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Abstract: The ultrastructure of some ontogenetic stages of Ustilago scabiosae (Sowerby)
Winter has been investigated. Ultrathin sections of infected anthers of Knautia arvensis L.
showed the intercellularly growth of the dicaryotic mycelium. Germination of teliospores,
promycelial development and basidiospore formation could be studied with the aid of a flat
embedding method by TEM.

Zusammenfassung: Einzelne Ontogeniestadien von Ustilago scabiosae (Sowerby)
Winter wurden feinstrukturell untersucht. Ultradiinnschnitte befallener Antheren von Knau-
tia arvensis L. zeigten den interzelluliren Verlauf des dikaryotischen Myzels. Mit Hilfe einer
Flacheinbettung konnten Sporenkeimung, Promycelentwicklung und Sporidiensprossung im
Transmissionselektronenmikroskop dargestellt werden.

Unsere Kenntnisse iiber Brandpilze lassen nach dem gegenwirtigen Stand der Wissenschaft
noch viele Fragen offen. Um zu einem besserenVerstindnis dieser Organismen zu kom-
men, miissen daher vorrangig ihre Entwicklungsgeschichte, ihre Feinstruktur und ihre che-
mischen Merkmale einer genaueren Untersuchung unterzogen werden (Oberwinkler

1977).

Zur umfassenden Charakterisierung dieser Organismen ist es von Vorteil, moglichst viele
Stadien ihres Ontogeniezyklus zu kennen. Elektronenmikroskopische Merkmale sind hier-

fiir von grofier Bedeutung.

* Deml, G. & F. Oberwinkler — Studies in Heterobasidiomycetes, part 24 — On Ustilago violacea
(Pers.) Rouss. from Saponaria officinalis L. (eingereicht).
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Morphologie der Dauersporen

Wichtig fiir die Taxonomie ist die genaue Kenntnis der Morphologie der Dauersporen. Das
Rasterelektronenmikroskop liefert detaillierte Informationen iiber die Struktur der Spo-
renoberflichen. Untersuchungen dieser Art wurden an verschiedenen Brandpilzarten von
Schwinn (1969), Zogg&Schwinn (1971), Durrieu&Rajeriarison
(1968) und De m1 et al. (1981b) durchgefiihrt. Eine weitere Moglichkeit, Sporenober-
flachen im Elektronenmikroskop darzustellen, wird mit Hilfe der Replikamethode erreicht.
Khanna etal. (1966) charakterisierten auf diese Weise die Sporen von Neovossia indica
(Mitra) Mundk. und Tilletia caries (DC.) Tulasne.

Mit grofleren Schwierigkeiten verbunden ist die Herstellung von Ultradiinnschnitten von
Brandpilzsporen, da die oft recht dicken Sporenwinde fiir die Fixierlosungen und Einbet-
tungsmittel undurchlissig sind. Alle n et al. (1971) bedienten sich der Gefrieritztechnik,
um eine Aufsicht auf das Cytoplasma und die Zellorganelle der Sporen von Tilletia caries
zu erhalten. Mit denselben Methoden beschrieben sie die Ultrastruktur der Lipidtropfchen
von T. caries (Gardner&Hess 1977). Gardner et al. (1975) stellten mittels
eines Gefriermikrotoms dickere Schnitte ihres Sporenmaterials her und fiihrten danach erst
die eigentliche Einbettung durch. Sie konnten somit die Ultrastruktur ungekeimter Sporen
von T. caries mit der gekeimter Sporen vergleichen.

In einer Arbeit iiber Form und Funktion von Basidiomycetensporen stellten Hess &
Weber (1976) die Ultrastruktur von Tilletia-Sporen dar. G r a h a m (1960) fiihrte eine
chemische Analyse der Sporenwandbestandteile von Tilletia contraversa Kiihn durch und
konnte einzelne Schichten differenzieren. Khann a et al. (1971, 1973) fertigten Ultra-
diinnschnitte in Kaliumpermanganat fixierter Sporen von Ustilago nuda (Jens.) Rostr. und
Sphacelotheca reiliana (Kiihn) Clinton an und gewannen so Erkenntnisse iiber den Sporen-
aufbau. Die cytologischen Verinderungen wihrend der Quellung ungekeimter Sporen von
Ustilago hordei (Pers.) Lagerheim arbeitete R o b b (1971) heraus.

Entwicklung des Parasiten im Wirt

Da Brandpilze parasitisch auf hoheren Pflanzen leben, miissen ebenso Lokalisation und
Verlauf in der Wirtspflanze untersucht werden. Audran &B atch o (1980) verglichen
gesunde Antheren von Silene dioica (L.) Clairv. mit von Ustilago violacea (Pers.) Rouss.
infizierten. Sie unterschieden finf Etappen des Befalls, angefangen vom ersten Auftreten
des Myzels in den Filamenten bis zur Sporenbildung und damit bis zur gesamten Zersto-
rung des Antherengewebes. In einer anderen Arbeit wiesen sie auch im vegetativen Gewe-
be von Silene dioica Hyphen von U. violacea nach. Die Bildung der Sporenornamente in-
nerhalb sporogener Hyphen wurde am Beispiel von Anthracoidea von Kukkonen &
Vaissalo(1964) beschriecben. Ne be1(1979) und D e m1et al. (1981a) untersuchten
den Hyphenverlauf und die Sporenbildung bei Ustilago maydis (DC.) Corda, U. pustulata
(DC.) Winter und U. scabiosae (Sowerby) Winter mit Hilfe des Rasterelektronenmikro-
skops. Deml & Oberwinkler (1981) befaBiten sich mit der Hyphenmorphologie
und der Sporenentwicklung von Entorrhiza casparayana (Magn.) Lagerheim.

Der Infektionsvorgang, sowie der Mechanismus der Sporenbildung von Ustilago avenae
(Pers.) Rostr. wurde von Mil1ls (1966) dargestellt. Kharb ush (1927) beschrieb den
Hyphenverlauf und die Keimung von U. maydis und Tilletia tritici (Bjerk.) Winter. Lan g-
don & Fullerton (1975) verglichen die Sorusontogenie und die Sporenbildung der
Typusarten von Ustilago und Sorosporium.
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Keimung der Brandsporen

Nur wenige Autoren haben sich bisher mit der Ultrastruktur gekeimter Brandsporen be-
schiftigt. Brefeld (1883, 1895) und Nort on (1896) lieferten ausfiihrliche lichtmi-
kroskopische Keimungsbeschreibungen von zahlreichen Brandpilzarten. Aus neuer Zeit
stammen die ebenfalls lichtmikroskopischen Zeichnungen gekeimter Brandsporen von
Zambettakis(1973).

Kollmorgen et al. (1978) beschrieben die zeitlichen Zusammenhinge zwischen Her-
austreten des Promyzels und Sporidienbildung bei Tilletia caries anhand rasterelektronen-
mikroskopischer Ergebnisse. In einer zweiten Arbeit (Kollmorgen et al. 1979) be-
faBten sie sich mit der Ultrastruktur der primiren Sporidien.

Gekeimte Brandsporen fir das Transmissionselektronenmikroskop einzubetten, ist auf-
grund der Kleinheit und der leichten Verletzbarkeit der Promyzelien duflerst schwierig.
Ramberg&McLaughlin (1980) fihrten eine Flacheinbettung durch, um die Ent-
wicklung des Promyzels und die Sporidiensprossung von Ustilago maydis im Elektronen-
mikroskop darzustellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit: Ontogeniestadien von Ustilago scabiosae

In dieser Arbeit wurde versucht, moglichst viele Entwicklungsstadien vom Antherenbrand
Ustilago scabiosae mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops zu untersuchen. Ins-
besondere sollte versucht werden, mit einer Flacheinbettungsmethode Erkenntnisse iiber
die Ultrastruktur des Promyzels und die Sporidienbildung zu gewinnen.

Material und Methoden

Ustilago scabiosae (Herb. AS 7*) wurde am 24.8.1981 in der Nihe von Tiibingen auf Knautia arvensis
L. gesammelt. Antheren, die einen Durchmesser zwischen 0,3 mm und 0,6 mm besaen, wurden unter
dem Binokular freipripariert. Ein Teil des reifen Sporenmaterials wurde eingefroren.

Die infizierten Antheren von K. arvensis wurden bei 4° C in 3%iger Glutaraldehydlésung (mit Phosphat-
puffer pH 7,2, Magnesiumsulfat (0,1 mM) und Saccharose (66 mM) vorfixiert. Die Fixierung erfolgte
in gepufferter Osmiumtetroxidlosung (1,1%) iiber zwei Stunden bei Raumtemperatur; anschlieBend
1 Stunde Kontrastierung in Uranylacetat (1%), Entwisserung durch Athanolreihe und Einbettung in
ERL nach Spurr (1969). Die Ultradiinnschnitte wurden an einem Reichert Ultramikrotom mit Dia-
mantmesser angefertigt; Nachkontrastierung mit Bleicitrat (6 min) nach Reynolds (1963). Fiic
die Untersuchungen stand ein Zeiss EM 9 S 2 zur Verfigung.

Die Priparation der gekeimten Brandsporen erfolgte nach folgender Methode der Flacheinbettung:

Die eingefrorenen Brandsporen wurden in Petrischalen mit H, O Agar (1,5%), auf dem runde Dialysier-
schlauchstiicke (Visking) von ca. 1 cm Durchmesser gelegt Worden waren, zum Keimen ausgestreut
(24 h). Die Membranen mit den gekeimten Brandsporen wurden mit einer zweiten derselben Grofe ab-
gedeckt, so daBl durch die Adhision beider Membranen ein Verrutschen und Wegschwimmen von Pro-
myzelien wihrend der Priparation erschwert wurde. Diese Doppelmembran kam auf den Boden runder
Glasgefifie von ca. 1 cm Durchmesser. Der Priparationsvorgang erfolgte in diesen Glasgefifien wie
oben beschrieben unter Verkiirzung der einzelnen Priparationsschritte (30 min Vorfixierung in Gluta-
raldehyd, 30 min Fixierung in Osmiumtetroxid, 20 min Kontrastierung in Uranylacetat, S h in ERL).
Die Membran wurde mit einem Tropfen frischem ERL zwischen zwei Objekttriger gebracht, die zuvor
mit Teflon beschichtet worden waren.

Dazu wurden gereinigte Objekttriger mit einem Teflonspray (Pampus GmbH, Willich) aus ca. 30 cm
Entfernung so lange bespriiht, bis sich eine gleichmifige Triibung der Glasoberflichen einstellte. Diese
Objekttriger kamen zum Auspolymerisieren der Teflonschicht 20 Minuten lang bei 200°C in einen
Trockenschrank. Die Teflonbeschichtung erméglichte eine bessere Ablosung des ERL-Films (Chang
1971). .

* Herbarium A. Schmitter, Tiibingen
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Die auspolymerisierten ERL-Filme wurden lichtmikroskopisch untersucht, Bereiche mit gekeimten
Brandsporen markiert, anschliefend ausgeschnitten und mit einem Zweikomponentenkleber (UHU)
auf leere ERL-Blockchen befestigt. Mit einem Glasmesser wurden solange-Semidiinnschnitte angefer-
tigt, bis die Ebene der ausgekeimten Brandsporen erreicht war, danach erfolgte die Herstellung von
Ultradiinnschnitten mit einem Diamantmesser. Die Schnittebene lag parallel zur Membranfliche.

Ergebnisse und Diskussion

Hyphenverlauf in den Antheren

Die Hyphen von Ustilago scabiosae verlaufen interzelluldr (Abb. 1,2). Dies wird besonders
deutlich, wenn man die Ausbreitung des Parasiten in der gesamten Anthere betrachtet
(Abb. 3). Die beiden duleren Zellschichten der Anthere werden vom Parasiten nicht er-
reicht. Nur in seltenen Fillen scheint der Pilz auch weiter vorzudringen (Abb. 3).

Dem 1 et al (1981a) stelltén den interzelluliren Hyphenverlauf von U. scabiosae im
Rasterelektronenmikroskop dar, Audran & Batcho (1980) erhielten ein dhnliches
Bild bei U. violacea. Sehr selten soll bei U. violacea intrazellulires Wachstum beobachtet
wordensein(Audran & Batcho 1980).

In Antheren mit einem Durchmesser zwischen 0,3 mm und 0,6 mm besitzen die Hyphen
einen Querschnitt von nur 1 um. In manchen Bereichen sind die Hyphen unterschiedlich
dick (Abb. 4). Es handelt sich hier um verzweigt wachsende sporogene Hyphen, die ber-
reits Nebel (1979) im Rasterelektronenmikroskop gesehen hat. In dieser Entwicklungs-
phase sind zum Teil schon Sporenanlagen gebildet.

In befallenen Antheren kommt es vereinzelt noch zur Bildung von Pollen. Man findet di-
karyotisches Myzel, das umgeben ist von Pollenwandresten (Abb. 5). Audran & Bat-
c h o (1980) berichten, daf’ durch den Befall von U. violacea die normale Antherenent-
wicklung in einem sehr frithen Stadium der Entwicklung gestoppt wird und daf’ vor allem
keine Meiose mehr stattfindet. Im Gegensatz dazu kommt es bei nicht massivem Befall
durch U. scabiosae zum Teil noch zu Meiosen und rudimetérer Pollenentwicklung.

Sporenanlagen: Sporenanlagen mit zwei Kernen trifft man in diesem Entwick-
lungsstadium (Antherendurchmesser ca. 0,5 mm) hiufig an. In den Kernen ist der Nucleo-
lus oft stark kontrastiert und daher leicht zu erkennen (Abb. 6, 7, 8). Diese Sporenanla-
gen zeigen eine zunehmende Verdickung ihrer Wand (Abb. 6, 7, 8). Junge Sporen, in de-
nen nur noch ein Kern zu erkennen ist, haben eine drei- bis viermal so dicke Wand wie zu
Beginn ihrer Entwicklung (Abb. 9). Auffallend ist in diesem Entwicklungsstadium die
Formenvielfalt der Mitochondrien.

Reife Sporen: Reife Sporen besitzen eine duflerst fein geschichtete, fast homogene,
elektronenundurchlissige Sporenwand von ca. 1 um Dicke. Der Durchmesser von reifen
Sporen betrigt ca. 7—10 um (Abb. 10). Der Sporeninhalt ist trotz der verhiltnismafig
dicken Sporenwand gut fixiert. Anscheinend stellt die Sporenwand von Ustilago scabiosae
fir die verwendeten Fixierlosungen und Einbettungsmittel kein Hindernis dar. Die bereits
von Allen etal (1971) an Sporen von Tilletia caries beobachteten Plasmalemmaein-
stillpungen konnen auch bei U. scabiosae nachgewiesen werden (Abb. 10, 11). Im Cyto-
plasma der reifen, noch nicht gekeimten Spore befindet sich ein (diploider?) Kern. Auf-
fallend ist die grofe Anzahl von Lipidtropfchen. Ebenso lassen sich zahlreiche, relativ
kleine Mitochondrien erkennen. Nach Bracker (1967) geht die Spore vor der Keimung



SCHMITTER: Heterobasidiomyceten 25 265

von einem Zustand niederer Stoffwechselaktivitit (,,Uberdauerungsspore*) in einen Zu-
stand hoher Stoffwechselaktivitit iiber, was sich in einer allgemeinen Vermehrung der
Mitochondrienzahl dufiert; dabei geht die Vermehrung mit einem Grofenverlust der Mito-
chondrien einher.

Sporenkeimun g: Beginnt eine Spore zu keimen, verdiinnt sich die Sporenwand an
einer Stelle (Abb. 10) und eine innere Schicht der Sporenwand wélbt sich nach aulen
(Abb. 11). Die Austrittstelle bleibt sehr eng. Nach und nach wandert das Cytoplasma mit
seinem Inhalt durch diese Offnung in das sich verlingernde Promyzel. Dabei muf sich der
Kern stark verformen (Abb. 12). Wenn das Promyzel seine endgiiltige Linge von 15—20 um
erreicht hat, ist das gesamte Cytoplasma der Spore hinausgewandert und die Spore ohne
Inhalt (Abb. 13). Haufig l6st sich die Spore vom reifen Promyzel (Abb. 14).

Ultrastruktur des Promyzelsund Sporidiensprossung: Das
reife Promyzel ist durch drei Septen in vier Abschnitte gegliedert, von denen jeder einen
Kern enthilt. Die Mitochondrien vom Cristaetyp variieren stark in der Gréfe, auffallend
ist hier die oft schlanke Form. In jedem Abschnitt findet man zahlreiche Lipidtrépfchen
und zum Teil grofle Vakuolen. Rauhes und glattes ER sowie viele Ribosomen sind deut-
lich zu erkennen. Ebenso kann man in jeder der vier Promyzelzellen mehrere kleine Ve-
sikel finden. An der Promyzelspitze sieht man in annihernd medianen Schnitten eine An-
sammlung unterschiedlich geformter Vesikel (Abb. 14). Man konnte diese als einen Spit-
zenkorper mit vesikuldren Elementen ansprechen (Girb ardt 1969). Es handelt sich
hier um einen Ort, wo erhohte Stoffwechselaktivitit zu erwarten ist, da bei der apikalen
wie auch bei der lateralen Sporidiensprossung neue Zellen gebildet werden.

Die laterale und apikale Sporidiensprossung entspricht der Hefeknospung, wie sie fiir
Basidiomyceten typisch ist (Oberwinkler 1978). Die Mutterzellwand, in diesem
Fall die Promyzelwand, reif8t bei der Sprossung auf und der fiir Basidiomyceten charakte-
ristische Kragen wird sichtbar (Abb. 15, 16, 17). Das Ergebnis wiederholter Sprossungs-
prozesse ist ein stufenartig aufgefranster Kragen, wie er in Abb. 16 deutlich zu erkennen
ist. Fernandez & Hess(1978) beschrieben solche iibereinanderliegenden Spros-
sungsnarben fiir die Sporidiensprossung von Sorosporium consanguineum Ellis & Everh.
Das Cytoplasma der Sporidienzelle wird sehr frith vom Promyzel durch Einziehen einer
neuen Wandschicht getrennt (Abb. 17). Ein kurzes Sterigma, wie von Ramberg &
McLaughlin (1980) bei der Sporidienbildung von Ustilago maydis beschrieben,
kann man bei dem untersuchten U. scabiosae nicht finden.

Septen: Die Septen entstehen durch Einschniirung einer inneren Zellwandschicht
(Abb. 14, 15). Septenporen wurden in den zahlreichen untersuchten Schnitten nicht
gefunden. Das beweist jedoch nicht, dal keine vorhanden sind. Um den Septenbauplan
mit eventuell vorhandenen Poren richtig erfassen zu konnen, miiiten von einem gesamten
Promyzel Serienschnitte angefertigt werden. Ramberg & McLaughlin (1980)
fanden nur in wenigen Promyzelzellen von Ustilago maydis winzige Poren, die bei U. sca-
biosae moglicherweise auch zu erwarten wiren.

Die Sporidien selbst sind wiederum in der Lage, hefeartig weiterzuwachsen (Abb. 18).

Zur Aufklarung des vollstandigen Ontogeniezyklus fehlt die Beschreibung des Infektions-
mechanismus. Fiir Brandpilze sind derartig wichtige Erkenntnisse kaum vorhanden, da die
Vorginge, die nach der Sporenkeimung in der Natur im Boden ablaufen, nur duferst
schwierig erfaBt werden konnen. Ein erster Schritt in diese Richtung wiren breit angeleg-
te Infektionsversuche unter optimalen Bedingungen.
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Schlufifolgerungen

Die Ergebnisse zeigen die Vorteile der beschriebenen Flacheinbettung fiir die Darstellung
von gekeimten Brandsporen im Transmissionselektronenmikroskop.

Die von Girb ar dt (1965) beschriebene Einbettungsmethode wurde ebenfalls an
Ustilago scabiosae getestet, erwies sich fiir diesen Organismus jedoch als nicht geeignet.

Wihrend Ramberg & McLaughlin (1980)und Kollmorgen etal. (1979)
das Material zwischen den jeweiligen Priparationsschritten zentrifugierten, was oft ein
Auseinanderbrechen der Promyzelien zur Folge hatte, wurde bei diesen Untersuchungen
das Material wihrend des gesamten Priparationsvorgangs keinen grolen Verinderungen
unterworfen, da die Keimung auf Dialysemembranen durchgefiihrt und diese anschlie-
Bend eingebettet wurden.

Der Wert dieses schonenden Einbettungsverfahrens wird sich sicher in weiteren Untersu-
chungen bewihren.

Herrn Prof. Dr. F. Oberwinkler danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung sowie allen Mitarbeitern
des Lehrstuhls fiir Spezielle Botanik, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben. Anregungen
bei der Entwicklung der Flacheinbettungsmethode verdanke ich Herrn Dr. G. Hénler von der RWTH
Aachen.
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Abb. 1-9: Antherenquerschnitt von Knautia arvensis mit Ustilago scabiosae.
ADD. 1, 2: Interzelluldrer Verlauf der noch sehr diinnen Hyphen; Mef3strich = 1 um. — Abb. 3: Semi-
diinnschnitt gefarbt mit Neofuchsin-Kristallviolett; Mef3strich = 0,1 mm.
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Abb. 4: Schnitt durch verzweigt wachsende sporogene Hyphen unterschiedlicher Dicke; Mefstrich =
1 um. — Abb. 5: Dikaryotisches Myzel (Zellkern = N) umgeben von Pollenwandresten (PW), Mitochon-
drien (M); Mefistrich =1 um,
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Abb. 6, 7, 8: Dikaryotische Sporenanlagen (Zellkern = N) mit zunehmend verdickter Sporenwand, Mi-
tochondrien (M); Mef3strich = 1 um. — Abb. 9: Sporenanlage mit dicker Sporenwand. Nur noch ein Kern
(N) erkennbar; Mefistrich = 1 um.
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Abb. 10-18: Sporenkeimung von Ustilago scabiosae. — Abb, 10: Reife Spore, die zu keimen beginnt;
deutlich zu erkennen die Plasmalemmaeinstiilpungen, Zellkern (N); Mef3strich = 1 um. — Abb. 11: Das
Cytoplasma der Spore beginnt in das sich bildende Promyzel einzustrémen, Zellkern (N); Mefstrich =

1 um. — Abb. 12: Zellkern (N), der durch die enge Austrittséffnung in das Promyzel einwandert; Mef3-
strich = 1 um.
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Abb. 13, 14: Ausgekeimte Brandsporen; leere Spore noch am Promyzel (Abb. 13). In Abb. 14 hat sich
das Promyzel vollstindig von der Mutterspore geldst, Vakuole (V), Lipidtrépfchen (L), Zellkern (N),
Mitochondrien (M); Mestrich = 1 um.
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Abb. 15: Seitliche Sporidiensprossung. An der Basis ist der Kragen erkennbar; Mef3strich = 1 um. —
Abb. 16: Apikale Sporidiensprossung. Die mehrfach fransig aufgerissene Zellwand an der Basis deutet
darauf hin, da® schon mehrere Sporidien abgeschniirt wurden; Mestrich = 1 um.
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Abb. 17: Apikale Sporidiensprossung mit bereits eingezogener Zellwand; Mef3strich = 1 um. — Abb. 18:
Hefeartige Sporidiensprossung von Ustilago scabiosae nach dem Basidiomycetentyp; Mefistrich = 1 um.
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