ZEITSCHRIFT FUR MYKOLOGIE, Band 55(2), 1989 163

Ultrastruktur der Basidiensepten phragmobasidialer Brandpilze!

R. BAUER, F. OBERWINKLER, G. DEML

Universitit Tiibingen,
Lehrstuhl Spezielle Botanik,
Auf der Morgenstelle 1, D-7400 Tiibingen

Eingegangen am 27.7.1989

Bauer, R. & F. Oberwinkler (1989) — Ultrastructure of basidial septa in smut fungi. Z. Mykol. 55(2):
163-168.

Key Words: Basidiomycetes, smut fungi, Ustilago, Sphacelotheca, ultrastructure, septa.
Abstract: The ultrastructure of basidial septa in Ustilago tritici, Ustilago avenae and Sphacelotheca
polygoni-serrulati was analyzed by serial sections. Septa of U. avenae and U. tritici are transversed by a
narrow porus. Later, the cell wall surrounding the porus is slightly swollen. At the end of septal deve-
lopment continuous cell wall layers are formed on both sides of the pore. Thus, the porus is closed. The
basidial septa of S. polygoni-serrulati lack pores, but often have median bulges, vaultings or loops. The
results are discussed.

Zusammenfassung: Die Basidiensepten von Ustilago tritici, Ustilago avenae und Sphacelotheca
polygoni-serrulati wurden elektronenoptisch an Serienschnitten untersucht. Septen von U. avenae und U.
tritici besitzen schmale Poren. In spiteren Stadien ist der Porenrand leicht angeschwollen. Gegen Ende
der Septenentwicklung wird der Porus auf beiden Seiten durch Wandauflagerungen verschlossen. Die
Basidiensepten von S. polygoni-serrulati sind porenlos, besitzen aber oft mediane Uberlappungen, Auf-
wolbungen oder Schlaufen. Die Ergebnisse werden diskutiert.

Seit Entdeckung des Doliporus bei Coriolus versicolor (Girbardt 1958) ist die Ultra-
struktur der Septenporen an vielen Basidiomyceten untersucht worden. Khan & Kimb-
rough (1982) und Oberwinkler (1985) haben Ubersichten verdffentlicht, wobei sie
auch die taxonomische Bedeutung dieses Merkmalskomplexes beriicksichtigten. Uber den
Bauplan der Septenporen bei Brandpilzen ist dagegen &uBerst wenig bekannt. So sind bei
den Ustilaginales s. str. winzige Poren nur in den Basidienquerwénden von Ustilago may-
dis elektronenoptisch dokumentiert ( Ramberg & McLaughlin 1980, O‘Donnell &
McLaughlin 1984). Robb (1972) konnte bei Ustilago hordei und Deml (1977) bei
Schizonella melanogramma, Sorosporium saponariae, Sphacelotheca andropogonis und
Ustilago nuda keine Poren nachweisen. Deml (1977) fand oft Anschwellungen und
Zellwandiiberlappungen im zentralen Bereich der Septen. Der derzeitige Kenntnisstand
reicht also bei weitem nicht aus, die Ultrastruktur der Septen phragmobasidialer Brand-
pilze zu charakterisieren. Da sich an Basidiensepten der Entwicklungsgrad exakt anhand
der meiotischen Kernteilung ablesen 148t, wurden die folgenden Untersuchungen an Usti-
lago tritici, Ustilago avenae und Sphacelotheca polygoni-serrulati auf Basidienquerwénde
beschrénkt.
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Material und Methoden

Folgende Aufsammlungen wurden untersucht: Ustilago tritici (Pers.) Rost., Deutschland, Baden-Wiirttemberg,
Maossingen-Belsen, Felder hinter der Gemarkung ,Hinter Fritzens Haus“, 18.6.1986, leg. G. Deml (1686); Usti-
lago avenae (Pers.) Rost., Deutschland, Baden-Wiirttemberg, Mossingen, Wiesen an der StraBe nach Nehren,
3.6.86, leg. G. Deml (1784); Sphacelotheca polygoni-serrulati R. Maire, Portugal, Madeira, Maroucos, Levada
Machico-Canigal, bei Terra do Cabo, 6.4.1984, leg. E. & G. Deml (1655).

Die Brandsporen wurden auf Malzextrakt-Yeastextrakt-Pepton (MYP) Medium ausgestrichen und nach ihrer
Keimung in 2%igem Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer fixiert. Die fixierten Zellen wurden auf ca. 1 cm im
Durchmesser gro8e Dialyseschlauchstiicke iibertragen, mit ebensolchen abgedeckt und mit tiefschmelzendem,
4%igem Agar an den Réndern verklebt. Danach wurden die Proben mit 0,1 M Cacodylatpuffer ausgewaschen, in
1%igem Osmiumtetroxid nachfixiert, mit Wasser ausgewaschen, in 1%igem Uranylacetat kontrastiert, wieder
ausgewaschen, in Aceton entwissert und in Epoxidharz (Spurr 1969) zwischen teflonbeschichteten Objekttra-
gemn eingebettet. Die geeigneten Basidienstadien wurden lichtoptisch ausgewihlt, markiert, ausgeschnitten und
auf leere ERL-Blockchen geklebt. Die Blckchen wurden auf jeweils eine Basidie zugetrimmt; diese wurde in
Serienschnitte von 40-65 nm zerlegt. Nach dem Nachkontrastieren mit Bleicitrat wurden die aufgenommenen
Schnitte an einem Zeiss EM 109 untersucht.

Ergebnisse

Die Ontogenie des mittleren Basidienseptums wurde untersucht. Anhand der meiotischen
Kernteilung konnte jeweils exakt der Entwicklungsgrad ermittelt werden.

Ustilago tritici und Ustilago avenae

Die Septenbildung in den Basidien verlduft bei diesen Arten nach dem gleichen Modus. Im
folgenden wird daher auf die Angabe der Art verzichtet. Die Septen werden zentripetal
eingezogen (Abb. 1). Dabei stiilpt sich das Plasmalemma nach innen und in den dadurch
entstehenden Zwischenraum wird Wandmaterial abgelagert. Im Laufe der Septenbildung
verengt sich die zentrale Offnung immer mehr. Bis zu einer Verengung auf ca. 40 nm ist
der Rand dabei abgerundet bis spitz zulaufend. Bei einem Porendurchmesser von ca.
40 nm wird der Rand abgeflacht, so daB er sich im Schnitt eckig darstellt (Abb. 2). Die
Poruséffnung wird nun auf ca. 15-20 nm im Durchmesser verkleinert, ohne da der Poren-
rand anschwillt (Abb. 3). Damit ist der Porendurchmesser wesentlich geringer als normale
Schnittstirken (60—-80 nm) von Ultradiinnschnitten. Es muBten also duBerst diinne Schnitte
verwendet werden, um eine ausreichende Abbildungsqualitit fiir diese Poren zu erreichen.
Derartig diinne Schnitte sind aber nur sehr schwach kontrastiert. Die substrukturelle
Schichtung der Zellwand, die in dickeren Schnitten dargestellt werden kann, ist dann nicht
mehr erkennbar (Abb. 2-3, 5-9). Nur in Abb. 4 sind die zwei elektronendichteren Schich-
ten noch unterscheidbar von der elektronenhellen schmalen Mittellamelle.

Nach der Verengung des Porenkanals auf ca. 15-20 nm schwillt der Porenrand an (Abb.
4-9). Das Plasmalemma setzt sich von einer Zelle zur benachbarten durch den Porenkanal
fort. Dies ist in den Abbildungen von median geschnittenen Poren mehr oder weniger klar
zu erkennen (Abb. 3-6, 8-9). So ist die trilamellire Plasmalemmasubstruktur in der Abbil-
dung 5 im Porenkanal deutlich und in der Abbildung 3 wenigstens noch partiell zu erken-
nen. Es ist auch hier zu beriicksichtigen, daB bei 40-50 nm Schnittdicke die Plasmalemma-
rohre im Kanal nicht angeschnitten wird. In leicht tangential angeschnittenen Poren ist zu
erkennen, daB sich das Plasmalemma von einer Zelle in den Porenkanal fortsetzt (Abb. 7).
Die Randanschwellungen der Poren sind unterschiedlich stark ausgeprigt (Abb. 4-9). Ge-
gen Ende der Septenentwicklung wird an den Poren beidseitig weiteres Wandmaterial,
auch iiber die Porusoffnung hinweg, abgelagert. Auf beiden Seiten ist nun ein kontinuier-
lich iiber den Porus verlaufendes Plasmalemma vorhanden (Abb. 10-12). Die beiden be-
nachbarten Basidienzellen sind nun cytoplasmatisch voneinander getrennt. Der Porenkanal
selber bleibt erhalten (Abb. 10-12). Oft sind in beidseitig verschlossenen Poren noch
Membranreste zu erkennen (Abb. 10-11).
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Abb. 1-9: Junges Basidienseptum (Abb. 1) und Septenporen der mittleren Basidienquerwand von Ustilago ave-
nae (Abb. 2-9). Alle MaBstiibe entsprechen 0,1 pm. Die Pfeilspitzen in den Abb. 3, 5 und 7 markieren das
Plasmalemma im Porenkanal. Abb. 1: Interphase I Basidie. Abb. 2-3: Metaphase II Basidien. Abb. 4-9: Telo-
phase II — Interphase II Basidien.

Figs. 1-9: Young basidial septum (Fig. 1) and septal pores of the middle basidial septum of Ustilago avenae
(Figs. 2-9). Scale bars = 0.1 pm. The arrowheads in the figures 3,5 and 7 indicate the plasma membrane in the
pores. Fig. 1: Interphase I basidium. Figs. 2-3: Metaphase II basidia. Figs. 4-9: Telophase II-interphase II basidia.
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Abb. 10-17: Zentrale Ausschnitte mittlerer Basidienquerwinde von Ustilago tritici (Abb. 10-11), Ustilago ave-
nae (Abb. 12) und Sphacelotheca polygoni-serrulati (Abb. 13-17). Alle MaBstibe entsprechen 0,2 um. Abb.
10-12, 15-17: Von postmeiotischen Basidien mit Basidiosporen. Abb. 13—14: Telphase II — Interphase II Basi-
dien.

Figs. 10~17: Central parts of middle basidial septa of Ustilago tritici (Figs. 10-11), Ustilago avenae (Fig. 12) and
Sphacelotheca polygoni-serrulati (Figs. 13-17). Scale bars= 0.2 pm. Figs. 10-12, 15-17: Post-meiotic basidia
with spores. Figs. 13-14: Telophase II — interphase II basidia.



BAUER, OBERWINKLER, DEML: Ultrastruktur der Basidiensepten 167

Sphacelotheca polygoni-serrulati

Die Initialphase der Basidienseptierung bei S. polygoni-serrulati ist vergleichbar der von
U. tritici und U. avenae. Das Plasmalemma stiilpt sich irisblendenartig ein und Wandmate-
rial wird in den Zwischenraum des eingestiilpten Plasmalemmas abgelagert. Altere Septen
besitzen eine charakteristische Substruktur. Zwei elektronendichtere Schichten sind ge-
trennt durch eine schmale, elektronenhelle Mittellamelle (Abb. 13-17). Die Septenent-
wicklung schreitet recht einheitlich voran, bis etwa 75 % des Basidienquerschnittes einge-
schnitten sind. Die SchluBphase der Septenbildung verlduft dagegen sehr uneinheitlich. Sie
ist von Septum zu Septum verschieden, so da8 kein einheitlicher Typ erkannt und be-
schrieben werden kann. Nur einmal konnte ein irisblendenartig verschlossenes Septum
beobachtet werden (Abb. 13). Das Plasmalemma verlief kontinuierlich iiber die Zentral-
stelle. Die Mittellamelle war an dieser Stelle unterbrochen und am Rand leicht abgewinkelt
(Abb. 13). Die benachbarten Basidienzellen waren jedoch stark vakuolisiert. In allen ande-
ren untersuchten Basidien verlief die Septenbildung in der SchluBphase nicht mehr iris-
blendenartig. Mehr oder weniger von der Mitte entfernt winkelt sich das Plasmalemma ab,
gabelt sich sekundér deltaartig in Arme auf und bildet dabei oft flichige Schlaufen oder es
rollt sich ein (Abb. 14—17). Dadurch entstehen mehr oder weniger gro8e Zellwandaufwol-
bungen in der Septenmitte (Abb. 14—17). Der Septierungsmodus kann besonders gut am
Verlauf der Mittellamelle verfolgt werden. Sie ist im Schnitt oft verzweigt, gebogen und
eingerollt. Gegen Ende der Septenbildung ist beidseitig ein kontinuierlich iiber die Zell-
wandaufwolbungen verlaufenes Plasmalemma vorhanden (Abb. 14-17). Besonders grofe
Aufwolbungen enthalten noch oft Hohlungen mit Cytoplasmaresten (Abb. 16-17).

Diskussion

Septen oder Basidien von Sphacelotheca polygoni-serrulati, Ustilago avenae und Ustilago
tritici trennen im ausdifferenzierten Zustand benachbarte Basidienzellen vollsténdig. Elek-
tronenoptisch ist dann keine cytoplasmatische Verbindung mehr feststellbar. Trotz dieser
funktionell gleichartigen Ausbildung unterscheiden sich die untersuchten Ustilago-Arten
von S. polygoni-serrulati im ontogenetischen Differenzierungsablauf der Septen betricht-
lich. Zunéchst verlduft die Septenbildung bei S. polygoni-serrulati irisblendenartig. Es
wird dann Jedoch keine morphologisch charakterisierbare Porenstruktur erreicht. Vielmehr
entstehen im Mittelbereich des Septums unregelméiBige Wandwucherungen, die zu Uber-
lappungen und Verfaltungen fijhren. Ahnlich strukturierte Septen vegetativer Hyphen
konnte Deml (1977) bei Sphacelotheca andropogonis und Schizonella melanogramma
beobachten. Im Gegensatz dazu verlduft die Septenbildung bei U. tritici und U. avenae
vollstéindig irisblendenartig. Ein Porus bleibt durchgehend erhalten und der Porenrand
schwillt leicht an, Erst in der SchluBphase der Septenbildung wird der Porenkanal beidsei-
tig durch Zellwandauflagerungen verschlossen. Vergleichbare Ontogeniestudien an Sep-
tenporen sind innerhalb der Basidiomyceten bisher nur bei Heterogastridium pycnidio-
ideum gemacht worden ( Oberwinkler & al. 1990). Auch bei dieser Art sind die Poren
dlterer Septen oft durch Wandschichten beidseitig iiberzogen (vergleiche dazu auch Abb. 9
von Oberwinkler 1985). Die Basidienquerwénde von U. tritici und U. avenae sind
also unterbrochen durch schwache Doliporen mit je einer winzigen Offnung. Vergleichbar
strukturierte Poren sind nur noch von Ustilago maydis bekannt (O‘Donnell &
McLaughlin 1984). Damit wurde bei drei auf Poaceen parasitierenden phragmobasidia-
len Ustilaginales der gleiche Porentyp festgestellt. Der auf Polygonum persicaria vor-
kommende Brandpilz S. polygoni-serrulati bildet dagegen keine Poren in den Basidiensep-
ten aus.

Deml (1987) vermutete aufgrund biochemischer und morphologischer Daten, daB es
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innerhalb der Ustilaginales s. str. zwei natiirliche Verwandtschaften gibt, die nach ihren
Vorkommen auf monokotylen bzw. dikotylen Pflanzen umgrenzt werden konnen. S. poly-
goni-serrulati und Microbotryum violaceum besitzen den Typ A der Sekundérstruktur der
5s ribosomalen RNA, wihrend die Poaceenbrinde Ustilago maydis, Ustilago hordei und
Ustilago longissima die Typ B Sekundirstruktur ausbilden (Blanz & Gottschalk
1984). Dagegen besitzt die auf Glyceria plicata vorkommende Art Ustilentyloma fluitans
ebenfalls eine Typ A Sekundirstruktur (Miiller 1989).

Inwieweit die festgestellten Gemeinsamkeiten im Porentyp von U. maydis, U. tritici und
U. avenae einerseits, und jener von S. polygoni-serrulati andererseits fiir gréBere Gruppen
reprisentativ und stabil sind und dann auch noch mit anderen Merkmalen korrelieren,
miissen weitere Untersuchungen zeigen. Die Widerspriiche der eingangs aufgefiihrten, bis-
her publizierten Daten zu den vorliegenden Befunden konnen auf die technischen und
methodischen Probleme in der Elektronenmikroskopie der 70er Jahre zuriickzufiihren sein.
Poren von 15-20 nm im Durchmesser sind auch heute an Schnittpréparaten elektronenop-
tisch nicht ausreichbar auflosbar.
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