resulting dikaryotic stocks.

Similar variability has been found for the ability of monokaryons to show monokaryotic fruiting. Three types of
this qualitative criterion have been identified : non-fruiters, non-fruiters with fruiting body initials, and monokarvotic
fruiters. The latter produce small fruiting bodies, the basidia of which predominantly carry only two spores.

Since Agrocvbe aegerita belongs to the edible mushrooms, we have attempted to improve fruiting body production
in order to obtain material for use in commercial production. As a sclected example for concerted breeding we have
uscd the criterion of {ruiting potency starting from a single fruiting body. We were able to show that by selection
and recombination within a small inbreeding population, in only four generations the fruiting potency could be mar-
kedly enhanced. In a parallel set of experiments as a control, we also showed that the opposite cffect, a decrcase in
fruiting potency, could be achieved in only three generaticns. It became evident that A. aegerita is very well suited to
applied research with respect to breeding for commercialuse. Incvaluating these data we have found a statistically signi-
ficant corrclation between fruiting potency and monokaryotic fruiting. The implications of the latter for the general
understanding of genetic control of morphogenesis becomes evident.

Einleitung

Der holzabbauende Pilz Agrocybe acgerita, der zur
Gruppe der Weilfaulepilze gehort, wurde bisher in
nennenswertem Umfang nicht genetisch bearbeitet.
Aus einer dlteren Arbeit (Vandendries, 1934) ist
lediglich bekannt, dal sein Fortpflanzungsverhalten
durch den tetrapolaren Mechanismus der homoge-
nischen Incompatibilitidt gesteuert wird. A. acgerita
ist ein Speisepilz und 1Bt sich relativ leicht unter
Laborbedingungen kultivieren und zur I‘ruchtkor-
perbildung bringen.

A. aegerita (Brig. ox I'r.) Sing. (Svn. Pholiota cvlindra-
cea) — sudlicher Schiippling oder Ackerling — gehort zu
den Blatter- oder Lamellenpilzen (Agaricaceae) und kann

auf Holzabfillen kultiviert werden (Ginterovd, 1972).
Sein Entwicklungs-Zyklus ist in 6—8 Wochen abge-
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schlossen. Ein Dikaryon fruchtet unter optimalen Be-
dingungen nach 21 —28 d. Die fleischigen Fruchtkorper
crreichen einen Hutdurchmesser von 5§ —10 cm. Sie kén-
nen hinsichtlich Aroma und Geschmack durchaus mit dem
Kulturchampignon konkurrieren. Die Basidiosporen sind
relativ grol {106 pm) und lassen sich mit der Hand
unter cinem Pripariermikroskop isolicren. Sic keimen
mit einer Frequenz von etwa 909%,. Dicser Pilz bietet
daher fiir den Genetiker die unschitzbare Moglichkeit der
Tetradenanalyse (Einzelheiten bei Esser und Kuenen,
1965). Oidiosporen oder andere vegetative Iortpflan-
zungszellen werden nicht gebildet.

Daher lag der Gedanke nahe zu priifen, ob es
moglich ist, diesen Pilz fiir genetischie Experimente zu
verwenden, um auf diese Weise die Basis fiir eine
ziichterische Bearbeitung zu schaffen. Wie im folgen-
den am Merkmal ,,Zeitpunkt der I‘ruchtkorperbil-
dung®’ gezeigt wird, lie sich dieses Versuchskonzept
verwirklichen. Damit haben wir Ausgangsmaterial
fiir eine praktische Nutzung von A. aegerita gewon-
nen. Im Verlauf der Versuche konnten wir feststel-
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len, dall auch Monokaryen unter bestimmten Bedin-
gungen fruktifizieren. Daraus ergab sich ein neuer
Aspekt fur die Kooperation von allen Erbfaktoren,
die an der Morphogenese der I'ruchtkorper beteiligt
sind.

Material und Methoden

Ausgangsmatervial: Von cinem frischen Iruchtkérper
wurde mit Hilfe der Explantatmethode aus dem Plekten-
chym des Stiels eine Kultur angelegt. Der Fruchtkorper
wur(k im Oktober 1971 auf ciner Pappel in Hurbanova
(CSSR) gefunden und uns dankenswerterweise von Herrn
E. IFFuto iiberlassen. Die Myzelkultur cerwies sich als cin
Dikaryon, das unter Laborbedingungen auf Agarmedium
fruktifizierte. Aus cinem dieser I'ruchtkorper erhielten
wir nach Aussaat von Einzelsporen 31 monokaryotische
Myzelien, die wir als Ausgangsmaterial fiir unserc Unter-
suchungen verwendeten

Als Ndlhrmedium diente ein Malz-Mais-Agar. In 11
Maismehl-Extrakt werden 30 g Maltzin (Diamalt, Miin-
chen) gelost und fiir Agar-Kulturen dem Gemisch 20 g
Agar zugescrzt. Der Maismehl-Extrakt wird gewonnen,
indem man 250g Maismehl in 101 Leitungswasser
suspendiert und iiber Nacht bei 60 °C halt. Danach wird
der Uberstand dekantiert und der Bodensatz verworfen.
Der pH-Wert der Nahrlosung wird, falls notwendig, mit
10%iger KOH auf 5,5 eingestellt.

Alle Kulturen wurden zundchst 14 d bei 25 °C und zur
Auslésung der IFruchtkérperbildung dann weitere 28 d
in einem mit Neconrghren bcleuchtoten Brutraum, dessen
relative Luftfeuchtigkeit 709, betrug, bei 18 °C gchalten.

Isolieruny dev Basidiosporen erfolgle unter dem Pri-
paricrmikroskop (Vergréflerung 160x) auf 3% Malz-
Mais-Agar (Diinnschicht). Sporenaussaat und Anzucht
der Monokaryen (10—14d) fithrten wir in mit Agar-
Mecdium gefiillten Petrischalen (@ 9 cm) durch.

Incompatibilititsteste zur Ermittlung des Kreuzungs-
typs wurden ebenfalls in Petrischalen ausgefiibrt, in
deren Mitte in einem Abstand von 0,5 mm Tester und
der zu testende Stamm geimpft wurden. Die Auswertung
war nach 10—14 d méglich.

Stammkulturen wurden in Schriagagarrohrchen bei 4 °C
gehalten. Sie konnen unter diesen Bedingungen bis zu
12 Monaten aufbewahrt werden.

Der Korrelationskoeffizient zwischen Fruchtungspotenz
und monokaryotischem Fruchten wurde autf Grund von
219 Einzelbeobachtungen ermittelt und anhand der t-Ver-
teilung auf Signifikanz gegen Null getestet (Sachs, 1969).

Versuchsergebnisse

1. Besttimmung der Kreuzungstypen

Zwar ist, wie oben erwidhnt, in der Literatur be-
schrieben, dafi das Fortpflanzungsverhalten unseres
Versuchsobjektes durch einen tetrapolaren Incom-
patibilititsmechanismus kontrolliert wird. Da aber
nach unserem Wissen bisher mit diesem Pilz nicht
genetisch gearbeitet wurde, liegen keine Kreuzungs-
typen vor, die als Referenz fiir eine Klassifizierung
der Monokaryen verwendet werden kénnen. Wir
haben daher die 31 Monokaryen in allen mdglichen
Kombinationen miteinander gekreuzt. Dabei erhiel-
ten wir eindeutig vier Kreuzungstypen, die nach dem
Schema des tetrapolaren Mechanismus miteinander
reagierten (Einzelheiten zur tetrapolaren Incompati-
bilitit bei Raper, 1966; Esser und Kuenen, 1967).
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Abb. 1.
den Monokaryen von Agrocybe acgerita mit gleichen bzw, ver-
schicdenen Incompatibilititsfaktoren.  Alter der Kulturen
12 . Gleichheitszeichen (=) hinter cinem IFaktor bedeutet
gleiche IFaktoren, Ungleichheitszcichen () verschiedene IFak-
toren, z. B. A4 = B 5= bedeutet entweder Wombination
A By x AyB, oder 4,8, X A,B,

Habitus der vier moglichen Kombinationen zwischen

Sic wurden nach der iiblichen Nomenklatur mit ver-
schiedenen 4 und B laktoren bezeichnet. Unserc
Monokaryen, die als Tester fiir weitere Generationen
dienten, lassen sich demnach unterteilen in 84,58,
04,8, 64,8, und 114,B; Stimme. In Abb. 1 geben
wir einen Uberblick iiber den Habitus der miglichen
Kombinationen zwischen den vier Kreuzungstypen.

Die Bestimmung von vier Kreuzungstypen inner-
halb der monokaryotischen Myzelien konnte durch
die Analyse von 23 Tetraden bestitigt werden.

Diese Versuche crlauben folgende Aussagen, die
zum Teil durch Abb. 1 belegt werden:

1. Nach Kreuzungen zwischen verschiedenen Kreu-
zungstypen gibt es keine Beeintrdchtigung des
Wachstums, wie dies bei Schizophyllum commune,
dem genetisch am intensivsten bearbeiteten Objekt,
in den Kombinationen 4 = B+ der IFall ist (Raper,
1960).

2. Dikaryotische Schnallenmyzelien entstehen nur
aus Kreuzungen von Monokaryen mit beiden un-
gleichen Incompatibilititsfaktoren (4 # B #), d. h.
nach Kreuzung der Monokaryen 4,8, X A,B, bzw.
A1By < A,B,.

3. In Kombinationen mit einem gleichen und ei-
nem verschiedenen Incompatibilititsfaktor (4 =
B # bzw. 4+ B =), d. h. nach Kreuzung von
Monokaryen 4,B, x 4B, und A4,B, X A4,B, bzw.
A1By x AyBy und A B, X A,B,, findet man hiufig
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zwischen den beiden Partnern eine Trennungszone,
die in der einschlidgigen Literatur als Barrage bezeich-
net wird. In der Barragezone kommt es zwar zur
Anastomosenbildung und auch teilweise zur Anlage un-
vollstindiger Schnallen, wie es in dhnlicher Weise fiir
Schizophyllum commune (Raper, 1966) und Coprinus
lagopus (Anderson, 1971) bekannt ist. Funktions-
fahige Dikaryen entstehen nicht.

4. In Kombinationen mit gleichen Incompatibili-
tatsfaktoren (4 = B =) treten solche Wuchsanoma-
lien nicht auf.

Zusammenfassend kann man sagen, dal} bei dem
von uns verwendeten Stamm von Agrocybe aegerita
das Iortpflanzungsverhalten durch ,fetrapolare In-
compatibilitit' bestimmt wird und da mit Hilfe des
Kriteriums der Bildung von dikarvotischen Schnal-
lenmyzelien eine eindentige Klassifizierung der vier
Krewzungstypen moghch ist.

11, Bestimnung der I'ruchtungspotenz

Bei der Teststellung des Kreuzungstyps der ein-
zelnen Monokarven war aufgefallen, daB3 die aus den
verschiedenen Kombinationen mit 4 £ B #£ er-
haltenen Dikaryen in unterschiedlichem \Ich frukti—
fizierten, und zwar sowohl hinsichtlich der Zeit der
I'ruchtkorperbildung (28—42 d) bzw. in einigen I'dl-
len gar nicht, als auch hinsichtlich von Zahl (1—10)
und GroBe der Pilzhiite (¢f 2—30 mm).

Da die Aullenbedingungen stets konstant waren,
mul} man annehmen, dal} die Monokaryen eine unter-
schiedliche, genetisch determinierte I'dhigkeit zur
Fruchtkorperbildung besitzen. Daraus folgt weiter,
daB3 die Kerne unseres Ausgangsstammes heterogen
fiir das Merkmal Fruchtkorperbildung sind.

Dieser Befund iiberrascht nicht, denn wic wir an
anderer Stelle ausfiihrlich diskutiert haben (Esser, 1971},
wird durch homogenische Incompatibilitdt die Tremd-
zucht (outbreeding) gefordert. Wir haben hier also cinen
experimentellen Beweis, dall die durch morphologische
Diézie bei Diplonten bewirkte Heterozygotie in baploiden
Dikaryen durch Incompatibilitdt phidnokopiert wird.

Um einen Ansatzpunkt fiir eine quantitative Be-
arbeitung des Merkmals I'ruchtkérperbildung zu
haben, war ¢s daher zunichst notwendig, die ,, Fruch-
tungspotenz'* der einzelnen Monokaryen quantitativ
zu erfassen. Wir haben dies {iir den Parameter ,,Zeit-
punkt Iruchtkdrperbildung’ durchgefiihrt.

Dice Fruchtungspotenz fir dic beiden anderen Parame-
ter, Zah! und GroBe der Fruchtkorper, kann in Petri-
schalen nicht cindeutig crmittelt werden, denn in diesen
Anzuchtgefdllen entstehen kleinere Fruchtkérper als in
der Natur oder in den bei der kommerziellen Pilzkultur
tiblichen Holzkédsten. Ahnliches trifft auch fiir die Zahl
der Fruchtkorper zu. Aus 0konomischen Griinden haben
wir auf umfangreichere und zeitraubende Vergleichsver-
suche zwischen Petrischalen und Holzkisten verzichtet
und uns im folgenden auf den Parameter Zeit beschrankt,
der, wie Kontrollversuche zeigten, sich auch auf andere
KulturgefdBe {ibertragen lafit.

In unsere Auswertungen wurden nur Fruchtkorper cin-
bezogen, deren Hutdurchmesser zur gegebenen Zeit (28
und 42 d) mindestens 5 mm war. Pilzhiite von A. aegerita
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werden in Petrischalenkulturen durchschnittlich 10 bis
20 mm grol3, konnen aber auch bis 30 mm heranwachsen
oder aber klein bleiben (unter 5 mm) und vertrocknen.

Iiir die Bestimmung der I‘ruchtungspotenz haben
wir von den 31 Monokaryen willkiirlich 16 Stimme
ausgewdhlt, und zwar von jedem Kreuzungstyp
4 Monokaryen. Jedes Monokaryon haben wir mit den
vier mit ihm compatiblen Stdmmen gekreuzt {z. B.
Monokaryon Nr. 12, Kreuzungstyp 4,8, mit dem
Monokaryon Nr.9, 13, 18 und 14, Kreuzungstyp
A,B;) und die I'ruchtkérperbildung im Dikaryon
nach folgenden Kriterien klassifiziert: )

1. Frithe IFruchtkérperbildung (Index 0,25):
I'ruchtkorper entstehen innerhalb von 28 d.

2. Spite I'ruchtkorperbildung (Index 0,125):
I'ruchtkorperbildung erfolgt zwischien 29 und 42 d.

3. Keine Fruchtkorperbildung (Index 0,0):
IFruktifikation bleibt aus.

Vorversuche ergaben, dall, wenn cin Dikarvon inuer-
halb von 42 d nicht fruktifiziert, es auch spiter keine
Fruchtkérper mehr bildet. Eine langere Kultivierung
erwies sich daher als iberfliissig.

Alle Kreuzungen wurden in je zwei Platten durchge-
fithrt, und bis auf wenige Ausnahmen verhiclten sich
Dikaryen cin und derselben Kreuzung stets gleich. Auch
cine Wiederholung der Serie fithrte zu vergleichbaren
Werten.

Die Fruchtungspotenz eines Monokaryons ergibt
sich durch Addition der aus den vier Einzelkreuzun-
gen ermittelten Indices, wice aus folgendem Beispiel
ersichtlich ist:

Monokaryon Nr. 12
nern (4,5,)

(4,5,) fruktifiziert mit den Part-

mit Nr. 9 frith Index 0,25
mit Nr. 13 friith Index 0,25
mit Nr. 18 spdt Index 0,125
mit Nr. 11 nicht Index 0,0

Das Monokaryon Nr. 12 hat eine

I'ruchtungspotenz von 0,625.
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Abb. 2. 1<ruchtungspotcnz von 16 Monokaryen mit unter-
schiedlichem Kreuzungstyp. Dic mit Isolationsnummern ver-
schenen Monokaryen sind nach Kreuzungstypen gruppiert
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Im optimalen IFalle kann demnach eine Fruchtungs-
potenz von 1,00 crreicht werden. Die Ergebnisse aus
diesen Untersuchungen sind in Abb. 2 zusammenge-
falt.

Aus Abb. 2 kann man entnehmen, dal3 die Fruch-
tungspotenz der Monokaryen offenbar vom Kreuzungs-
typ unabhingrg ist und dal jedes Monokaryon eine
charakteristische Fruchtungspotenz fiir den Parameter
Zeit besitzt. Innerhalb jedes Kreuzungstyps sind
ndmlich gute und schlechte I'ruchtkérperbildner vor-
handen.

Die Tatsache, dal} die Fruchtungspotenz jedes Mono-
karyons genetisch bedingt ist, konnte durch einen weite-
ren Versuch bestdtigt werden. Wenn wir fiir die Teste
ein anderes Nahrmedium, in unserem Falle Biermaische-
Agar, benutzten, verzogerte sich zwar die Fruchtkdrper-
bildung insgesamt, aber die relativen Relationen der ein-
zelnen Fruchtungspotenzen untereinander waren die glei-
chen.

I1II. Monokaryotisches Fruchten

Bei einigen Holobasidiomyceten hat man beob-
achtet, dall auch von Monokaryen, trotz Vorliegen
von Incompatibilitidt, vereinzelt I'ruchtkérper gebil-
det werden koénnen. Allerdings sind diese Frucht-
korper meistens wesentlich kleiner als die der Dika-
ryen und unterscheiden sich meist auch deutlich von
diesen im Habitus.

So ergab eine genetische Analyse bei Polyporus ciliatus
(Esser und Stahl, 1973, dort auch weitere Literatur), dafi
es sich bei den monokaryotischen Fruchtern um stabile
Haplonten handelt, deren Basidiosporen offenbar ohne
vorangehenden Sexualakt (Karyogamie und Meiose) vege-
tativ entstehen. Es konnte ferner gezeigt werden, daf
das monokaryotische Fruchten durch eine Recihe von
Genen bestimmt wird, die teils fiir die Auslosung des
Phinomens und teils fiir den Habitus der Fruchtkérper
verantwortlich sind. Diese Gene sind nicht mit den In-
compatibilitdtsfaktoren 4 und B identisch und wahr-
scheinlich auch nicht mit diesen gekoppelt (Stahl und
Esser, unveroff.).

Die Tatsache, dafl man das monokaryotische Fruchten
bisher nur am Rande behandelt hat, mag wohl daran
liegen, da3 die Genetiker bestrebt sind, mit einigen Stan-
dardobjekten zu arbeiten, deren mittlerweile ,,fast reine
Linien' von Labor zu Labor weitergereicht werden.
Jedenfalls haben wir bisher in den meisten, aus der Natur
isolierten Stammen monokaryotische Fruchter entdecken
kénnen (Esser, Stahl u. Semerdzieva, unverdff.).

Im Rahmen dieser Untersuchungen mit A. aegerita
haben wir im Verlauf der Vorversuche (s. Einleitung)
insgesamt 49 Monokaryen von dem Ursprungsmyzel
isoliert und fanden unter diesen 459, monokaryo-
tische Fruchter, die sich zwar in der GroBe, doch
nicht im Habitus von dikaryotischen Fruchtern
unterschieden (Abb. 3a, b). In den nur etwa 3 bis
8 mm groBen Pilzhiiten der Monokaryen findet man
Hymenien, deren Basidien meist nur zwei Sporen
tragen (Abb. 3,d). Darfiber hinaus gibt es auller den
nichtfruchtenden Monokaryen (399%,) noch eine dritte
Kategorie von Myzelien (169%), auf denen zwar
Fruchtkérperanlagen entstehen, die aber nicht zur
Reife gelangen und demnach natiirlich auch keine
Basidiosporen bilden (Abb. 3, c).

Abb. 3. Agrocybe aegevita.

. Dikaryon mit Fruchtkoérpern;

. Monokaryon mit Fruchtkérpern;

. Monokaryon mit Fruchtkérperanlagen;

. Hymenium eines monokaryotischen Iruchtkérpers mit
zweisporiger Basidie

oo

o

Obwohl die genetische Analyse der monokaryoti-
schen Fruchter von 4. aegerita noch nicht abgeschlos-
sen ist, steht auch bei diesem Objekt fest, daB die fiir
das monokaryotische Fruchten verantwortlichen
Gene nicht mit den Incompatibilitdtsfaktoren iden-
tisch und wahrscheinlich auch nicht gekoppelt sind.
Da das monokaryotische Fruchten etndentig durch Evb-
faktoren bestimmt ist, haben wir dieses Phinomen
neben der Fruchtungspotenz als einen weiteren
Parameter bei den im ndchsten Kapitel dargesteliten
Versuchen einer ziichierischen Verdnderung dev Fruk-
tifikationszert mit einbezogen.

IV. Ziichtung auf hohe und niedrvige Fruchtungspotens
fiir den Parameter Zeit

Die bisherigen Versuche haben ergeben, dall unser
dikaryotischer Ausgangsstamm in hohem MaBe hete-
rogen ist. Dies trifft nicht nur fiir den ,,Parameter
Zeit" der Fruchtungspotenz der Monokaryen zu, son-
dern auch fiir ihre Fahigkeit zu monokaryotischem
Fruchten. Es erschien daher von Interesse, zu prii-
fen, ob es moglich ist, durch selektive Kreuzungen
die Fruchtungspotenz zu verdndern, und ob ein Zu-
sammenhang zwischen der nur im Dikaryon meB-
baren Fruchtungspotenz der Monokaryen und dem
monokaryotischen Fruchten besteht. Um den exem-
plarischen Charakter dieser Untersuchungen zu be-
tonen, haben wir versucht, die Iruchtungspotenz
sowohl im ,,positiven‘* als auch im ,,negativen‘‘ Sinne
zu verdndern.

Theoret. Appl. Genetics, Vol. 45, No. 2
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AbD. 4. Pruchtungspotenz von Monokaryen nach selektiver Kreuzung iiber vier Generationen. Angabe der Indices der

Fruchtungspotenz wie in Abb. 2.

Unterhalb der Isolationsnummern ist vermerkt, wie sich die cinzelnen Monokaryen

verhalten, d. h. ob sic monokaryotische I'ruchter sind (?) oder nicht (g), resp. Fruchtkérperanlagen bilden (8). Die fir dic
Produktion der nachsten Krcuzung verwendeten Monokaryen sind jeweils innerhalb der unter dem Diagramm befindlichen
Nummern der Monokaryen umrandet

Taliclle 1. Iruchthorperbildung von Dikaryen aus vier auf-

einanderfolgenden Genevationen. Das Zahlenmatevial wurde

aus dev in Abb. 4 davgestellten Versuchsveihe gewonnen. In
jeder Genervation wurden 32 Dikaryen getesiet

Fruchtkérperbildung von Dikaryen in 2,

Generation

nach nach

21—28d 20—42d 2 steril
| o 28 78 22
“ ()3 22 84 16
111 81 13 o4 ‘
v 1 9 100 I8

1. Hohe Fruchtungspotenz. Im oberen Diagramm
der Abb. 4 sind als Ausgangsmaterial die 16 Mono-
karyen aus der Abb. 2 in der Reihenfolge der Indices
threr Fruchtungspotenz dargestellt. Zusitzlich haben

Theovet. Appl. Genetics, 1'0l. 45, No. 2

wir vermerkt, ob diese Stimme monokaryotische
I'ruchter sind oder nicht. Aus dieser I. Generation
wurden zwei Monokaryen mit hoher I'ruchtungspo-
tenz gewidhlt, die gleichzeitig auch als Monokaryen
fruchteten (Nr. 8 und Nr. 3). Sie wurden miteinander
gekreuzt und aus ihrer Nachkommenschaft 23 Mono-
karyen isoliert. Von diesen haben wir wiederum 16
(je vier fiir jeden Kreuzungstyp) herausgesucht und
ihre I'ruchtungspotenz aus den Dikaryen sowie ihre
Idhigkeit zu monokaryotischem Iiruchten ermittelt.
In analoger Weise wurden durch Selektion und Kreu-
zung von Stdmmen mit hoher Fruchtungspotenz, die
gleichzeitig monokaryotische Fruchter sind, noch
zwei weitere Generationen angezogen und getestet.

Gleichzeitig wurden fiir jede der vier Generationen
die Werte fiir die relative Fruchtkdrperbildung be-
rechnet (Tab. 1).
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Beim Betrachten von Abb. 4 fallt auf, dafl wir von den
einzelnen Generationen nicht die besten Fruchter fir die
Weiterzucht verwendet haben. Dicsliegt einerseits daran,
dafl deren Kreuzungstypen nicht immer compatibel waren
(z. B. die Monokaryen Nr. 9 und 13 aus der Genceration I).
Andererseits haben wir, um Zeit zu sparen, schon nach
6 Wochen die Stamme fiir die Weiterzucht bestimmt.
Die vollstdndige Auswertung einer Generation und deren
endgiiltige Klassifizierung hétte dies ndmlich erst nach
3 Monaten gestattet.

Aus den Daten der Tab. 1 und der Abb. 4 kann man
entnehmen:

1. Die beim Ausgangsmaterial (Generation I) in
789, aller Kreuzungen festgestellte Iruchtkorperbil-
dung hat in der Generation IV den Wert von 1009,
erreicht. Noch drastischer ist der Anstieg, wenn man
nur die zeitliche Komponente der Fruchtkérperbil-
dung betrachtet. I'riihes Fruchten (innerhalb 28 d)
steigt von der 1. zur 1V. Generation von 50 auf 90%,.

2. Die gleiche Zunahme kann man auch aus der
graphischen Darstellung der Fruchtungspotenz der
Monokaryen entnehmen, ungeachtet der Tatsache,
dafB aus den oben angefithrten Griinden nicht Mono-
karyen mit maximaler Fruchtungspotenz gekreuzt
wurden.

3. Die Zahl der monokaryotischen I'ruchter hat
ebenfalls von der 1. Generation bis zur IV. Generation,
zugenommen, ndmlich von 62 auf 81%,. Monokaryen,
die nur Iruchtkorperanlagen bilden, traten in der
IV. Generation nicht mehr auf.

Die genetische Stabilitdt der Fruchtungspotenz der
einzelnen Monokaryen bestdtigten sowohl Riickkreu-
zungen mit einigen Testkulturen der Ausgangsgene-
ration als auch Zwischenkreuzungen mit Monokaryen
aus anderen Kreuzungen derselben Generation.

So z. B. fruchtete das Monokaryon Nr.1 der Gene-
ration 11 (Index 1,0) frith mit dem Monokaryon Nr. ¢ der
Generation I (Index 1,0), aber nicht mit Nr. 11 der Gene-
ration 1 (Index 0,25), s. Abb. 3. Ahnlich verhielt sich
ein Monokaryon mit hoher Fruchtungspotenz mit compa-
tiblen Partnern aus anderen Versuchsreihen derselben
Generation.

Kontrollversuche in ErJenmeyerkolben bestdtigten
cbenfalls die in Petrischalenkulturen ermittclten Fruch-
tungspotenzen der Monokaryen. Auch unter diesen fiir
die Fruchtkorperbildung giinstigeren Kulturbedingungen
fruktifizierten nicht innerhalb von 28 Tagen Dikaryen,
bei denen die Fruchtungspotenzen der compatiblen Mono-
karyen kleiner als 0,5 waren (z. B.in der Generation ITI
der Kreuzung 413, s. Abb. 5, fruchteten weder §x11
noch 8x13 etc.). Hingegen fruchteten innerhalb von
24 Tagen Dikaryen, deren Monokaryen hohe Iruchtungs-
potenzen hatten (z. I3. in der Generation 111 der Krenzung
10% 4, s. Abb. 4, 2x 4, 416 ctc.).

2. Niedrige Fruchtungspotenz. Gewissermalen als
Kontrolle, um zu zeigen, dal man bei unserem offen-
bar sehr heterogenen Ausgangsmaterial durch Selek-
tion und Rekombination schon nach wenigen Gene-
rationen ein bestimmtes Ziichtungsziel erreichen
kann, haben wir versucht, in einer weiteren Ver-
suchsreihe Monokaryen mit niedriger FFruchtungs-
potenz herzustellen. Als Ausgangsmaterial dienten
wiederum die 16 Stamme der Generation 1 (s. Abb. 4).

Allerdings konnten wir fiir diese Versuche nicht
Monokaryen mit einer I'ruchtungspotenz unter 0,5
nehmen (z. B. Nr. 29 < Nr. 7), da diese trotz compa-
tibler Kreuzungstypen nicht miteinander fruktifizie-
ren. Wir sind daher von zwei guten IFruchtern aus-
gegangen (Nr.9 x Nr. 4), die in der Nachkommen-
schaft ein breites Spektrum verschiedener I‘ruch-
tungspotenzen lieferten (Abb. 5, Generation II).
Unter diesen Monokaryen haben wir dann einen guten
Fruchter (Nr.4) mit einem schlechten Fruchter
(Nr.13) gekreuzt und deren Nachkommenschaft wie
oben beschrieben analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abb. 5 und Tab. 2 zusammengefalt.

Aus Abb. 5 und Tab. 2 kann man entnehmen:

1. Aus der graphischen Darstellung der IFruch-
tungspotenzen geht deutlich hervor, dafl die Mono-
karyen aus der Kreuzung zwischen dem schlechten
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Abb. 5. Fruchtungspotenz von Monokaryen aus zwei Gene-

rationen. Darstellungsweise wie in Abb. 4. Die Eltern der

Gencration 11 waren die Monokaryen Nr. 9 und Nr. 4 der als

Ausgangsmaterial benutzten Generation I (s. Abb. 2 und 4).

Die Monokaryen Nr. § in Generation IT und Nr. 12 und 14 in

Generation I1I zeigten in keiner Kombination I'ruchtkérper-
bildung
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Tabelle 2. Fruchtkovperbildung von Dikarven zweier auf-
einanderfolgendev Genevationen. Das Zahlemmaterial wuvde
aus dev in Abb. 5 davgestellten Vevsuchsveihe gewonnen. In
jeder Nachkommenschaft wurden 24 Kreuzungen getestet

Fruchtkorperbildung von Dikaryen in %,

Generation  4ch nach . -
21—284d 20—42d steril
IT 13 58 71 29

T1E 8 32 40 60

und guten Fruchter in Generation 111 einen extremen
Abfall der Fruchtungspotenz zeigen. Dies kommt vor
allen Dingen durch die beiden Stimme Nr. 12 und
Nr.14 zum Ausdruck, die nicht mehr zur Fruchtkor-
perbildung befiahigt sind.

2. Diese Befunde finden ihre Bestdtigung auch in
den Werten fiir die relative Fruchtkérperbildung der
Dikaryen. Die Anzahl steriler Dikaryen stieg von 29
auf 60%. Eine gegenliufige Tendenz zeigte sich in
der Fertilitit der Dikaryen. Die frithe Fruchtkoérper-
bildung fiel von 13 auf 8%, die gesamte I'ertilitit von
71 auf 40%, ab.

3. Parallel zur Abnahme der Iruchtungspotenz
wird auch die Anzahl der monokaryotischen Fruchter
geringer, denn in Generation III ist sie von 029,
(Generation 1) auf 199, gefallen. Der Anteil der
Nichtfruchter ist dagegen von 259%, auf 509, gestie-
gen, wihrend der Anteil der Fruchtkérperanlagen
bildenden Monokaryen mit 13 bzw. 18%, nahezu kon-
stant blieb.

3. Statistische Auswertung der Kreuzungsergebnisse.
Die in den beiden vorangehenden Abschnitten darge-
stellten Versuchsergebnisse lassen schon bei ober-
flachlicher Betrachtung vermuten, dal offenbar eine
Korrelation zwischen der im Dikaryon nachweisbaren
Fruchtungspotenz der Monokaryen und ihrer Fihigkeit
zu monokaryotischem Fruchten besteht.

Wir haben daher die Daten aus allen Versuchs-
serien zusammengefalt (219 Monokaryen mit bekann-
ter FFruchtungspotenz und monokaryotischem Ifruch-
ten) und den Korrelationskoeffizienten ermittelt.
Dieser betridgt 0,82. Wenn man berficksichtigt, dal3
einerseits ein relativ geringes Zahlenmaterial zur
Verfiigung stand und andererseits die Fruchtungs-
potenz der Monokaryen nur anhand von drei Zeit-
abschnitten des I‘ruchtens im Dikaryon bestimmt
wurde, liegt tatsdchlich eine derartige Korrelation
zwischen  Fruchtungspotenz und wmonokaryotischem
Fruchten vor.

Diese Auffassung wird noch bestitigt durch eine Uber-
priifung des Korrelationskoeffizienten durch den t-Test.
Beieinem Wert vont = 3,79 und 7 Freiheitsgraden ergibt
sich ein P-Wert zwischen 0,01 und 0,001. Die Nullhypo-
these kann demnach mit einer Sicherheit von mehr als
999, abgelehnt werden. Der Korrelationskoeffizient von
0,82 kann daher als signifikant angesehen werden.

Eine Korrelation zwischen Kreuzungstyp einerseits und
Fruchtungspotenz bzw. monokaryotischem Iruchten
andererseits war nicht statistisch abzusichern.
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Zusammenfassend kann man sagen: Durch Selektion
und RekRombination ist es moglich, schon nach wenigen
Generationen sowohl die Fruchtungspotenz [fiir den
Parameter Zeit als auch die wmit ihr korrelierte Fahig-
keit zu monokaryotischem Fruchten je nach den Ver-
suchsbedingungen zu steigern oder ziw senken.

Diskussion

Durch Inzucht eines aus der Natur isolierien Di-
karyons von Agrocybe aegerita ist es moglich, den zeil-
lichen Ablauf der Fruchtkorperbildung innerhalb we-
niger Generationen gezielt zu verdndern. Die Wahl
eines sowohl negativen als auch positiven Ziichtungs-
zieles macht die genetische Fixierung evident. Mit
dem Anstieg der schon in den Monokaryen determi-
nierten IFihigkeit, im Dikaryon zu fruchten (Fruch-
tungs potenz), ist die Bereitschaft zum monokaryotischen
Fruchten korveliert.

Bei der Fruchtkérperbildung wie bei allen anderen,
nur im dikaryotischen Entwicklungszyklus eines Pil-
zes zur Ausprigung gelangenden quantitativen Merk-
malen besteht die Schwierigkeit, ein Mal} zu finden,
nach welchem schon die Monokaryen klassifiziert
werden konnen. Wird dies vernachldssigt, so ist es
nicht moglich, schon die Monokaryen fiir ein be-
stimmtes Ziichtungsziel im Dikaryon auszuwihlen.

Raper und Krongelb (1958) fiihrten bei der Bewertung
fruchtender Myzelien von Schizophyllum commune den
Koeffizienten der Fruchtungskompetenz ein. Dieser ist
wohl von dem Potential der beteiligten Monokaryen ab-
hingig, sagt aber nichts iiber ihr quantitatives Zusam-
menspiel bei der Auspragung des Merkmals aus.

Wenn man dagegen siamtliche Monokaryen einer
Nachkommenschaft untereinander kreuzt und die
dikaryotischen Myzelien nach dem Zeitpunkt der
Fruchtung bewertet, so kann daraus der Index der
Fruchtungspotenz jedes Monokaryons errechnet wer-
den (s. Ergebnisse). Er wird um so genauer sein, je
mehr Kreuzungen der Berechnung zugrundegelegt
werden. Bei Selektion nach Fruchtungspotenz kann,
wie anhand der Ergebnisse gezeigt wird, eine Voraus-
sage auf das entstehende Dikaryon und dessen Nach-
kommenschaft gemacht werden.

Nach grundsitzlich derselben Art und Weise kann
auch bei anderen quantitativen Merkmalen, die nur
im Dikarvon ausgebildet werden (z. B. Anzahl, GroBe,
Gewicht der Fruchtkorper), auf die dazugehorige Po-
tenz der beteiligten Monokaryen geschlossen werden.
Der Vorteil fiir die Ziichtung liegt darin, dal} bei Er-
stellung eines Produktionsstammes mit gewiinschten
Eigenschaften auf seine definierten Komponenten
zuriickgegriffen werden kann. Die ziichterische Pla-
nung kann dadurch sehr vereinfacht werden. Es darf
auch nicht aufler acht gelassen werden, da nur dann,
wenn beide Genome des Dikaryons eine hohe Potenz
fiir ein bestimmtes Merkmal haben, eine geringe
Chance fiir einen Leistungsabfall durch Mutation be-
steht, da diese vom nicht mutierten Genom komple-
mentiert werden kann.
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Die Tatsache, dalj die Fruchtkoérperbildung von A.
aegerita offenbar von sehr vielen Genen gesteuert wird,
war zu erwarten, da die meisten quantitativen Merk-
male eine polygene Grundlage haben. Die Maximie-
rung eines solchen Merkmales wird daher nur durch
kombinierte Anwendung der Parameter Mutation,
Rekombination, Selektion und optimale Kulturbe-
dingungen moglich sein. Solch eine konzertierte
Ziichtung (Esser, 1973) setzt voraus, dall der betref-
fende Organismus genetisch bearbeitet werden kann,
was eine genaue Kenntnis des Entwicklungszyklus
und der beteiligten Fortpflanzungssysteme erfordert.
Bei manchen Pilzen sind diese nur ungenau bekannt
oder sie zdhlen zu den Fungi imperfecti. Dies schei-
nen auch die Griinde zu sein, warum man bel der
Herstellung ertragreicher Stamme fiir bestimmte Pro-
dukte (z. B. Antibiotika, Steroide, Speisepilze usw.)
bisher den Parameter Rekombination meist auler
acht gelassen hat. Natiirlich fithrt voriibergehend
auch Mutation und Selektion zum Erfolg, doch sind
diese Stimme nicht stabil, was friither oder spiter zu
einem Leistungsabfall fithrt. Ein gutes Beispiel dafiir
sind Riesenfruchtformen beim Champignon, die aber
keine Sporen mehr besitzen (Fritsche, 1972).

Dies soll nicht heiflen, daB3 immer alle Parameter
anzuwenden sind, sondern es muBl je nach Indi-
vidualitit des zu bearbeitenden Organismus entschie-
den werden, welche zielfithrend sind. Bei A. aegerita
war es nicht nétig, Mutation auszuldsen, da das aus
der Natur isolierte Myzel hochgradig heterogen ist.
Um die Fruchtungspotenz zu verdndern, brauchte
daher nur Rekombination und Selektion angewendet
zu werden; optimale bzw. anndhernd optimale Kul-
turbedingungen im Laborma@Bstab wurden in Vorver-
suchen ermittelt.

Bei A. aegerita war es moglich, nur durch Umkom-
bination des im Reservoir eines Naturisolates vorhan-
denen genetischen Materials, das in beiden Kernen
eines Dikaryons oder als heterogene Kernpopulation
verteilt ist, dieses in eine optimale Kombination zu
bringen.

Daf} dies auch fiir andere Merkmale mdglich ist, zeigten
Connolly und Simchen (1973), dic das Wachstum von
Schizophyllum commune auf eine Umgebungstemperatur
von 20 bzw. 30 °C optimierten.

Im Gegensatz dazu ziichteten Wang und Anderson
(1972) bei Pleurotus sapidus mehr Fruchtkorper in
kiirzerer Zeit durch Kreuzung von Isolaten aus ver-
schiedenen Lokalititen. Es wird also hier durch
Fremdzucht (outbreeding) ein Merkmal verbessert,
wihrend im vorliegenden Falle durch Inzucht (in-
breeding) dasselbe erreicht wird.

Wahrscheinlich konnten auch, wie bei héheren
Pflanzen iiblich, ,,positive Mutationen kiinstlich
ausgelost oder, aus Wildstimmen isoliert, durch Re-
kombination in schon vorhandene Kulturformen ein-
gebaut werden. Solange aber Inzucht als einfachster
Weg zum Erfolg fiithrt, sollte dies die Methode der
Wall sein. Sie hat den Vorteil, dafl nicht mit gene-

tisch fremdem Material gearbeitet werden mub, das
eventuell mit dem zu kreuzenden unvertriglich sein
koénnte (Esser und Blaich, 1973).

Eine wesentliche Veretnfachung der Selektion von
Monokaryen, die im resultierenden Dikaryon gut
fruchten sollen, bringt die festgestellte Korrelation
zwischen monokaryotischem Fruchten und dem Index
der Fruchtungspotenz. Je hoher letzterer wird, um so
wahrscheinlicher wird die Ausbildung von mono-
karyotischen Fruchtkérpern. Wird diese Erkenntnis
in eine ziichterische Planung einbezogen, so kann
schon im monokaryotischen Entwicklungszyklus
einer Population des Pilzes abgeschitzt werden, ob
die Fruchtkorperbildung im Dikaryon dem gewtinsch-
ten Ziichtungsziel entsprechen wird.

Obwohl Untersuchungen {iiber das monokaryo-
tische Fruchten ergeben haben (Esser und Stahl,
1973), daB die Wirkung der ,,monokaryotischen
Gene'* im Dikaryon phinotypisch nicht mehr erkenn-
bar ist, sind sie dennoch physiologisch mit den im
Dikaryon agierenden Erbfaktoren korreliert und ver-
starken die I'ruchtungspotenz. Es scheint, als ob fiir
die beiden alternativen Wege der Fruchtkivpermor pho-
genese teilweise dieselben Genmgruppen verantwortlich
sind. Nur von den Incompatibilititsfaktoren ist es ab-
hingig, welcher Weg eingeschlagen wird. Sobald in
einem gemeinsamen Cytoplasma verschiedene 4 und
B Incompatibilitidtsfaktoren vorhanden sind, wird
das monokaryotische I'ruchten supprimiert, das di-
karyotische aber stimuliert. Wie die fiir die dikaryo-
tische Fruchtkorperbildung verantwortlichen Erb-
faktoren, die regulierenden Incompatibilititsfakto-
ren, die strukturbestimmenden Gene (Einzelheiten
bei Raper, 1966) und die im Monokaryon allein wirk-
samen Gene miteinander verzahnt sind, dafiir be-
stehen bisher nur Arbeitshypothesen. Ein gleichzei-
tiges Verfolgen beider oben aufgezeigter Wege durch
detaillierte genetische Analysen erscheint daher so-
wohl fiir die praktische als auch fiir die theoretische
Ziichtungsforschung erfolgversprechend.

Zusammenfassung

Der holzzerstorende Pilz Agrocybe acgerita (Agari-
caceae) kann leicht unter Laborbedingungen ange-
zogen und zur I'ruchtkérperbildung gebracht werden.
Sein Fortpflanzungsverhalten wird durch den tetra-
polaren Mechanismus der homogenischen Incompati-
bilitdt kontrolliert und sein vollstindiger Entwick-
lungszyklus dauert etwa 6 Wochen. Dagegen konnen
dikaryotische Myzelien schon nach 3 Wochen
FFruchtkoérper bilden. Da es moglich ist, die Basidio-
sporen (106 pm) mit der Hand zu isolieren, eignet
sich dieser Pilz sehr gut fiir genetische Untersuchun-
gen, die sowohl als Zufallsanalyse als auch mit Hilfe
der Tetradenanalyse durchgefiihrt werden kénnen.
Wir waren daher in der Lage, die Formalgenetik die-
ses Pilzes auszuarbeiten.
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Innerhalb der monokaryotischen Nachkommen-
schaft eines Dikaryons, das aus der Natur isoliert
wurde, fanden wir eine betrdchtliche Variabilitit
hinsichtlich der Fruchtkorperbildung nach Kreuzung
dieser Stdmme. Neben relativ frithen Fruchtern
(< 28d) kam es in einigen Kombinationen selbst
nach 42 d nicht zur Fruktifikation trotz vertriglicher
Incompatibilititsfaktoren. Um dieses Phinomen zu
quantifizieren, haben wir fiir die Monokaryen den
Parameter ,,Fruchtungspotenz’’ entwickelt, in den
als einzige Variable der Zeitpunkt der Fruchtkérper-
bildung nach Herstellung eines Dikaryons eingeht.

Eine dhnliche Variabilitdt wurde fiir das sogenannte
monokaryotische Fruchten (die Fihigkeit von Mono-
karyen, auch ohne compatiblen Kreuzungspartner
zu fruktifizieren) entdeckt. Drei Typen dieses quali-
tativen Merkmals wurden identifiziert: Monokaryo-
tische Fruchter, Nicht-Fruchter und Nicht-Fruchter
mit Fruchtkérperanlagen. Die ersteren bilden zwar
normal aussehende Fruchtkérper, die jedoch wesent-
lich kleiner sind als die an Dikaryen entstehenden und
meist nur Basidien mit zwei Sporen haben.

Da Agrocybe aegerita zu den Speisepilzen gehort,
haben wir versucht, ihre Fruchtkérperproduktion zu
verbessern, um auf diese Weise ein Material fiir eine
praktische Nutzung zu erhalten. Als Beispiel fiir eine
konzertierte Ziichtung wurde das Kriterium der
Fruchtungspotenz ausgewihlt. Ausgehend von einem
aus der Natur isolierten Fruchtkdrper war es moglich,
in nur 4 Generationen durch Selektion und Rekombi-
nation in einer Inzuchtpopulation die Fruchtungs-
potenz merklich zu steigern.

In einer parallelen Versuchsreihe haben wir —
gewissermalBen als Kontrolle — gezeigt, dal es unter
Anwendung der gleichen Methodik moglich ist, auch
das kontrire Ziichtungsziel zu erreichen, ndmlich eine
Abnahme der IFruchtungspotenz.

Es ist damit klar geworden, dal 4. aegerita als ein
geeignetes Objekt fiir ziichterische Versuche ange-
sehen werden kann. Dariiber hinaus haben wir je-
doch bel der Auswertung dieser Versuche eine sta-
tistisch signifikante Korrelation zwischen Fruch-
tungspotenz und monokaryotischem IFruchten ent-
deckt. Die Bedeutung dieser Erscheinung fiir ein
Verstindnis der genetischen Kontrolle der Frucht-
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korpermorphogenese und damit fiir die Grundlagen-
forschung liegt auf der Hand.

Der Aufenthalt von M. SemerdZieva wurde durch ein
Stipendium der Heinrich-Hertz-Stiftung, Diisseldorf, er-
moglicht. Die Experimente wurden durch Sachmittel der
Deutschen Forschungsgemeinschaft und des Landesamtes
fiir Forschung unterstiitzt. Wir danken diesen Institutio-
nen. Unser Dank gilt auch den technischen Mitarbeitern
unseres Lehrstuhls, insbesondere Frau M. Kuglmeier, fir
ihre Hilfe.
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