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Abstract: In this and three following papers 205 yeasts and yeast states of Basidiomycetes and pre­
sumed relatives were investigated comparatively on the basis of the carbohydrate (neutral sugars) pattem 
of purified cell walls, urease-activity, diazonium blue B reaction, the production of extracellular amyloid 
compounds (EAS), fermentation of carbohydrates, and ubiquinone data. A clustering leading to the 
Protomyces-, the Microbotryum-, the Ustilago-, the Dacrymyces-, and the Tremella-type became appa­
rent The different yeast types correspond weil with 5S rRNA clusters known from the literature. The 
Protomyces-type comprises all tlie investigated Protomyces (4) and Taphrina (33) strains. A significant 
amount of rhamnose in all yeast cell walls analysed differentiales the Protomyces-type from the Micro­
botryum-, Ustilago-, Dacrymyces-, and Tremella-type. Predominant quantities of glucose, moderate 
amounts of mannose and small percentages of galactose are some further characteristics of the cell walls 
from yeasts of Protomyces and Taphrina strains. Members of the Protomyces-type exhibit affinities to 
both the Ascomycetes and the Basidiomycetes. A two layered cell wall (TEM) and a negative 
DBB-reaction are common with all ascomycetous yeasts. On the other hand the presence of urease, 
production of extracellular amyloid compounds, and the primary- and secondary-structure of 5S rRNA 
reflect a relationship closer to the Basidiomycetes than to the Ascomycetes. The ancient character of the 
Protomyces-type is indicated by the host spectra of the investigated Protomyces and Taphrina strains 
(Protomyces: Apiaceae (2), Cichoriaceae (2); Taphrina: Polypodiaceae (2), Betu/aceae (9), Fagaceae 
(I), Salicaceae (3), Ulmaceae (1), Rosaceae (6), Aceraceae (2), Anacardiaceae (1)). Interestingly Ta­
phrina isolates from fems exhibit a remarkable variability. E.g. cell walls of T. vestergrenii (from Dryop-
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teris) contain significant amounts of fucose, a cell wall sugar which differentiales the Microbotryum-type 
from the other types. To clarify the relationship of Protomyces and Taphrina to the Endomycetales, 21 
strains of different ascomycetous yeast genera - predominantly type strains - have been included in this 
investigation. Surprisingly the qualitative cell wall carbohydrate pattern of these genera displayed a 
remarkable homogeneity. Two groups could be detected: group 1 contains only mannose and glucose and 
is characteristic for: Kloeckera apiculata, Kluyveromyces polysporus, Saccharomyces cerevisiae, Sac­
charomycodes ludwigii, Toru/aspora de/brueckii, Zygosaccharomyces rouxii, Ambrosiozyma monospora, 
Arthroascus javanensis, Citeromyces matritensis, Pachysolen tannophilus, Dekkera bruxellensis, 
Eeniella nana, Lodderomyces elongisporus, Metschnikowia reukaufii, Schwanniomyces occidentalis, 
Wickerhamiafluorescens, and Wingea robertsiae. Significant quantities of galactose beside mannose and 
glucose are characteristic for group 2: Wickerhamiella domercqiae, Octosporomyces octosporus, Lipo­
myces starkeyi, and Schizosaccharomyces pombe. Molecular and biochemical data (cell wall carbo­
hydrate, 5S rRNA, ubiquinone (Q-9, Q-10), urease activity) were used to place the Schizosaccharomyce­
taceae, the Protomycetaceae, and Taphrinaceae within the phylogenetic vicinity of the Basidiomycetes 
(e.g. genera of the Microbotryum-type) on the one hand and fruiting bodies forming Ascomycetes (e.g. 
Ophiostoma species) on the other hand. According to the close relationship between Protomyces and 
Taphrina as indicated by cell wall analysis and 5S rRNA sequence data, the ascus of Taphrina is 
regarded as a „siphonal" germination stage of a chlamydospore. This "siphonal" germtube acts as a 
meiosporangium, where an evolution from an indeterminated number of meiotic nuclei in the case of 
Protomyces (polykaryotic) to a single meiotic nucleus represented by the Taphrina species becomes 
obvious. 

Zusammen fass u n g: An 205 Hefen und Hefe-Stadien von Basidiomyceten und diesen nahestehenden 
Organismen wurden die folgenden Merkmale untersucht: a) qualitatives und quantitatives Neutralzucker­
spektrum gereinigter Hefe-Zellwände; b) Urease-Aktivität; c) Diazonium-Blau B-Test; d) Bildung von 
extrazellulären amyloiden Substanzen (EAS); e) Fermentation von Kohlenhydraten; f) Ubichinon-Spekt­
rum. Aufgrund der dabei erzielten Ergebnisse lassen sich die untersuchten Hefe-Stämme fünf Hefe­
Typen zuordnen. Im einzelnen sind dies: 1. Protomyces-Typ, 2. Microbotryum-Typ, 3. Ustilago-Typ, 4. 
Dacrymyces-Typ und 5. Tremella-Typ. Diese Einteilung in Hefe-Typen, überwiegend aufgrund des qua­
litativen und quantitativen Neutralzuckerspektrurns von gereinigten Hefezellwänden (kokkales Einzeller­
stadium), korreliert sehr gut mit den bisher bekannt gewordenen Sequenz-Clustern der 5S rRNS. 

Im Protomyces-Typ finden sich bisher 4 Protomyces- und 33 Taphrina-Hefe Isolate. Für diesen Typ sind 
charakteristisch: Ein signifikanter Rharnnosegehalt in den Hefezellwänden (Rharnnose: Differenzie­
rungszucker gegenüber Microbotryum-, Ustilago-, Dacrymyces- und Tremella-Typ); im quantitativen 
Zellwandzuckerspektrum dominiert Glukose gefolgt von wechselnden Mengen an Mannose und Rham­
nose sowie geringeren Anteilen an Galaktose. Vertreter des Protomyces-Typ weisen sowohl Beziehun­
gen zu Ascomyceten als auch Basidiomyceten auf. Zugunsten einer Ascomycetenverwandtschaft spre­
chen der negative DBB-Test und eine im Elektronenmikroskop zweischichtige Zellwand. Ein positiver 
Urease-Test, die Bildung extrazellulärer amyloider Substanzen sowie die Primär- und Sekundärstruktur 
der 5S rRNS deuten andererseits auf eine nähere Beziehungen zu den Basidiomyceten hin. Der phyloge­
netisch ursprüngliche Charakter der Protomyces- und Taphrina-Hefen wird aus dem breiten Wirtsspek­
trum, welches die Farnpflanzen miteinschließt, ersichtlich (Osmundaceae: Fossilien aus dem Oberkarbon 
ca. 300 Millionen Jahre alt). Bisher wurden Vertreter von folgenden Wirtsfarnilien untersucht: Protomy­
ces: Apiaceae 2, Cichoriaceae 2; Taphrina: Polypodiaceae 2, Betulaceae 9, Fagaceae 1, Salicaceae 3, 
Ulmaceae 1, Rosacea 6, Aceraceae 2, Anacardiaceae 1. Eine größere Variabilität fiel bei den beiden 
Taphrina-Isolaten von Farnen auf. Die Hefezellwände von T. \iestergrenii (auf Dryopteris) enthielten 
neben den bereits genannten Zuckern auch beträchtliche Mengen an Fucose. Dieser Zucker erwies sich 
für den Microbotryum-Typ als charakteristisch. 

Um verwandtschaftliche Beziehungen der Protomyces- und Taphrina-Arten zu den Endomyceta/es (As­
comyceten-Hefen) besser abschätzen zu können, wurden 21 verschiedene Ascomyceten-Hefe Gattungen 
- überwiegend Typus-Stämme - in die Untersuchungen miteinbezogen. Die bisher analysierten 21 As­
comyceten-Hefe Gattungen erwiesen sich in ihrem qualitativen und quantitativen Zellwand-Neutralzuk­
kerspektrurn als auffallend einheitlich. Es ließen sich bisher zwei Gruppen charakterisieren. In der erste­
ren finden sich Ascomyceten-Hefen, welche ausschließlich Mannose und Glukose enthalten. Untersucht 
wurden: Kloeckera apiculata, Kluyveromyces polysporus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycodes 
ludwigii, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces rouxii, Ambrosiozyma monospora, Arthroascus 
javanensis, Citeromyces matritensis, Pachysolen tannophilus, Dekkera bruxellensis, Eenie/la nana, Lod­
deromyces elongisporus, M etschnikowia reukaufii, Schwanniomyces occidentalis, Wickerhamia fluores­
cens und Wingea robertsiae. In einer zweiten Gruppe findet man neben Mannose und Glukose auch 
deutliche Mengen an Galaktose. Diese Zellwandzucker sind charakteristisch für: Lipomyces starkeyi, 
Octosporomyces octosporus, Schizosaccharomyces pombe und Wickerhamiella domercqiae. 
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Molekulare und biochemische Daten (Zellwandzucker, 5S rRNS-Sequenz, Ubichinonspektrum (Q-9, 
Q-10), Urease-Aktivität) ermöglichen es, die Schizosaccharomycetaceae sowie die Protomycetaceae und 
Taphrinaceae in den Verwandtschaftsbereich der Basidiomyceten (Vertreter des Microbotryum-Typs) 
einerseits und von Fruchtkörper bildenden Ascomyceten (z. B. Ophiostomaceae) andererseits zu stellen. 
Aufgrund der durch molekulare Merkmale (Zellwandzucker, Ubichinon-Spektrum, EAS-Bildung, 5S 
rRNS Primär- und Sekundärstruktur) dokumentierten nahen Verwandtschaft von Protomyces und Ta­
phrina wird der Ascus der Taphrina-Arten als ein siphonales Keimstadium von Chlamydosporen, in dem 
meiotische Endosporen gebildet werden, interpretiert. Diesem siphonalen Keimstadium kommt die Funk­
tion eines Meiosporangiums zu, wobei eine Höherentwicklung von einer unfixierten Zahl von Meiose­
kernen (Polykaryon: Protomyces) zu einem fixiert einkernigen Meiosporangium (Taphrina) offenkundig 
wird. 

Im Verlauf der vergangenen Jahre wurde von uns eine größere Anzahl von Hefen aus 
Fruchtkörpern von verschiedenen Homobasidiomyceten isoliert. Unser Bestreben, diese 
Hefen oder Hefe-Stadien den entsprechenden höheren Pilzen aus denen sie isoliert wurden, 
zuzuordnen, erwies sich bisher nur bei Collybia als erfolgreich ( Prillinger 1988, Pril­
linger & al. 1989). Für eine größere Zahl weiterer Hefe-Isolate aus Homobasidiomyceten 
ließen sich nahe verwandtschaftliche Beziehungen zu verschiedenen Gruppen der Hetero­
basidiomyceten nachweisen (,,tremelloide" Hefen aus den Blätterpilzen Asterophora lyco­
perdoides und A. parasitica; ,,ustilaginoide" Hefen aus den Blätterpilzen Delicatula inte­
grella, Lentinus crinitus und Marasmiellus ramealis bzw. den Porlingen Ganoderma cf. 
adspersum und Polyporus lepideus). Durch DNS-Klonierungs- und heterologe und homo­
loge DNS-Hybridisierungs-Experimente gelang bei den Hefe-Isolaten von Ganoderma, 
Marasmiellus und Polyporus eine eindeutige Zuordnung zu dem Heterobasidiomycet Usti­
lago maydis. Dies ließ sich auch durch entsprechende Kreuzungsexperimente mit pflan­
zenpathogenen Isolaten bestätigen (Prillinger & al. 1989). 

Die Existenz von Homobasidiomyceten-Hefen, sowie das häufig sehr spezifische Vor­
kommen von Hefe-Stadien der Heterobasidiomyceten in höheren Pilzen ließ den Entschluß 
reifen, eine umfassendere Zahl von Basidiomyceten auf der "kokkalen" Einzellerstufe, 
welche der Hefestufe entspricht, vergleichend zu untersuchen. Der zunächst aufgrund von 
Studien zur Ontogenese postulierte, phylogenetisch ursprüngliche Charakter dieser mor­
phologischen Organisationsstufe ( Oberwinkler 1977, 1978), hat sich in den folgenden 
Jahren durch eine größere Zahl weiterer Merkmale bestätigen lassen ( Bandoni 1984a, 
Gottschalk & Blanz 1985, Oberwinkler 1985, 1988, Prillinger 1987, 
Smith 1989). Inwieweit sich das Hefestadium von Zygo-, Asco- und Bäsidiomyceten auf 
der kokkalen Einzellerstufe auf derbwandig kokkale Stadien mit Dauersporenfunktion von 
überwiegend plasmodialen Organismen zurückführen läßt, wird in einem späteren Ab­
schnitt kurz diskutiert (vgl. rhizopodiale Organisationsstufe: Prillinger 1987). Verglei­
chende Untersuchungen an Hefezellwandproteinen von vegetativen Hefezellen und Asco­
sporen bei Saccharomyces cerevisiae von Briza & al. (1990) weisen deutlich darauf 
hin, daß die Zellwand der Ascosporen phylogenetisch ursprünglicher ist. Nur für letztere 
ließen sich dem Peptidoglykan der Prokaryonten ähnliche Aminosäuren (D-Alanin, D­
Glutaminsäure) nachweisen. Der Begriff Ascosporen ist nach Breitenbach (pers. Mit­
teilung) bei Hefen deshalb nur mit Vorbehalt zu gebrauchen. Der neutralere Begriff Endo­
sporen mit meiotischer oder mitotischer Funktion scheint zur Zeit 
sinnvoller. 

Über das kokkale Einzellerstadium wird es zudem möglich, Basidiomyceten-Hefen sowie 
Hefe-Stadien von Heterobasidiomyceten bzw. Homobasidiomyceten unter vergleichbaren 
Bedingungen zu kultivieren und zu analysieren. 

Die folgenden Merkmale wurden für eine solche Analyse in der vorliegenden Arbeit aus­
gewählt: 
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1. Die qualitative und quantitative Neutralzuckerzusammensetzung der Hefe-Zellwand 
(vgl. Dörfler 1990). 
Die, in dieser Publikationsserie an 205 Hefen oder Hefe-Isolaten aus Asco- und Basidio­
myceten vorgenommenen, qualitativen und quantitativen Neutralzuckeranalysen der 
Hefe-Zellwände ließen eine auffällige Gruppenbildung erkennen. Da diese Gruppenbil­
dung zudem eine weitgehende Übereinstimmung mit den bisher für Basidiomyceten be­
kannten Sequenz-"Clustem" der 5S rRNS zeigt, erweist sich im folgenden eine Gliederung 
nach diesen Gruppen als sinnvoll. Jeder für eine Gruppenbildung charakteristische Zell­
wand-Typ wird nach einer für diesen Typ als ursprünglich erachteten Gattung benannt: 
PROTOMYCES-Typ, MICROBOTRYUM-Typ (Prillinger & al. 1990a), USTILAGO-Typ 
(Prillinger & al. 1990b), DACRYMYCES-Typ und TREMELLA-Typ (Prillinger & al. 
1991). 

2. Die physiologische Hefe-Standardcharakterisierung (vgl. Laaser 1989). 
Von den 83 ( Barnett & al. 1983) untersuchten physiologischen Merkmalen erwiesen 
sich nur der Urease-Test (Harnstoffspaltung}, der Diazonium Blau B Test (DBB-Test: ein 
physiologisches Zellwandmerkmal) und der Nachweis extrazellulärer amyloider Substan­
zen (EAS) als phylogenetisch interessante Differenzierungsmerkmale. Die für diese Tests 
ermittelten Daten wurden deshalb gemeinsam mit dem Nachweis von Fermentation in die 
im folgenden dargebotenen Übersichtstabellen mitaufgenommen. Eine ausführliche Zu­
sammenstellung weiterer physiologischer Daten findet sich bei Laaser (1989). 

3. Das Ubichinon (Coenzym Q). Dieses, mit einer lipophilen Kette aus Isopreneinheiten in 
der inneren Mitochondrienmembran l9kalisierte Coenzym der Atmungskette hat sich in 
den vergangenen Jahren als ein wichtiges Kriterium zur Abgrenzung von Gattungen bei 
Hefen-und Hyphenpilzen erwiesen ( Yamada & Kondo 1971, Yamada & al. 1988). 
In der vorliegenden Arbeit wurde an 80 Hefe-lsolaten eine Analyse des Coenzym Q mit­
tels HPLC durchgeführt. 

Für die im Diskussionsteil dargelegten Schemata wurden zusätzlich morphologische Be­
funde sowie Literaturdaten aus Arbeiten zur Ultrastruktur bzw. zu Analysen der 5S rRNS 
berücksichtigt. 

Um einen Vergleich der Hefen und Hefe-Stadien von Basidiomyceten mit klassischen 
Ascomyceten-Hefen zu ermöglichen, wurde eine größere Zahl von Ascomyceten-Hefen, 
überwiegend in Form der jeweiligen Typus-Gattung, analysiert. Sämtliche in der vorlie­
genden Arbeit untersuchten Mikroorganismen werden nach der zur Zeit gültigen Systema­
tik den Ascomycetes oder Endomycetes zugerechnet, wobei die Stellung der Protomyceta­
les als unsicher gilt (von Arx & al. 1982, Kramer 1988). 

Material und Methoden 

Stämme: 

Endomycetales: Ambrosiozyma monospora (Saito) van der Walt, CBS 2554 (T); Arthroas­
cus javanensis (Klöcker) von Arx CBS 2555 (T); Citeromyces matritensis (Santa Maria) 
Santa Maria CBS 2764 (T); Dekkera bruxellensis van der Walt CBS 74 (T); Eeniella nana 
M. Th. Smith et al. CBS 1945 (T); Kloeckera apiculata (Reess emend. Kloecker) Janke 
CBS 104 (T); Kluyveromyces polysporus van der Walt DSM 70294 (T); Lipomyces star­
keyi Lodder et Kreger-van Rij DSM 70295 (T); Lodderomyces elongisporus (Recca et 
Mrak) van der Walt DSM 70320 (T); Metschnikowia reukaufii Pitt et Miller CBS 5834 
(T); Octosporomyces octosporus (Beijerinck) Kudrjavtsev DSM 70573; Pachysolen tan­
nophilus Boidin et Adzet CBS 4044 (T); Saccharomyces cerevisiae Hansen DSM 70449 
(T); Saccharomycodes ludwigii Hansen DSM 70551; Schizosaccharomyces pombe Lindner 
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var. pombe CBS 357; Schwanniomyces occidentalis Kloecker var. occidentalis CBS 819 
(T); Torulaspora delbrueckii (Lindner) Lindner CBS 817; Wickerhamia f/uorescens (So­
neda) Soneda DSM 70715 (T); Wickerhamiella domercqiae van der Walt & Liebenberg 
CBS 4351 (T); Wingea robertsiae (van der Walt) van der Walt DSM 70870 (T); Zygosac­
charomyces rouxii (Boutroux) Y arrow CBS 732 (T). 

Ophiostomatales: Ophiostoma polyporicola 0. Const. & Ryman Pr 1987/158, auf Fomi­
topsis pinicola; östliche Pupplinger Au, München, Bayern, Deutschland, leg. et det. Helfer 
1. Okt. 1986 (Beleg M75/86). 

Protomycetaceae: Protomyces inouyei P. Hennings, ex Crepis japonica ATCC 16175; P. 
inundatus Dangeard, ex Apium nodif/orum ATCC 28130 und ATCC 28148; P. pachyder­
mus Thuem. Pr 1987/25: ex Taraxacum officinale, Mattinger Hänge (Bergmatting) Re­
gensburg, Bayern leg. et det. Prillinger 10. Jun. 1987. 

Taphrinaceae: Taphrina amentorum (Sadeb.) Rostrup FO 29242.00; Pr 1986/61: (Klon­
kultur) ex weibl. Kätzchen Ainus incana 200 m oberhalb Talstation Regensburger Hütte, 
Stubai Falbeson-Ochsenalm, Tirol, Österreich; leg. et det. Prillinger 9. Aug. 1986. Pr 
1986/62: (Klonkultur) 50 m entfernt von Pr 1986/61. T. americana Mix ex Betulafontina­
lis CBS 331.55. T. betulina Rostrup ex Betula intermedia CBS 417.54. T. caerulescens 
(Desm.) Tulasne ex Quercus coccinea CBS 333.55 und ex Q. alba CBS 351.35. T. califor­
nica Mrx ex Dryopteris arguta CBS 374.39. T. carnea Johanson ex Betula pubescens CBS 
332.55. T. cerasi (Fkl.) Sadebeck CBS 275.28. T. communis (Sadeb.) Giesenhagen ex 
Prunus americana CBS 352.35 und ex P. angustifolia CBS 357.39. T. confusa (Atk.) 
Giesenhagen ex Prunus virginiana CBS 375.39. T. dearnessii Jenkins ex Acer rubrum 
CBS 334.55. T. deformans (Berk.) Tul. ex Prunus persica; PB 3713.00: Bot. Garten Nym­
phenburg, München, Bayern leg. et det. Blanz 6. Jun. 1976. CBS 356.35: ex Früchte 
Prunus persica. T. farlowii Sadeb. ex Prunus serotina CBS 376.39. T. flavorubra Ray ex 
Früchte Prunus pumila var. susquehanae CBS 377.39. T. johansonii Sadebeck ex Populus 
tremuloides CBS 378.39. T. letifera (Pk.) Saccardo ex Acer spicatum CBS 335.55. T. 
maculans Butler CBS 427.69. T. nana Johanson ex Betula nana CBS 336.55. T. polystichi 
Mix ex Polystichum spinulosum CBS 379.39. T. populina Fries ex Populus nigra CBS 
337.55, ATTC 34559 und ATTCC 34560. T. populi-salicis Mix CBS 419.54. T. pruni Tul. 
ex Prunus domestica CBS 358.35. T. pruni-subcordatae (Zeller) Mix CBS 381.39. T. 
purpurascens Robinson ex Rhus copallina CBS 338.55. T. robinsoniana Giesenhagen ex 
Ainus incana CBS 382.39 und 383.39; ex A. rugosa ATCC 11693. T. sadebeckii Johanson 
Pr 1985/42: ex Ainus glutinosa. Morgenstelle Tübingen, Baden-Württemberg, Deutschland 
leg. Blanz det. Prillinger 7. Sept. 1985. Pr 1987/113: ex Ainus glutinosa. Kronsegger Tal 
Schiltern/Langenlois, Niederösterreich, Österreich leg. et det. Prillinger 30. Aug. 1987. T. 
potentillae (Farl.) Johanson (T. tormenti/lae Rostrup) ex Potentilla canadensis CBS 
339.55. T. tosquinetii (Westend.) Tulasne CBS 276.28, Pr1987/108: ex Ainus g/utinosa 
Langen-Ebersroith (Schutzgebiet Rgbg. Bot. Ges.), Bayern, Deutschland leg et det. Prillin­
ger 29. Aug. 1987. T. ulmi (Fkl.) Johanson ex Ulmus rubra CBS 420.54. T. vestergrenii 
Giesenhagen ex Dryopteris filix-mas FO 36526.00. T. virginica Sadebeck ex Ostrya virgi­
niana. 

Lebendkulturen aller Stämme wurden in der Mikroorganismensammlung der RBF 
(A-3430 Tulln, Reitherstr. 21-23; Österreich) hinterlegt. 

Physiologische Charakterisierung: 

Sie wurde nach van der W alt & Yarrow (1984) und Laas er (1989) durchgeführt. 
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Zellwandanalysen: 

Anzucht : Schüttelkulturen in 500 ml GYP-Medium wurden bis zu einer OD (546 nm) von 5 bei Zimmertempe­
ratur inkubiert. Danach wurden die Hefen bei 1000 g abzentrifugiert und solange mit dest. Wasser gewaschen bis 
der Überstand klar blieb. 

Zellaufschluß: Hefe-Zellen wurden ca. 1:1 in dest. Wasser suspendiert und in der French Press (Aminco, 
Colora) unter Eiskühlung bei 20.000 PSI (1406 bar) so lange aufgeschlossen bis nach lichtmikroskopischer 
Kontrolle keine intakten Zellen mehr gefunden wurden. 

Reinigung der Zell wände: Nach Aufschluß~ mal mit dest. Wasser waschen, jeweils bei lOOOxg 4° C 
zentrifugieren. Um cytoplasmatische Verunreinigungen zu entfernen, wurde eine weitere Reinigung nach Sel­
vendran (1975) vorgenommen (vgl. Dörfler 1990). Zellwände, die keine positive Reaktion mit 
KJ/Jod-Lösung ergaben wurden in wenig dest. Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Anschließend wurde 
das trockene Zellwandmaterial in einem Mörser zu einem homogenen feinen Pulver zerrieben. 

Gaschromatographie der Zellwandzucker: Durch eine Hydrolyse nach Ring & Selvendran 
(1978) wurden die Zellwandzuckerpolymere in die Einzelkomponenten überführt. Dazu wurden 2 mg Zellwand­
trockenpulver mit 2 ml 2N Trifluoressigsäure (TFE) versetzt, ultrabeschallt, mit Stickstoff überschichtet und 2 
Std. bei 120° C (Thermoblock) hydrolysiert. Der Hydrolyserückstand wurde bei 1600 xg durch Zentrifugieren (15 
Min.) abgetrennt, mit 0,5 ml dest. Wasser gewaschen und noch einmal zentrifugiert. Die beiden Überstände 
wurden vereinigt und mit 90 µg myo-lnosit (interner Standard) versetzt. Die TFE wurde durch Abblasen mit 
Stickstoff und mehrmaliges Waschen mit dest. Wasser entfernt. Danach wurden die freigesetzten Neutralzucker 
nach der Methode von Jones & A l bersheim (1972) zu Alditolacetaten derivatisiert. ln einem ersten Schritt 
wurden dazu die Neutralzucker zunächst auf pH 8-9 (0.005N NaOH) gebracht und mit 200 µl 1 % wässrigen 
Na-Borhydridlösung in die Zuckeralkohole (Alditole) überführt (4 Std. 30° C). Danach wurde zu den Proben 5 x 
je 2 ml 1 % essigsaures Methanol und zweimal je 2 ml reines Methanol gegeben, dazwischen jeweils mit Stick­
stoff abgeblasen. Die Proben wurden danach 1 Std. im Exsikkator über KOH Plätzchen getrocknet (vgl. Dörf­
ler 1990). ln einem zweiten Schritt wurden die Zuckeralkohole dann in die Alditolacetate überführt. Dazu wurde 
der trockene Rückstand mit 400 µl Essigsäureanhydrid versetzt, durch Ultrabeschallung suspendiert, mit Stick­
stoff überschichtet und 2 Std. auf dem Thermoblock (1200 C) inkubiert. Das restliche Acetanhydrid wurde mit 
Stickstoff abgeblasen. Der Rückstand wurde mit 2 ml Dichlormethan versetzt und 3 mal mit je 2 ml dest. Wasser 
ausgeschüttelt. Die wässrigen Phasen wurden verworfen, die Dichlormethanphase wurde nach dem letzten Aus­
schütteln mit Stickstoff abgeblasen. Der trockene Rückstand mit den Alditolacetaten wurde in 500 µl Aceton 
aufgenommen und für die Gaschromatographie verwendet. 

Gaschromatograph : 1-2 µl Probe wurden in einen Hewlett-Packard Gaschromatograph (5830 A mit GC 
Terminal 18850 A) mit Glassäule (1,8 m lang, 0,2 cm Durchmesser, gefüllt mit 3% SP 2340 auf 100/200 
Supelcoport) eingespritzt und aufgetrennt. 

Bedingungen der Gaschromatographie : Temperaturprogramm von 190° bis 225° C (2° C/ Min.). lnjek­
tionstemperatur: 200° C; Flammenionisationsdetektor: 260° C. Trägergas: Stickstoff (Durchflußgeschwindigkeit 
28 ml/min). 

Zur Identifikation wurde ein Standardgemisch aus D-Glukose, D-Galaktose, D-Mannose, L-Xylose, L-Arabinose, 
L-Fucose, L-Rhamnose und myo-lnositol den gleichen Versuchsbedingungen unterworfen und gaschromatogra­
phisch analysiert. 

Ubichinon (Coenzym Q)-Analyse: 

Anzu c ht: 10% Bierwürzeextrakt-Medium pH 5,6-5,8; Schüttelkulturen in Fernbachkolben mit 200 ml Me­
dium, Anzucht bis zur späten logarithmischen bis frühen stationären Phase (meist 3-5 Tage, Zimmertemperatur), 
Ernte wie oben. 

Extraktion aus ganzen Hefezellen (Yamada & Kondo 1971, 1973): 

10-20 g Hefezellen wurden mit 5 g Pyrogallol, 20 g NaOH Plätzchen und 150 ml Methanol versetzt und 45-oO 
Min. bei 93--95° C in einem Rundkolben mit Rückflußkühler extrahiert und anschließend im Eisbad abgekühlt. 
Aus diesem Gemisch wurden die nichtverseifbaren Lipide (Ubichinon etc.) 3 mal mit 130 ml n-Hexan extrahiert, 
über Faltenfilter abfiltriert und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde in 1,5 ml 
Aceton aufgenommen (gegebenenfalls dunkel und kühl lagern). 

Vor rein i g u n g durch präparative Dünnschichtchromatographie: 

Um das Ubichinon von den mitextrahierten Lipiden zu trennen, wird der Acetonextrakt auf Dünnschichtalufolie 
Kieselgel 60 (mit Fluoreszenzindikator F 254, 0,2 mm Schichtdicke, Merck) aufgetragen und mit dem Laufmittel 
Benzol 30 Min. in einer Chromatographiekammer entwickelt Die Ubichinonbande wird durch Cochromatogra-
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phie über einen seitlich mitlaufenden Ubichinonstandard im kurzwelligen UV-Licht identifiziert und mit einem 
Spatel von der Alufolie abgekratzt. Das Ubichinon-haltige Kieselgel wird schließlich in einem Eppendorf Rea­
genzgefäß mit 200-400 µl Aceton eluiert. 

HPLC-Analyse: 

Die Acetonextrakte werden in einer Speed-Vac '.Zentrifuge zur Trockene eingedampft, die Rückstände in 100 µl 
Methanol (für Ultraspektroskopie) aufgenommen, bei 8000 xg 5 Min. zentrifugiert und in Mengen von 5-50 µl 
auf eine Flüssigkeitshochdruckchromatographie-Säule aufgetragen. Säule: Oktyl = Si 100 Polyol 0,005 mm 
(Größe: 4,6 x 250 mm Serva Heidelberg) (,,Reversed Phase"); Mobile Phase: Methanol : Dest. Wasser (ultrarein) 
= 98,5 : 1,5; Durchflußrate: 1 ml/Min.; UV-Detektor (Modell 2151 LKB;Schweden): 275 nm; Auswertung: 
Shimadzu Integrator (C-R3A, Chromatopac; Kyoto; vgl. Schroeder & Lockau 1986). 

Die Retentionszeiten wurden mit einem Standardgemisch (Q7, Q8, Q9, QIO von La Roche; Geschenk von Dr. G. 
Hauska) bestimmt Dieses Standardgemisch wurde auch zur Peakidentifikation 1: 1 mit einem Probenteil ver­
mischt und aufgetragen. 

Ergebnisse 
Über das qualitative und quantitative Neutralzuckerspektrum gereinigter Hefezellwände 
ließen sich für DBB negative Hefen bisher drei verschiedene Hefe-Typen charakterisieren. 
Zwei dieser Hefe-Typen sind innerhalb der klassischen Ascomyceten-Hefen im Sinne von 
Barnett & al. (1983) und Kreger-van Rij (1984) verbreitet. Ein dritter läßt sich für 
die Vertreter der Protomycetaceae und Taphrinaceae deutlich abgrenzen. 

ASCOMYCETEN-HEFEN: 

Die untersuchten Arten sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Ambrosiozyma monospora 
findet sich bei von Arx & van der Walt (1988) als Vertreter der Ophiostomata/es, die 
restlichen Arten sind den Endomyceta/es zuzurechnen. Für diese Hefen lassen sich zwei 
verschiedene qualitative Zellwandzuckerspektren feststellen: 

a) Mannose-Glukose-Typ: Der Großteil der untersuchten Hefen gehört diesem Typ an. 
Innerhalb dieses Typs finden sich die Ubichinone Q-6, Q-7, Q-8 und Q-9. Auffällig ist, 
daß bei allen Stämmen mit Ubichinon Q-6, Mannose als Zellwandzucker dominiert. Bei 
Stämmen mit längerkettigen Ubichinonen (Q-7 bis Q-9) finden sich aber auch alle Über­
gänge bishin zu einem Vorherrschen von Glukose. Ein fermentativer Abbau von Kohlen­
hydraten ist mit Ausnahme von Arthroascus javanensis bei allen untersuchten Arten ver­
breitet. Bei keinem Vertreter wurde bisher eine Urease-Aktivität bzw. die Bildung von 
EAS gefunden. 

b) Glukose-Mannose-Galaktose-Typ: Dieser aufgrund des qualitativen Zuckerspektrums 
differenziertere Hefezellwand-Typ fand sich bisher nur bei Hefen mit langkettigen Ubi­
chinonen (Q-9 und Q-10). Weitere Differenzierungsmuster innerhalb dieses Typs sind die 
Fähigkeit zur Bildung von EAS und ein Fehlen der Fermentation von Kohlenhydraten bei 
den Lipomycetaceae (L. starkeyi, vgl. Kreger-van Rij 1984) sowie die Gegenwart von 
Urease-Aktivität bei den Schizosaccharomycetaceae (Octosporomyces octosporus, Sch. 
pombe). Bei allen Vertretern der Schizosaccharomycetaceae ist ein fermentativer Abbau 
von Kohlenhydraten bekannt Barnett & al. 1983). Das quantitativ sehr verschiedene 
Zellwandneutralzuckerspektrum von 0. octosporus und Sch. pombe unterstreicht wie die 
Ubichinonausstattung die Eigenständigkeit der Gattung Octosporomyces innerhalb der 
Schizosaccharomycetaceae (Kudriavzev 1960, Yamada & Banno 1989). Wicker­
hamiella domercquiae fehlt sowohl eine Urease-Aktivität als auch eine Fermentation von 
Kohlenhydraten und die Bildung von EAS (Tabelle 1). 

Die für den Protomyces-, Microbotryum-, und Dacrymyces- bzw. Tremella-Typ charakte-
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ristischen Differenzierungszucker Rhamnose, Fucose und Xylose fehlen allen bisher unter­
suchten klassischen Ascomyceten-Hefen. 

DER PROTOMYCES-TYP 

Als Zellwandzucker wurden bestimmt: Glukose als Hauptzucker sowie Mannose, Rham­
nose und Galaktose; Arabinose fand sich in Spuren, bei einem Taphrina-Isolat von Farnen 
(T. vestergrenii) wurde auch Fucose nachgewiesen. Die Gegenwart von Rhamnose erwies 
sich als ein gut geeignetes Differenzierungsmerkmal. Xylose scheint hingegen allen Pro­
tomyces- und Taphrina-Arten zu fehlen. Der Test auf Urease-Aktivität sowie die Bildung 
von EAS war für alle Arten bisher positiv. Ein fermentativer Abbau von Kohlenhydraten 
ließ sich nur bei einem Stamm von T. amentorum feststellen. Ein durchgehend negativer 
DBB-Test bestätigt die elektronenoptischen Befunde von von Arx & at. (1982), wonach 
die Hefezellwand als den Ascomyceten nahestehend einzustufen ist. Soweit bisher unter­
sucht, fand sich bei allen Protomyces- und Taphrina-Arten das Ubichinon Q 10. Die Ver­
treter dieses Typus sind in Tabelle 2 zusammengestellt. 

Bei der Isolierung von Protomyces und Taphrina Arten aus der Natur treten häufig ustila­
ginoide und tremelloide Hefen als Kontaminanten auf. Diese geben sich oft erst nach einer 
längeren Latenzzeit zu erkennen und finden sich dann gelegentlich auch in Stammsamm­
lungen. Mehrere im Verlauf dieser Arbeit identifizierte Kontaminanten schließen die Ta­
belle 2 ab. 

Diskussion 

Der folgende Diskussionsteil ist in zwei Teile gegliedert. Im ersten Abschnitt wird auf die 
analysierten Merkmale eingegangen, im zweiten Abschnitt werden die untersuchten Mikro­
organismen diskutiert. Dabei wird versucht, wichtige Entwicklungslinien in der Phyloge­
nese der Basidiomyceten anhand von eigenen Ergebnissen und Literaturdaten zu rekon­
struieren. 

1. Analysierte Merkmale 

1.1. Qualitatives und quantitatives Neutralzuckerspektrum 
Obwohl erste chemische Untersuchungen an Hefezellwänden mit Salkowski (1894) 
bereits in das vorige Jahrhundert zurückreichen, ist es bis heute nicht gelungen, phylogene­
tische Zusammenhänge auf der kokkalen Einzellerstufe = Hefe für einzelne Pilzgruppen 
darzulegen. Die Grunde hierfür lassen sich in zwei Punkten zusammenfassen: 

1.1.1. Es wurden bisher kaum Hefe-Stadien von höheren Pilzen (z.B. Hefe-Stadien von 
Heterobasidiomyceten) untersucht. 

Tabelle 1: Qualitative und quantitative Neutralzuckerspektren von Hefe-Zellwänden, Fermentation (Fenn), Harn­
stoffspaltung (Urea), Diazonium Blau B Test (DBB), Bildung extrazelluärer amyloider Substanzen (EAS) und 
Analyse des Coenzym Q von Ascomyceten-Hefen. Zellwandzuckerangaben in % des Gesamtzuckeranteiles. Glc: 
Glukose, Man: Mannose, Gai: Galaktose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Fuc: Fucose, Rha: Rhamnose. 

!) nach Barnett & al. 1983; 2) eigene Daten; (T) Typus-Stämme. 

Table 1: Qualitative and quantitative carbohydrate (neutral-sugars) composition of purified yeast cell walls, fer­
mentation (Fenn), urease-activity (Urea), diazonium blue B-test (DBB), extracellular amyloid compounds (EAS), 
and ubiquinone system of different ascomycetous yeasts. Cell wall carbohydrate composition in percentages of 
total response. Glc: glucose, Man: mannose, Gai: galactose, Xyl: xylose, Ara: arabinose, Fuc: fucose, Rha: 
rhamnose. 
1) According to Barnett & al. 1983; 2) own data; (T) type strain. 
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1.1.2. Die bisher durchgeführten Untersuchungen konzentrierten sich meist nur auf eine 
Zellwandkomponente. Nach Cabib & at. (1982) setzt sich die Hefezellwand aus drei 
Komponenten zusammen: Glucan, Mannan und Chitin. Während die Glucane meist als 
Homopolymere vorliegen, sind die Mannane häufig kovalent mit Proteinen verknüpft. Zu­
dem können in die verzweigten Mannanketten weitere Zucker integriert sein. Solche He­
teropolysaccharide wurden in der Gattung Schizosaccharomyces eingehender untersucht 
und als Galaktomannane identifiziert (Bush & at. 1974). Bartnicki-Garcia (1970) 
erkennt zwar den deutlich verschiedenen Chitingehalt der Zellwand von Ascomyceten­
Hefen (Mannan-ß-Glucan-Zellwand-Typ; ca. 1 % Chitin) und Basidiomyceten-Hefen (Chi­
tin-Mannan-Zellwand-Typ; ca. 5-15% Chitin). Nach Dörfler (1990) erweist sich der 
Chitingehalt der Zellwand aber als unbrauchbar, um natürliche Gruppierung innerhalb der 
Basidiomyceten vorzunehmen. 

Nach den bisher durchgeführten Untersuchungen fällt auf, daß der Chitingehalt der Hefe­
zellwand in phylogenetisch als ursprünglich erachteten Gruppen sehr niedrig ist (Protomy­
ces, Taphrina Dörfler 1990). Eine Höherentwicklung auf der kokkalen Einzellerstufe ist 
häufig sehr gut mit einer deutlichen Zunahme des Chitingehaltes korreliert. Inwieweit sich 
der Chitingehalt in Hefezellwänden nützen läßt, um das erdgeschichtliche Alter einzelner 
Hefe-Typen besser abzuschätzen, müssen weitere Untersuchungen zeigen. 

Auch die in ihrem methodischen Ansatz sehr verschiedenen Arbeiten von Tsuchiya & 
al. (1965; Serologie) und Gorin & Spencer (1970; Kernresonanz-Spektren) geben 
letztlich nur eine Information über die in der äußeren Zellwand lokalisierte Mannankom­
ponente ab. In beiden Fällen wurde inzwischen gezeigt, daß Ein-Gen-Mutationen zu Ver­
änderungen des Zellwandmannans und damit zu verschiedenen Ergebnissen führen 
(Spencer & al. 1971; Ballou 1974; vgl. auch Price & al. 1978). Zu einer ähnlich 
kritischen Wertung von Kernresonanz- und serologischen Daten kommen auch Fuson. & 
al. (1979) aufgrund von DNS/DNS Hybridisierungsexperimenten innerhalb der Gattung 
Hansenula . Nach N akase & S uzuki (1985) erwiesen sich in vergleichenden Untersu­
chungen an Debaryomyces hansenii Zymogramme von Fermenten der Glykolyse und des 
Citratzyklus (Glukose-6-Phoshat Dehydrogenase, Malat Dehydrogenase usw.) als aussa­
gekräftiger gegenüber Kernresonanz-Spektren und serologischen Methoden. 

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte qualitative und quantitative Neutralzucker­
spektrum der Hefezellwand baut auf Arbeiten von Weijman & de Hoog (1975), 
Weijman & Golubev (1988; mit zusammenfassender Darstellung) und Weijman & 
Rodrigues de Miranda (1988) auf, wonach der qualitativen Neutralzuckerzusammen­
setzung der Hefezellwand ein hoher phylogenetischer Zeigerwert zukommt. Da die von 
Weijmann an Ganzzellhydrolysaten durchgeführte Methode nur bedingt quantitative 
Aussagen zuläßt, wurde von Dörfler & al. (1986; Dörfler 1990), eine neue Methode 

Tabelle 2: Protomyces-Typ: Qualitative und quantitative Neutralzuckerspektren von Hefe-Zellwänden, Fermenta­
tion (Ferm), Harnstoffspaltung (Urea), Diazonium Blau B Test (DBB), Bildung extrazelluärer amyloider Substan­
zen (EAS) und Analyse des Coenzym Q. Zellwandzuckerangaben in % des Gesamtzuckeranteiles. Abkürzungen 
wie in Tab. 1. 
1) nach Yamada & al. (1983,1988); (+) sehr schwache Reaktion. 

Table 2: Protomyces-type: Qualitative and quantitative carbohydrate (neutral sugars) composition of purified 
yeast cell walls, fermentation (Ferm), urease-activity (Urea), diazonium blue B-test (DBB), extracellular amyloid 
compounds (EAS), and ubiquinone system. Cell wall carbohydrate composition in percentages of total response. 
For abbreviations compare table 1. 
1) According to Yamada & al. (1983,1988); (+) weak reaction. 
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ausgearbeitet. Die mit dieser Methode ermittelten Zuckerdaten erfassen somit spezifisch 
die Glucan- und Mannan-Fraktion der Hefezellwand. Bei einem Vergleich der in dieser 
Arbeit vorgelegten Daten mit Ergebnissen, welche mit der Ganzzellhydrolysat-Methode 
erzielt wurden (Arbeiten voh Weijmann l.c. oder Sugiyama & al. 1985), fällt auf, daß 
die Werte für Glukose und Galaktose häufig stärkere Abweichungen erkennen lassen. Die 
Ursachen für diese Abweichungen sind meist auf Komponenten des Cytoplasmas zurück­
zuführen (z.B. Glykogen). Sie werden von Dörfler (1990) ausführlich diskutiert. Su­
zuki & Nakase (1988) zeigen, daß auch die Gegenwart von Xylitol im Cytoplasma bei 
der Ganzzellhydrolysat-Methode die nachgewiesene Xylosemenge beeinträchtigen kann. 

1.2. Physiologische Hefecharakterisierung 

Die physiologischen Tests umfassen die Fermentation verschiedener Kohlenstoffquellen, 
den oxidativen Abbau (Assimilation) von Zuckern, Zuckeralkoholen, organischen Säuren, 
Stärke, Inulin, Arbutin, Glycerin sowie einiger Stickstoffquellen, das Wachstum mit und 
ohne verschiedene Vitamine, die Empfindlichkeit gegen verschiedene Temperaturen, ge­
gen das Antibiotikum Cycloheximid und gegen hohe Zuckerkonzentrationen und schließ­
lich die Bildung extrazellulärer amyloider Substanzen, die Bildung von Essigsäure, die 
Hydrolyse von Harnstoff und die Reaktion mit Diazonium Blau B. 
Zusammen mit einem Ultrastruktur-Merkmal - einer laminaren Zellwandschichtung - ist 
der Diazonium Blau B Test gegenwärtig das zuverlässigste Kriterium, um zwischen Asco­
und Basidiomyceten-Hefen zu differenzieren (van der Walt & Hopsu-Havu 1976, 
Hagler & Ahearn 1981, Simmons & Ahearn 1987). In der vorliegenden Arbeit 
erwies sich dieser Test nur bei einigen Vertretern der Protomycetales als schwierig in der 
Auswertung. Eine sehr schwach positive Reaktion bei Protomyces-Arten bleibt zunächst 
unberücksichtigt. Bei Protomycopsis patellii sprechen die Daten von Laaser (1989) für ein 
positives Ergebnis. Vereinzelt ist ein positiver DBB-Test auch für Zygomyceten bekannt 
(Absidia glauca: + und - Stämme, Mycotypha africana: Hefe und Hyphe; Kraepelin 
pers. Mitteilung). 

Ähnlich wie der Diazonium Blau B Test ist auch der Urease-Test (Spaltung von Harnstoff) 
ein wichtiges Differenzierungsmerkmal für Hefen von Basidiomyceten (Christensen 
1946, Seeliger 1956, Roberts & al 1978, Zimmer & Roberts 1979, Booth & 
Vishniac 1987) . Ein negativer Urease-Test ist bisher nur für eine DBB positive Basi­
diomyceten-Hefe bekannt (Ballistosporomyces ruber: N akase & al. 1989). Nicht eindeuJ 
tig ist dieser Test für Candida sonckii (Barnett & al. 1983). Ein positiver Urease-Test 
liegt aber auch für einige wenige DBB negative Ascomyceten-Hefen vor (Taphrinales, 
Protomycetales, Schizosaccharomycetales; Saitoel/a complicata, Zygozyma oligophaga; 
Laaser 1989). Eine sehr reichhaltige Zusammenstellung über das Vorkommen bei Ar­
chae- und Eubakterien, die Struktur, Funktion und Regulation mikrobieller Ureasen findet 
sich bei Mobley & Hausinger (1989). 

Auf die Bedeutung extrazellulärer amyloider Substanzen zur Differenzierung von Basi­
diomyceten-Hefen wird von Sugiyama & al. (1985) und Laaser (1989) hingewiesen. 
Mit diesem Merkmal läßt sich der Tremella-Typ gut von dem Dacrymyces- dem Ustilago­
und dem Microbotryum-Typ abtrennen (Prillinger 1990 a, b, 1991). 

Das Kriterium der Fermentation von Kohlenhydraten wurde in diese Arbeit aufgenommen, 
um zu zeigen, daß der Übergang zu einem oxidativen Stoffwechsel bei Hefen von Basi­
diomyceten weitgehend vollzogen ist (vgl. Tabelle 2: Ein lsolat von Taphrina amentorum; 
Mrakia gelida, Cystofilobasidium sp. Prillinger & al. 1991). Eine umfangreichere Zu­
sammenstellung über fermentierende Basidiomyceten Hefen finden sich bei Laaser 
(1989). 
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Der überwiegende Teil der physiologischen Tests erwies sich sehr nützlich zur eindeutigen 
Stammidentifizierung. Mehrfach finden sich auch Zucker-Assimilations-Tests, die sich mit 
den, in dieser Arbeit berücksichtigten Zellwanddaten gut korrelieren ließen. Besonders 
auffällig war z.B. das Fehlen einer oxidativen Verwertung von Erythritol, Glucuronsäure, 
myo-Inosit (2 Ausnahmen: Taphrina polystichi, T. virginica), Lactose, Melibiose (vgl. 
Ausnahmen bei Mix 1954) und Rhamnose bei Vertretern des Protomyces-Typs bzw. das 
Fehlen eines oxidativen Abbaues von myo-Inosit innerhalb des Microbotryum-Typs (ein­
zige Ausnahme: Sporobolomyces inositophilus; vgl. Laaser 1989). Nur in den aufge­
führten Fällen war diese Korrelation nahezu vollständig, so daß hier auf die ausführliche 
Zusammenstellung und Diskussion weiterer physiologischer Daten auf Laaser (1989) 
verwiesen wird. 

1.3. Ubichinon (Coenzym Q) 

Dieser Test erwies sich als sehr nützliches Gattungskriterium. Bei verschiedenen Protomy­
ces- und Taphrina-Stämmen (T.farlowii; Tabelle 2) und bei Hefe-Isolaten aus Homobasi­
diomyceten führte er zudem zu einer sehr raschen Abklärung der Kontaminantenfrage 
(Prillinger & al. 1991). Ähnliches gilt auch für verschiedene Hefe-Isolate aus Rostpil­
zen (Prillinger & al. 1991). Da sowohl für Homobasidiomyceten als auch für Rostpilze 
bisher nur das Co-Q 9 bekannt ist (Kuraishi & al. 1985), lassen sich häufige microbo­
tryoide, ustilaginoide und tremelloide Hefen mit Co-Q 10 einfach als Kontaminanten iden­
tifizieren. 

Das für Basidiomyceten-Hefen seltene Co-Q 8 findet sich nur bei zwei ursprünglichen 
Gattungen des Tremella-Typs (Mrakia, Cystofilobasidium; Prillinger & al. 1991). 
Co-Q 10 ist für sehr viele Heterobasidiomyceten-Hefen charakteristisch. Co-Q lO(H2) 
wurde bisher nur zweimal in den Gattungen Sporobolomyces und Rhodotorula gefunden 
(Nakase & Suzuki 1986), ist aber bei vielen Plecto- Pyreno- und Loculoascomycetes 
bekannt (Kuraishi & al. 1985). 

Eine 'gute Analyse und Diskussion der das Ubichinon-Spektrum beeinflußenden Anzucht­
und Extraktionsbedingungen findet sich bei Billon-Grand (1989). 

2. Untersuchte Hefen und Hefe-Stadien 

2.1. Ascomyceten-Hefen (Endomycetales s. str.): 

Nach von Arx & van der Walt (1988) wird die Ordnung der Endomycetales heute 
eingeschränkt auf Hefen oder hefeähnliche Pilze, welche in flüssigen Medien wachsen; 
soweit Hyphen vorhanden, fehlen diesen Septen mit einem zentralen Porus 
(Mikroporen-Septen: Hansenula beckii, Geotrichum fermentans), in der Regel sind diese 
Septen im Elektronenmikroskop aus zwei getrennten Wänden aufgebaut; sie besitzen keine 
Fruchtkörper. Aufgrund der Septenultrastruktur werden Beziehungen zu den Gattungen 
Aspergillus und Penicillium vermutet. 

Zur Abgrenzung von Familien wird die Form und Struktur der Ascosporen herangezogen. 
Inwieweit diese Familien nach wie vor polyphyletisch sind, sollte sich nach von Arx & 
van der Walt (1988) zukünftig durch Einbeziehung biochemischer Charakteristika ab­
klären lassen. Im folgenden werden kurz die einzelnen Familien mit den in dieser Arbeit 
untersuchten Vertretern vorgestellt. 

Endomycetaceae: Ascosporen hutförmig, glatt; Asci zerfließend; Pachysolen tannophilus. 

Saccharomycetaceae: Ascosporen ± rund, glatt oder ornamentiert; Asci nicht zerfließend; 
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces rouxii. 



234 Z. MYKOL. 56(2), 1990 

Saccharomycopsidaceae: Ascosporen abgeflacht (dorsiventral), linsenförmig oder „Sa­
tum"-förmig; glan oder ornamentiert; Arthroascus javanensis, Wingea robertsiae. 

Dipodascaceae: Ascosporen eiförmig - kurz zylindrisch selten rund; dickwandig oder mit 
Scheide; Asci persistent; Schwanniomyces occidentalis, Lodderomyces elongisporus. 

Anamorphe Vertreter finden sich in der Gattung Geotrichum. Diese Gattung ist nach 
Weijman & al. (1988) bereits weitgehend homogen. 

Saccharomycodaceae: bipolar sprossende Hefen; Hanseniaspora uvarum, Saccharomyco­
des ludwigii. 

Metschnikowiaceae: Ascosporen nadel- bis spindelförmig mit 0-1 Septen; Asci länglich; 
Metschnikowia reukaufii. 

Lipomycetaceae: Ascosporen stäbchen- oder nierenförmig-ellipsoid; Kolonien schleimig, 
amyloid; Lipomyces starkeyi. 

Die Einheitlichkeit dieser Familie wird von Lodolo & al. (1990) auch durch eine Re­
striktionsfragmentanalyse der Mitochondrien DNS belegt. Mit Dipodascopsis, Lipomyces, 
Wa/tomyces und Zygozyma umfaßt die Familie zur Zeit vier gut definierte Gattungen. Die 
Art Dipodascopsis uninuc/eata ist bisher ausschließlich als Mycelpilz bekannt. 

Anamorphe Arten entsprechen der Gattung Myxozyma. Nach Weijman & al. (1988) ist 
auch diese Gattung homogen. 

Schizosaccharomycetaceae: Zellen vermehren sich ausschließlich durch Teilung; Octospo­
romyces octosporus, Schizosaccharomyces pombe. 

Eine Zuordnung der Gattung K/uyveromyces (Asci: viel- bis wenig- bis einsporig; Asco­
sporen: nierenförmig bis rund, glattwandig; Sporen werden leicht frei gesetzt) und Wicker­
hamiel/a (Asci: 1-sporige, rasch zerfallend; Ascosporen: oval mit rauher Oberfläche) wird 
von von Arx & van der Walt (1988) offen gelassen. 

Nach Lachance (1989) erweist sich die Gattung Kluyveromyces van der Walt emend. 
van der Walt aufgrund von Restriktionsfragment-Analysen der ribosomalen DNS (r-DNS) 
als gut begründet. Phylogenetische Beziehungen zu Saccharomyces cerevisiae und C/avi­
spora opuntiae werden dargelegt. Nach Lachance (1989) und Phaff (1989) kommt 
aber der Form und Anzahl der Ascosporen kein größerer evolutiver Stellenwert zu. Das 
Vorkommen dimorpher Ascosporen ist auch für die Arten Yarrowia (Endomycopsis) lipo­
lytica, Pichia membranaefaciens und P. ohmeri bekannt, bei letzterer auch durch 
DNS/DNS-Hybridisierungsexperimente belegt (Fuson & al. 1980). 

Imperfekte (anamorphe) Ascomyceten-Hefen werden in die Familie der Candidaceae ge­
stellt (von Arx & van der Walt 1988). Als Leitmerkmale für diese Familie gelten: 
eine im TEM zweischichtige Zellwand, eine holoblastische (Luftballon-) Knospung und 
Septen ohne Poren oder mit Mikroporen. W eijman & al. (1988) fügen dieser Charakte­
risierung zumindest für die Gattung Candida noch eine negative EAS Reaktion und ein 
Fehlen von Xylose, Rhamnose und Fucose in Ganzzellhydrolysaten hinzu. Trotz dieser 
beträchtlichen Eingrenzung ist nach Weijman & al. (1988) die Gattung Candida nach 
wie vor heterogen und enthält Anamorphe der Endomycetaceae, Metschnikowiaceae, Sac­
charomycetaceae und Saccharomycopsidaceae. 

Untersucht wurden in der vorliegenden Arbeit Dekkera bruxel/ensis und Eeniella nana. 

Ambrosiozyma monospora mit 4-sporigen Asci, hutförmigen Ascosporen und septierten 
Hyphen wird von von Arx & van der Walt (1988) in die Ordnung der Ophiostomata­
/es (Cephaloascaceae) gestellt. 
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Wie die in Tabelle 1 zusammengestellten Daten zeigen, erweist sich die Zellwand-Neutral­
zucker-Zusammensetzung für ein breiteres Spektrum ,,klassischer" Hefe-Gattungen als 
sehr einheitlich. Es ließen sich zwei Typen feststellen: 

2.1.1. Mannose-Glukose-Typ: Als Zellwandkomponenten finden sich Mannan und ß­
Glucan (Bartnicki-Garcia 1970, Vega & Dominguez 1986). Dieser Typ dürfte 
nach Literaturangaben auch für Yarrowia lipolytica (Fenn.-, Urea. +, DDB -, EAS -, 
Co-Q 9; Vega & Dominguez 1986) und Candida albicans (Fenn.+, Urea-, DBB -, 
EAS -, Co-Q 9; Sullivan & al. 1983) vorliegen. 

2.1.2. Glukose-Mannose-Galaktose-Typ: Als Zellwandkomponenten sind für Schizosac­
charomyces pombe nachgewiesen: ß-Glucan, a-Glucan, Galaktomannan (Bush & al. 
1974, Horisberger & al. 1978). Nach Weijman (1979) findet sich dieser Typus auch 
in den Gattungen Dipodascus und Geotrichum (de Hoog & al. 1986). 

Alle in Tabelle 1 aufgeführten Gattungen mit Co-Q 6 lassen zusätzlich auch eine quantita­
tive Übereinstimmung in ihrem Zuckerspektrum mit Mannose als Hauptkomponente er­
kennen. 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die ,,klassischen" Hefen aufgrund des in dieser 
Arbeit untersuchten qualitativen und quantitativen Neutralzuckerspektrums der Zellwand 
einheitlicher sind als es der gegenwärtigen Taxonomie entspricht. Eine gut begründete 
Sonderstellung nehmen bisher nur die Lipomycetaceae und Schizosaccharomycetaceae 
ein. Neben morphologischen Merkmalen wie der Ascusbildung lassen sich die Lipomyce­
taceae auch durch ihre Zellwandzuckerkomponenten, die Bildung extrazellulärer amyloi­
der Substanzen, Wachstum auf 0,1 % Cycloheximid und einem Fehlen eines anaeroben 
Kohlenhydratabbaues sehr gut abgrenzen (Tabelle 1; Kreger-van Rij 1984, Weij­
man & al. 1988). Ihre sackförmig nach außen knospenden Asci sind zudem vortreffliche 
Beispiele für die Plastizität und Evolutionstendenzen des Ascomyceten-Hefemeiosporan­
giums auf der kokkalen Einzellerebene (vgl. Oberwinkler 1985). Neben unfixiert viel­
sporigen Ascusausstülpungen sind bei Lipomyces-Arten auch einsporige Formen bekannt 
(van der Walt & al. 1989). Die Dicke der Ascuszellwand kann dabei stark variieren 
(Kreger-van Rij 1984). Inwieweit solche einsporige, lipomycesartige Vorfahren auch 
für die Evolution von Basidiomyceten-Hefen von Interesse sein könnten, müssen zukünf­
tige Untersuchungen weiter abklären. 

Auf die großsystematische Zuordnung der Schizosaccharomycetaceae wird im folgenden 
näher eingegangen. Unter Berücksichtigung weiterer molekularer Merkmale sollte es mög­
lich werden, zu einer natürlicheren Systematik der Hefen zu gelangen (vgl. B alzi & al. 
1985, Kurtzman 1989, Lachance 1989, Phaff 1989). Jüngere molekulare Analysen 
über die Genanordnung auf der mt-DNS haben gezeigt, daß die Aufrechterhaltung der 
Gattung Eeniella unzureichend begründet erscheint (Clark-Walker & al. 1988). In 
gleicher Weise läßt sich die Berechtigung der Gattungen Pichia und Hansenula aufgrund 
einer verschiedenen Verwertung von Nitrat durch DNS/DNS-Hybridisierungsexperimente 
nicht weiter erhärten (Kurtzman 1984). 

In Schema 1 sind charakteristische Hefe-Typen der Basidiomyceten bzw. Hefen und 
Hefe-Typen, welche diesen phylogenetisch nahe stehen dargestellt. Die gewählte Anord­
nung soll, soweit dies gegenwärtig möglich ist, die Entstehung im Verlauf der Evolution 
widerspiegeln. Neben den in dieser Arbeit und denen von Dörfler (1990) und Laaser 
(1989) vorliegenden Daten, wurden auch die Arbeiten von Kreger-van Rij (1984), 
Oberwinkler (1985), Walker (1985), Gottschalk & Blanz (1985), Blanz & al. 
(1989) und Kurtzman (1989) berücksichtigt. Das Konzept der Hefe-Typen wurde ge-



236 Z. MYKOL. 56(2), 1990 

wählt, weil die bisher vorliegenden Zellwanddaten eine sehr ähnliche Gruppenbildung er­
kennen lassen, wie dies auch für die 5S rRNS bekannt ist (Sequenzcluster: Walker & 
Doolittle 1983). In der Regel sind die Grenzen bei den Zellwand-Typen breiter und 
beinhalten eine größere Zahl von Arten. Ei:ne Ausnahme bildet der Dacrymyces-Typ des­
sen Vertreter sich wie jene des Tremella-Typs im 5S rRNS Sequenzcluster 5 finden. Eine 
Abgrenzung dieses Typs wurde erst durch Hinzunahme eines physiologischen Merkmals 
möglich. Die Sequenzcluster 1 und 2 (mit Typ A Struktur) ließen sich mit dem Zellwand­
merkmal bisher nicht weiter auflösen. 

Eine Zusammenfassung der den einzelnen Hefe-Typen zugeordneten Arten und Gattungen 
zu taxonomischen Gruppierungen höherer Ordnung (Ordnung oder Klasse z.B. Protomyce­
tales: Protomyces, Taphrina usw.) liegt nahe. Nach unserer Auffassung sollte dies aber 
erst nach einer umfassenderen Kenntnis möglicher Übergangssippen und unter Einbezug 
von Daten zur Ultrastruktur erfolgen. Es wurde deshalb zunächst in den vier vorliegenden 
Arbeiten dieser Publikationsserie darauf verzichtet. Allein den Schizosaccharomycetales 
wurde bisher der Rang einer Ordnung zugebilligt. Das in Tabelle 1 wiedergegebene quali­
tative und quantitative Zellwandneutralzuckerspektrum (Octosporomyces octosporus, 
Schizosaccharomyces pombe) und die im folgenden genannten, weiteren Merkmale recht­
fertigen nach unserer Auffassung eine Ausgliederung der Schizosaccharomycetaceae aus 
den Endomycetales sensu von Arx & van der Walt (1988). 

2.2. Schizosaccharomycetales: 

Die Schizosaccharomycetales wurden aufgrund der folgenden Merkmale als kokkale Ver­
treter in die weitere Verwandtschaft der Basidiomyceten gestellt: 

a) Signifikante Unterschiede zu S. cerevisiae in Gentranskription und Regulation (Balzi 
& al. 1985, Russell & Nurse 1986, Erard & al. 1988). 

b) Signifikante Unterschiede im Zellteilungszyklus Sch. pombe entspricht weitgehend hö­
heren Eukaryonten Gl, S, G2 und M-Phase; S. cerevisiae Spindelpolkörperchen-Verdopp­
lung und Spindelbildung in S-Phase; Russell & Nurse 1986, Erard & al. 1988). 

c) 5S rRNS zeigt größere Ähnlichkeit zu Protomyces (Walker 1985). Konservative 
Teilbereiche der 18S und 26S rRNS von Sch. pombe weisen im Vergleich mit S. cerevi-

Abb. 1. Hefen und Hefe-Stadien: Schizosaccharomycetales - Protomyces Typ. 
a) Octosporomyces japonicus: Stadien der Endosporenbildung (vgl. Abb. 2f); Insert: sich teilende Zelle (Spal­
tung). 
b) Protomyces pachydermus 
c) Taphrina polystichii 
d) T. vestergrenii 
e) T. amentorum 
f) T. /etifera 
b--f Kulturen aus logarithmischen Wachstumsphase (GYP-Medium). 

Fig. 1. Schizosaccharomycetales - Protomyces-type: yeasts and yeast stages. 
a) Octosporomyces japonicus: endospore formation ( compare Fig. 2f); insert: vegetative propagation by splitting. 
b) Protomyces pachydermus 
c) Taphrina polystichii 
d) T. vestergrenii 
e) T. amentorum 
f) T. letifera 
b--f cultures from the logarithmic growth phase (GYP-medium). 
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Abb. 1. 
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siae, Pichia stipitis und Pachysolen tannophilus signifikant höhere Nukleotidaustauschra­
ten auf (Kurtzman 1989). 

d) Zellwandaufbau ähnlich Taphrina (ex-Glucan, ß-Glucan, Mannan als Heteropolysaccha­
rid; Petit & Schneider 1983). 

e) physiologische Charakteristika: Urease+, Coenzym Q 9 und 10 (Tabelle 1) bzw. kein 
Ubichinon nachweisbar: Hasegawaea (Yamada & Banno 1989). 

f) vegetative Zellteilung (Abb. la). Morphologisch sehr ähnliche Teilungsstadien wurden 
von Kobayasi & Tubaki (1965) bei Holtermannia corniformis und von Prillinger 
(1988) bei den Homobasidiomyceten-Hefen von Collybia tuberosa gezeigt. 

Die Basisstellung der Schizosaccharomycetales in Schema 1 läßt sich rechtfertigen mit der 
in dieser Gruppe noch verbreiteten Fähigkeit zur Fermentation (Tabelle 1). Arbeiten von 
Olson & al. (1978) und Hirata & Tanaka (1982) machen bei S. pombe das Fehlen 
von synaptischen Komplexen in meiotischen Zellkernen glaubhaft. In Strukturanalysen 
einer hochgradig variablen Region der 28 S rRNS konnten Blanz & al. (1989) zeigen, 
daß in dem Molekül von S. cerevisiae, Sch. pombe, Taphrina deformans und T. vestergre­
nii eine Insertion von 30 Basenpaaren fehlt, welche bei allen typischen 
Basidiomyceten-Hefen (Rhodosporidium toruloides, Septobasidium carestianum, Micro­
stroma juglandis, Ustilago hordei und Exobasidium vaccinii) vorhanden ist. 

Die Schizosaccaromycetales umfassen zur Zeit eine Familie (Schizosaccharomyceta­
ceae Beijerinck; von Arx & van der Walt 1988) mit drei verschiedene Gattungen 
(Schizosaccharomyces: Co-Q 10, Octosporomyces: Co-Q 9 und Hasegawaea: kein Co-Q 
nachweisbar; Yamada & B anno 1989). Die Eigenständigkeit der Gattung Octosporo­
myces (Kudriavzev 1960) wird auch durch das in Tabelle 1 wiedergegebene quantita­
tive Zellwandneutralzuckerspektrum weiter erhärtet (Yamada & B anno 1989). Phylo­
genetische Beziehungen der Gattungen Dipodascus und Geotrichum zu den Schizosaccha­
romycetales bleiben weiter abzuklären. 

2.3. Protomyces-Typ: 
Im Protomyces-Typ sind bisher alle untersuchten Vertreter der Protomycetaceae und 
Taphrinaceae enthalten (Abb. 1). Eine Trennung der Gattungen Taphrina und Protomyces 
auf Ordnungsebene (Kramer 1988) läßt sich bisher durch kein molekulares Merkmal 
rechtfertigen (vgl. Tabelle 2, Eijk & Roeymans 1982, Gottschalk & Blanz 1985). 

Während sich bei allen Vertretern der Protomycetaceae die Chlamydosporen noch an viel­
kernigen interzellulären Hyphen im Wirtsgewebe finden, treten sie bei den Taphrina-Arten 
an die Oberfläche in den Bereich der Epidermis oder unterhalb der Cutikula (Abb. 2). Die 
Gattung Taphridium mit einer zusammenhängenden, subepidermalen Schicht von Chla­
mydosporen nimmt eine phylogenetisch interessante Zwischenstellung ein (Abb. 3). Wir 
teilen die Auffassung von Juel (1902, 1921), welcher die Chlamydosporen der Protomy­
cetaceae als den ascogenen Zellen der Taphrina-Arten homologe Organe erachtet (Abb. 
2). Im Unterschied zu den vielkernigen Protomycetaceae bilden die Taphrina-Arten dika­
ryotische Myzelien aus (Mix 1949). Innerhalb der Ascomyceten ist dies bisher nur noch 
für die Ophiostomatales (von Arx & van der Walt 1988) bekannt. In jungen Mycelien 
von T. bullata wurden von Juel (1921) aber auch mehrere Kernpaare pro Hyphenkom­
partiment gefunden (vgl. Coemansia: Prillinger 1984). Hinweise auf eine Konjuga­
tionsreaktion gibt es bei Protomyces (Büren 1915, 1922, Tubaki 1957). Die Mehrzahl 
der Taphrina-Arten scheint hingegen homothallisch zu sein, trotz eingehenderer Untersu­
chungen wurden Kopulationsstadien bisher nur bei T. epiphylla (Wieben 1927) und T. 
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deformans (Mix 1935) beobachtet. Eine genauere Analyse des Fortpflanzungssystems 
liegt für beide Gattungen nicht vor. 
Prillinger (1987) erachtet unfixiert vielkemige Hyphensysteme als ursprünglich und 
führt aufgrund seiner Beobachtungen bei der Ascusbildung von T. sadebeckii - Aufreißen 
der äußeren Wand der ascogenen Zelle (Abb. 2; vgl. Juel 1921, Mix 1949) - die 
Ascusbildung der Taphrina-Arten auf siphonale Keimstadien von Chlamydosporen zu­
rück. Die in der vorliegenden Arbeit auf der kokkalen Hefe-Stufe nachgewiesene enge 
Verwandtschaft der beiden Gattungen Protomyces und Taphrina erhärtet diese Interpreta­
tion (Tabelle 2). Wir teilen dabei nicht die Auffassung von Juel (1902), daß ein Fehlen 
morphologischer Sexualorgane bei Protomyces und Taphrina im Sinne einer Reduktion zu 
deuten ist (vgl. Prillinger 1987). 

Siphonale Keimstadien mit Längen bis zu 280 µm wurden bei verschiedenen 
Protomyces-Arten von Tubaki (1957) dokumentiert. Da bei den Taphrina-Arten zudem 
die für viele Euascomycetes charakteristischen Ascus-Vesikel nicht gefunden wurden 
(B eckett 1981), erachten wir es als sinnvoller den Ascus der Taphrina-Arten als siphona­
les Keimstadium mit meiotischen Endosporen zu betrachten. Syrop & Beckett (1972) 
konnten zeigen, daß die Sporenwand der Endosporen bei Taphrina direkt aus Einstülpun­
gen der Cytoplasmamembran hervorgeht. Diesem siphonalen Keimstadium von Chlamy­
dosporen kommt die Funktion eines Meiosporangiums zu, welches eine Höherentwicklung 
von einer unfixierten Vielzahl von Meiosekemen (Protomyces) zu einem einzigen meioti­
schen Zellkern - fixiertes Meiosporangium der Taphrina-Arten - erkennen läßt. Vielker­
nige Meiosporangien Mutterzellen (,,ascogene Zellen") sind auch für die auf Farnen parasi­
tierenden Arten Mixia osmundae und Taphrina higginsii bekannt (Mix 1947, Kramer 
1958). 

Wir teilen die Auffassung von Savile (1955, 1968), daß sich die Protomycetaceae über 
die auf Osmundaceae parasitierende Gattung Mixia sinnvoll an siphonale Zygomyceten 
anschließen lassen. Die in den siphonalen Keimsporangien von M ixia osmundae noch 
erhaltene Columella liefert Savile (s.o.) ein morphologisch gutes Indiz hierfür. 
Aus dieser Sicht scheint auch der signifikante Fucose-Gehalt der Zellwand vo~ Taphrina 
vestergrenii interessant. Diese Art kommt parasitisch auf Farnen vor (Dryopteris filix-mas; 
Tabelle 2, Abb. ld). Von Weijman (1977) wurde Fucose in Ganzzellhydrolysaten von 
Mucor mucedo nachgewiesen. Da Fucose bei keiner weiteren Protomyces- und 
Taphrina-Art gefunden wurde, erachteten wir das Hefe-Isolat von T. vestergrenii zunächst 
als Kontaminante. Durch eine elektrophoretische Auftrennung der Zellwandproteine 
konnte Dörfler (1990) diesen Verdacht nicht bestätigen. T. vestergrenii zeigte die für 
die Gattung Taphrina charakteristischen Proteinbanden. 
Eine von Goto & al. (1987) vermutete nahe Verwandtschaft von Taphrina-Arten mit der 
imperfekten (anamorphen) Hefe Saitoella complicata läßt sich durch die in der vorliegen­
den Arbeit erzielten Daten nur eingeschränkt weiter erhärten. Zwar stimmen die physiolo­
gischen Daten (Ausnahme: EAS -; vgl. wenige schwach EAS + Taphrina-Arten sowie T. 
purpurascens EAS - Laaser 1989), das Coenzym Q (10), der DBB-Test (-) und die 
Ultrastruktur der Zellwand (zweischichtig; enteroblastische Knospung) von Saitoella und 
Taphrina-Arten weitgehend überein, nach Sugiyama & al. (1985) wurden aber für Sai­
toella nur sehr geringe Rhamnosemengen gefunden (1-2%; vgl. Tabelle 2). Da Sugi­
yama & al. (1985) für ihre Untersuchungen Ganzzellhydrolysate verwendeten, welche 
nach unserer Erfahrung einen höheren Rhamnosegehalt vortäuschen (vgl. Werte für Rho­
dosporidium-Arten Prillinger & al. 1990a und Daten von Sugiyama & al. 1985), 
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Abb. 2. Stadien der Endosporenbildung bei Taphrina sadebeckii. 
a) Chlamydosporen (ascogene Zellen) im Bereich der unteren Blattepidermis. 
b) Aufreißen der äußeren Chlamydosporenwand. 
c, d) Austreten des siphonalen Keimschlauches. 
e, f) Endosporenbildung im jungen Meiosporangium. 

Fig. 2. Taphrina sadebeckii: endospore formation. 
a) chlamydospores (ascogenous cells) between epidermis cells. 
b) rupture of the outer chlamydospore wall. 
c, d) appearance of a „siphonal" germination tube. 
e, f) endospore formation within a juvenile meiosporangium (ascus). 

Z. MYKOL. 56(2), 1990 
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sollten die Rhamnose Daten für Saitoel/a an gereinigtem Zellwandmaterial nochmals ana­
lysiert werden. Die zentrale Bedeutung dieses Charakter-Zuckers für den Protomyces-Typ 
geht aus Tabelle 2 hervor. 

Die in Schema 1 zum Ausdruck gebrachte, sehr ursprüngliche Stellung des 
Protomyces-Typs läßt sich durch folgende Daten belegen: 

Das Wirtsspektrum der Protomyces- und Taphrina-Arten reicht von höchstentwickelten 
Angiospermen (Asteraceae) bis zu sehr ursprünglichen Gruppen von Farnen wie die Os­
mundaceae. Wedelreste mit Sporangien von Vertretern der Osmundaceae (Discopteris, 
Todeopteris, Kidstonia) sind aus dem Oberkarbon mit einem Alter von ca. 300 Millionen 
Jahre bekannt (Mägdefrau pers. Mitt.). Strukturerhaltene Stämme (Thamnopteris, Za­
lesskya) kennt man seit dem Perm. Wir teilen die Auffassung von Dietel (1904), daß 
sich obligat parasitische Beziehungen bereits in der noch plastischen Frühphase der Fami­
lien-Differenzierung etabliert haben (Boehm & McLaughlin 1989). Verschiedene 
morphologische Merkmale von Mixia osmundae, dem einzigen Vertreter der Protomyceta­
ceae mit Columella und passiver Sporenfreisetzung (Kramer 1958) erhärten dies weiter. 
Nach Kramer (1958) weist die Gattung Mixia sowohl Merkmale der Protomycetaceae 
als auch Taphrinaceae auf. Aufgrund ihres vielkernigen, wenig septierten Myzels und 
großer Ähnlichkeiten im Verlauf der Sporenbildung wird Mixia von Kramer (1958) zu 
den Protomycetaceae gestellt. 

Innerhalb der Angiospermen finden sich die Taphrina-Arten fast ausschließlich auf den 
ursprünglichen holzigen Vertretern mit einer Ausnahme: T. potentillae auf krautigen 
Geum- und Potentilla-Arten (Mix 1949). Protomyces, Protomycopsis und Taphridium 
hingegen parasitieren auf phylogenetisch sehr jungen krautigen Vertretern der Asteraceae, 
Cichoriaceae und Apiaceae. Vertreter der Protomycetaceae kommen damit sowohl auf 
sehr ursprünglichen Wirten (Osmundaceae) als auch extrem abgeleiteten Wirten (Apia­
ceae, Asteraceae und Cic!wriaceae) vor. Das enorm breite Wirtsspektrum einerseits und 
andererseits das Vorkommen eines sehr ähnlichen qualitativen und quantitativen Neutral­
zuckerspektrums gereinigter Hefozellwände, ein weitgehend identisches Ubichinon­
System (Q-10), die Bildung von EAS und eine nahezu übereinstimmende Primär- und 
Sekundärstruktur der 5S rRNS (Walker 1985, Gottschalk & Blanz 1985) unter­
streichen den phylogenetisch ursprünglichen Charakter der kokkalen Organisationsstufe(= 
Hefe) bei Protomyces- und Taphrina-1\rten (Qberwinkler 1977, 1985, Prillinger 
1987). Kaum untersucht wurde bisher die Frage, inwieweit sich aµf der kokkalen Organisa­
tionsstufe das dünnwandige vegetative Hefästadium imf ein mijßfä:berw~ise phylgßeqe­
tisch älteres, derbwandiges, kokkales Eim;ellerswiiU!ll mit Pauer§pornnrnpktion :z;yrüc;lc­
ftihren läßt. 

Die Existenz signifikant dickerer, meht'§cbightiger ~llw!mde b@j Zygomyceten-Hefen, 
welche bei der Knospung noch häufig unre&eltllä13i& zerreißen., waren lange ein Grbnd, 
Zygomyceten-Hefen aus den Hefen auszYklammom (Fgrnt ~ Prillinger 1988, Forst 
& Prillinger unveröffentlicht), Untersuah1msen iµr Ultrl!§truk~r der ßefeknospung von 
Lara & Bartnicki ~Oareia (1974) haben fUr Rhiwpus (M1tcor) rouxii aber deutlich 
gemacht, daß die Knospung weitsehend mit dern für B~idiomyceten-Hefen charakteristi­
schen Typ übereinstimmt (Kreger~van Rij ~ V~arnhui§ l~7l), Auf ~ine ql!h~re. 
Verwandtschaft der Zygo- und ß!l§idlomycete11-l-fflfän wei§t aµch der fllr Myrnrypoo­
Hefen positive DBB-Test hin (Kraep,Hn pers, MitwU1mg), 
Die phylogenetische Herkunft der AscomyGeten°Hefen i§t iYr ~it hiP~@ß~n Wtlitß@b~n4 
unklar. Biochemische Untersuchungen der l&U.w~ml voq A§~o§pgr~n Yrnl Vtlßetätiv~n H@­
fezellen bei Saccharomype,s cerevlstqe deuten 3Qer auch hier auf eine mögliche Herkunft 
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der vegetativen Hefe-Stadien von derbwandigen Dauerformen hin (Breitenbach pers. Mit­
teilung). Über diesen Weg lassen sich zudem die Chitinpilze mit einem ontogenetischen 
Hefestadium (Zygo-, Asco- und Basidiomyceten) problemlos an phylogenetisch ursprüng­
lichere Sippen mit einer nackten vielkernigen vegetativen Plasmodiumphase anknüpfen 
(vgl. rhizopodiale Organisationsstufe: Prillinger 1987). Auf die Vielkemigkeit der Zy­
gomyceten-Hefen weisen Forst & Prillinger (1988) hin. Zellwandlose, vielkemige, 
hyphenähnliche Stadien, welche derbwandige Dauersporen - kokkale Organisation - aus­
bilden, sind auch für die parasitische Gattung Coe/omyces (Chytridiomycetes) bekannt 
(Bland & Couch 1985). Fest steht, daß in älteren Hefekulturen von Protomyces und 
Taphrina solche derbwandigen Ein,?:ellerstadien auftreten. 

Von den Taphrinaceae sind zur Zeit ca. 97 Arten weltweit bekannt, bei den Protomyceta­
ceae sind es etwa 19 (Mix 1949, Tubaki 1957). 

Inwieweit der hohe Glukose Gehalt in den Zellwänden der rezenten Protomyces- und 
Taphrina-Arten auf ein Vorliegen von Heterobathmie hinweist, läßt sich zur Zeit noch 
schwer abschätzen. Die deutlich tieferen Werte für das untersuchte Isolat von 0phiostoma 
deuten zunächst darauf hin. Sie bedürfen aber einer weiteren Bestätigung. 

In ähnlicher Weise dürfte sich auch das Fehlen von Haustorien bei den meisten 
Taphrina-Arten erklären lassen (Mix 1949, Marte & Gargiulo 1972). Feststeht, daß 
sich Haustorien noch bei verschiedenen Taphrina-Arten auf Farnen (T. laurencia: Giesen­
hagen 1892, T. higginsii, Mi.xia osmundae: Mix 1947) sowie einer Taphrina-Art auf Zingi­
beraceae (T. maculans: Butler 1911) finden lassen. 

Die Nucleotid-Sequenzen der 5S und 28S rRNS (Walker 1985, Gottschalk & 
Blanz 1985, Blanz & al. 1989, Kurtzman 1989) sowie die Spindelpolkörper mitoti­
scher Zellkerne (Heath & al. 1988) sind weitere wichtige Merkmale, welche die sehr 
ursprüngliche Stellung der Organismen des Protomyces-Typs rechtfertigen. 

Aufgrund dieser phylogenetisch primitiven Stellung der Vertreter des Protomyces-Typsim 
Stammbaum der Basidiomyceten stellt sich die Frage, inwieweit sich nicht auch Frucht­
körper bildende Ascomyceten auf diesen Typ zurückführen lassen. Nach De Hoog & 
Scheffer (1984) und Weijman & de Hoog (1985; vgl. Samuels & Müller 1979) 
ist Rhamnose ein charakteristisches Differenzierungsmerkmal um die Gattung 0phiostoma 
von der Gattung Ceratocystis abzutrennen (vgl. Weijman & de Hoog 1975). Wir 
haben deshalb ein 0phiostoma-Isolat aus älteren Fomitopsis pinicola Fruchtkörpern in 
unsere Zellwanduntersuchungen miteinbezogen. Die Art wurde zunächst von Helfer als 0. 
epigloeum (Guerro) de Hoog bestimmt. Constantinescu & Ryman (1989) haben 
diese Art inzwischen von anderen 0phiostoma-Arten abgegrenzt und als 0 . polyporicula 
beschrieben. Nach Helfer (pers. Mitteilung) stimmt seine Aufsammlung in den morpho­
logischen Merkmalen mit 0 . polyporicola überein. 0. polyporicola ließ sich wie folgt 
charakterisieren: GLC 43% MAN 32% RHA 26 % (vgl. Dörfler 1990). Das qualitative 
Neutralzuckerspektrum entspricht damit weitgehend dem Protomyces-Typ. Interessant ist 
der im Vergleich zu Protomyces- und Taphrina-Arten niedrige Glukose- und hohe Manno­
se-Gehalt. Bei einer größeren Zahl von 0phiostoma-Arten wurde von Weijman & De 
Hoog (1985) auch Galaktose nachgewiesen. Da 0phiostoma-Arten in ihren Zellwänden 
einen geringen Zellulose-Anteil enthalten, welcher mit der in dieser Arbeit angewandten 
Methodik nicht erfaßt wurde, bleibt die Abklärung verwandtschaftlicher Beziehungen zwi­
schen Protomyces- und Taphrina-Arten einerseits und 0phiostoma-Arten andererseits zu­
künftigen Untersuchungen vorbehalten (Weijman 1976). Zumindest für verschiedene 
Protomyces-Arten ist eine positive Chlor-Zink-Jod Reaktion als Indiz für Zellulose von 
Chlamydosporen und Hyphen bekannt (Büren 1917, Tubaki 1957). 
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Abb. 3. Interpretation der „Ascusbildung" bei Taphrina als siphonaler Keimschlauch mit Endosporen. 

Fig. 3. A novel interpretation of „ascus formation" in Taphrina. Ascus: ,,siphonal" germtube producing endospo­
res. 
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Zusammenfassung: Molekulare Daten (Zellwandzucker, Bildung von EAS, 5S rRNS, 
Co-Q, Carotinoide) des kokkalen Einzellerstadiums (Hefe) sprechen zugunsten einer na­
hen Verwandtschaft der Protomycetaceae und Taphrinaceae. Aufgrund eines sehr breiten 
Wirtsspektrums (Osmundaceae bis Asteraceae) darf auf ein hohes phylogenetisches Alter 
der Hefe-Stadien von Protomyces- und Taphrina-Arten geschlossen werden. Illre morpho­
logisch nur wenig differenzierten Myzelien nehmen eine sehr ursprüngliche Stellung im 
Stammbaum der Basidiomyceten ein. Von dem Protomyces-Typ dürften sich sowohl Basi­
diomyceten als auch Fruchtkörper-bildende Ascomyceten ableiten. In mehreren wichtigen 
Hefe-Merkmalen (DBB-Test, zweischichtige Zellwand im EM. von Arx & al. 1982 ) 
entsprechen die Vertreter des Protomyces-Typ noch den Ascomyceten. 

Für ein Verständnis der Höherentwicklung von Ascomyceten mit Endosporen zu Basidio­
myceten mit exogenen Sporen liefern Sadebeck (1884) und Oberwinkler (1985) 
deutliche Hinweise (Abb. 3). Sadebeck kann bei Taphrina carpini zeigen, daß einzelne 
Asci, in destilliertes Wasser getaucht, nach außen Hefeknospen abgeben. Ein morpholo­
gisch sehr ähnliches Vorkommen von endogenen und exogenen Sporen ist in der Gattung 
Aureobasidium verbreitet (Hermanides-Nijhof 1977). A. pu//ulans (Pr 1987/4) ent­
spricht in seinem qualitativen und quantitativen Zellwand-Neutralzuckerspektrum weitge­
hend den Schizosaccharomycetales (Glc: 81, Man: 14, Gai: 3, Ara: 1 %). 
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~cjleme L Y~ll,St-types iq flle Basidio!!lycetes. 
Phylqj!~neµc iql(?rpretation with a summary of characteri stic morphological, anatomic, physiological, and molecu­
lar features . 
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