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Abstract: In this and three further papers 205 yeasts and yeast states of Basidiomycetes and presumed
relatives were investigated comparatively on the basis of the carbohydrate (neutral sugars) pattern 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, especially from the qualitative and quantitative cell wall carbohydrate pattern. The different yeast
types correspond well with 5S rRNA clusters known from the literature. 58 strains clustered within the
Ustilago-type comprising the phragmobasidial smut fungi parasitizing monocotyledonous hosts (Ustilago
s.str., Sporisorium, Moesziomyces, Schizonella, Farysia), the Tilletiales (Tilletia, Entyloma), the Exoba-
sidiales, the Cryptobasidiales (Microstroma), and some anamorph yeasts (Tilletiopsis, Sterigmatomyces).
The main characteristics of the Ustilago-type are: 1. The absence of EAS; 2. The dominance of glucose,
presence of galactose and small amounts of mannose (absence of xylose) in the cell wall of yeast states.
3. A positive DBB-reaction and urease-activity. The predominance of glucose in the cell wall - similar to
hyphal states of Homobasidiomycetes -, a type B secondary structure of the 5S rRNA and the partial
occurrence of the complex hetero-bifactorial (A-factor: extracellular function, few, commonly two alle-
les; B-factor: intracellular function, multiple alleles) mating system (U. maydis, U. filiformis) in parasitic
smut species suggest that the Ustilago-type is derived in comparison with the Microbotryum-type. The
concept of a ,,yeast-basidium“ as a simple basidiomycetous meiosporangium is introduced to understand
the close phylogenetic relationship of Graphiolales and Ustilaginales s. str. (pseudotrichal, phragmoba-
sidial smuts of monocots) detected by methods of molecular systematics (e.g. cell wall sugars, 5S rRNA
sequences, absence of EAS, ferrichromes). The close relationship of the Tilletiales especially Entyloma
species with the Exobasidiales as indicated by the cell wall carbohydrate pattern and 5S rRNA sequences
gives support to the concept that simple holobasidia (e.g. Microstroma, Exobasidium) have evolved via
,,siphonal“ germination tubes of chlamydospores (Tilletia, Entyloma). The plastic simple holobasidium at
the beginning of the ontogenesis in Entyloma and Tilletia reappears but in a less plastic form at the end
of the ontogenesis in the Exobasidium-species. This was further corroborated by the unfrequent occur-
rence of transversely septate phragmobasidia in Exobasidium karstenii.
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Zusammenfassung: An 205 Hefen und Hefe-Stadien von Basidiomyceten und den Basidiomyceten
nahestehenden Organismen wurden die folgenden Merkmale untersucht: a) qualitatives und quantitatives
Neutralzuckerspektrum gereinigter Hefezellwinde; b) Urease-Aktivitit; c) Diazonium-Blau B-Test; d)
Bildung von extrazellulidren amyloiden Substanzen (EAS); e) Fermentation von Kohlenhydraten; f) Ubi-
chinon-Spektrum. Aufgrund der dabei erzielten Ergebnisse lassen sich die untersuchten Hefe-Stimme
fiinf Hefe-Typen zuordnen. Im einzelnen sind dies: 1. Protomyces-Typ, 2. Microbotryum-Typ, 3. Usti-
lago-Typ, 4. Dacrymyces-Typ und 5. Tremella-Typ. Diese Einteilung in Hefe-Typen, iiberwiegend auf-
grund des qualitativen und quantitativen Neutralzuckerspektrums von gereinigten Hefezellwinden (kok-
kales Einzellerstadium), korreliert sehr gut mit den bisher bekannt gewordenen Sequenz-Clustern der 5S
TRNS. Dem Ustilago-Typ lieBen sich bisher 58 Stimme zuordnen. Im einzelnen sind dies: Die phragmo-
basidialen Brandpilze von monokotylen Wirtspflanzen (Ustilago s. str., Sporisorium, Moesziomyces,
Schizonella, Farysia), die Tilletiales (Tilletia, Entyloma), die Exobasidiales, die Cryptobasidiales (Mi-
crostroma) und einige anamorphe Hefe-Gattungen (Tilletiopsis, Sterigmatomyces). Die folgenden
Merkmale sind charakteristisch fiir den Ustilago-Typ: 1. Ein Fehlen extrazellulidrer amyloider Substan-
zen; 2. Als Zellwandzucker dominiert Glukose, daneben finden sich Galaktose und meist kleinere Men-
gen an Mannose (Xylose fehlt); 3. Ein positiver Urease- und DBB-Test. Im Vergleich mit dem Microbo-
tryum-Typ weisen die folgenden Merkmale auf eine phylogenetisch hhere Entwicklung der Vertreter
des Ustilago-Typs hin: 1. Die Zellwand-Neutralzucker-Zusammensetzung mit einem Vorherrschen von
Glukose entspricht weitgehend dem fiir Hyphen von Homobasidiomyceten bekannten Daten; 2. Die
Priméir- und Sekunkir-Struktur (Typ B) der 5S rRNS; 3. Das teilweise Vorkommen eines komplexen
hetero-bifaktoriellen Fortpflanzungssystems (A-Faktor: extrazelluldre Funktion, wenige, meist nur zwei
Allele; B-Faktor: intrazelluére Funktion, multiple Allelie) bereits bei parasitischen Vertretern (U. filifor-
mis, U. maydis). Die iiber molekulare Merkmale (Zellwandneutralzucker, Fehlen von EAS, 5S rRNS
Primér- und Sekundirstruktur, Ferrichrome) nachgewiesene nahe Verwandtschaft der Gattungen Gra-
phiola und Ustilago s. str. deutet darauf hin, daB kokkale Einzellerstadien, welche sich bei urspriing-
lichen Basidiomyceten noch héufig am Beginn und am Ende der Ontogenese finden, die einfachsten und
phylogenetisch urspriinglichsten Meiosporangien der Basidiomyceten gewesen sein konnten. Diese kok-
kalen Meiosporangien wurden bei Graphiola und verschiedenen Ustilago-Arten als Hefebasidien be-
zeichnet. In gleicher Weise stiitzen die oben genannten molekularen Merkmale das Konzept, daB sich die
Holobasidien der Microstroma- (Cryptobasidiales), Entyloma- (Tilletiales) und Exobasidium-Arten
(Exobasidiales) aus siphonalen Keimstadien von Chlamydosporen entwickelt haben. Sie werden als
weinfache Holobasidien dem im Tremella-Typ dargelegten ,.komplexen Holobasidien“ gegeniiberge-
stellt. Letzteres Konzept wird durch das sporadische Vorkommen querseptierter Phragmobasidien bei E.
karstenii weiter erhirtet.

In zwei vorausgegangenen Arbeiten wurden mit dem Protomyces- und Microbotryum-Typ
zwei Hefe-Typen vorgestellt, denen eine Basisstellung innerhalb der Basidiomyceten zu-
kommt (Prillinger & al. 1990a,b). Wihrend sich von dem Protomyces-Typ wahrschein-
lich auch noch Fruchtkérper bildende Ascomyceten wie die Ophiostomatales ableiten las-
sen, sind die untersuchten Hefen des Microbotryum-Typs aufgrund der Gegenwart von
Urease, eines positiven DBB-Test (Deml 1988, Prillinger & al. 1990b), einer lamel-
laren Zellwandultrastruktur (Kreger-van Rij & Veenhuis 1971), einer mitotischen
Kermnteilung in der Tochterzelle (McCully & Robinow 1972a,b) und der Primér- und
Sekundérstruktur der ribosomalen Nucleinsduren (5S rRNS; Gottschalk & Blanz
1985, Blanz & Gottschalk 1986, Blanz & Unseld 1988, Wolters & Erdmann
1988) eindeutige Basidiomyceten. Ahnliches gilt fiir die in dieser Arbeit untersuchten Ver-
treter des ,,Ustilago-Typs*“. Aus dem qualitativen und quantitativen Neutralzuckerspektrum
gereinigter Hefezellwinde lassen sich die folgenden Charaktermerkmale des Microbo-
tryum-Typs ableiten: 1. Ein Vorherrschen von Mannose gegeniiber Glukose, 2. Die Ge-
genwart von Fucose als Differenzierungszucker (Prillinger & al. 1990b). Parasitische
und ,,saprophytische* Brandpilze des Microbotryum-Typs lassen sich iiber diesen Weg
sehr gut von den in dieser Arbeit untersuchten Brandpilzen des Ustilago-Typs abgrenzen.
Xylose als Differenzierungszucker des Dacrymyces- und Tremella-Typs fehlt in den Hefe-
zellwinden der Vertreter des Microbotryum- und Ustilago-Typs. Mit dem
Dacrymyces-Typ haben die beiden Brandpilz Hefe-Typen das Fehlen von extrazellulidren
amyloiden Substanzen gemeinsam. Letztere finden sich nur im Protomyces- und
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Tremella-Typ und einer kleinen Gruppe von Ascomyceten-Hefen, den Lipomycetaceae
(Kreger-van Rij 1984, Prillinger & al. 1990a, 1991).

Material und Methoden

Stimme: Es bedeuten CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures; IFO: Institute for Fermentation Osaka;
WEIL Stammsammlung Weimar; FO: Kollektion (Koll.) F. Oberwinkler; GD: Koll. G. Deml (beide Tiibingen);
PB: Koll. P. Blanz (Bayreuth); Pr: Koll. H. Prillinger.

Graphiolales: Graphiola phoenicis (Moug.) Poiteau, GD 1632;

Ustilaginales s. str.: Ustilago avenae (Pers.) Rostrup et March, WEI U 10-1; U. esculenta P. Hennings, GD 1749;
U. filiformis (Schrank) Rostrup, GD 464, Pr 1987/50, Pr 1987/70; U. grandis Fr., CBS 174.24; U. hordei (Pers.:
Pers.) Lagerh., CBS 343.32; U. maydis (DC.) Corda, CBS 363.33, Pr 1986/73, Pr 1987/46, Pr 1987/75, Pr
1987/76; U. syntherismae (Schw.) Peck, IFO 8995, Pr 1987/77,;

Farysia thuemenii (A. Fischer v. Wald.) Nannf., GD 1049.01, CBS 112.23 (als F. olivacea);
Schizonella cocconii (Morini) Liro, Pr 1987/45; Sch. melanogramma (DC.) Schroet., CBS 174.42;

Sporisorium destruens (Schlecht.) Vanky, CBS 327.33; Sp. schweinfurthiana (Thuem.) Sacc., CBS 317.32; Sp.
transfissum (Tul.) G. Deml GD 1529;

Moesziomyces bullatus (Schréter) Vanky, Pr 1988/36

Exobasidiales: Exobasidium bisporum Sawada, IFO 9942; E. gracile (Shirai) Sydow, IFO 7788; E. japonicum
Shirai, IFO 9957, IFO 30756; E. juelianum Nannf., Pr 1986/58, Pr 1986/60, Pr 1986/185; E. cf. juelianum Nannf.
(als E. myrtilli Siegm. erhalten) PB 4143; E. karstenii Sacc. et Trott., FO 25009, Pr 1986/149, Pr 1986/151; E.
pachysporum Nannf., Pr 1987/129; E. rhododendri (Fuck.) Cramer, FO 31704, PB 2857.¢; E. rostrupii Nannf.,
PB 3275; E. symploci-japonicae Kusano et Tokubuchi IFO 7790; E. vaccinii (Fuck.) Woronin, FO 24017, Pr
1986/57, Pr 1986/178, Pr 1987/101, Pr 1987/121, Pr 1987/125, PB 393; E. warmingii Rostr., FO 23895.

Tilletiales: Entyloma gaillardianum Vénky, Pr 1988/23.

Tilletiopsis: Tilletiopsis lilacina Tubaki, IFO 6832; T. washingtonensis Nyland auf Mycelium von Asterophora
Iycoperdoides (Moser b Medium) leg. Laaser, det. Boekhout Pr 1983/2 ; T. minor Nyland, IFO 6905; T. minor
Nyland var. flava Tubaki, IFO 6833; T. spec., GD 6A, Pr 1986/54 (Kontaminante bei Isolation von Exobasidium
rhododendri).

Microstroma: Microstoma album (Desm.) Sacc., CBS 654.85; M. juglandis (Bereng.) Sacc., Pr 1987/32, Pr
1987/103.

Sterigmatomyces: Sterigmatomyces halophilus Fell, CBS 4609.

Die Wirtspflanzen der parasitischen Arten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Lebendkulturen aller untersuchten Orga-
nismen wurden in der Mikroorganismensammlung der RBF (A-3430 Tulln, Reitherstr. 21-23; Osterreich) hinter-
legt.

Detailliertere Substrat- und Fundangaben zu diesen Stimmen finden sich bei Laaser (1989), Dorfler (1990).
Eine ausfiihrliche Beschreibung der physiologischen Hefe-Charakterisierung, der qualitativen und quantitativen
Zellwand-Neutralzuckeranalysen und der Bestimmung des Ubichinons findet sich im Teil I dieser Serie (Pril-
linger & al. 1990a, vgl. Laaser 1989, Doérfler 1990).

Ergebnisse

Von 205 untersuchten Hefen von Basidiomyceten oder diesen nahe stehenden Organismen
lieBen sich 58 aufgrund eines charakteristischen qualitativen und quantitativen Neutralzuk-
kerspektrums gereinigter Hefezellwidnde zu einem eigenstindigen Hefe-Typ zusammen-
fassen. Die an diesen Hefen bzw. Hefe-Stadien von Heterobasidiomyceten erzielten Er-
gebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Auf diese Daten soll im folgenden niher eingegan-
gen werden. Aufgrund der charakteristischen Auspriagung dieses Hefe-Typs bei phragmo-
basidialen Brandpilzen auf monokotylen Wirtspflanzen wird dieser Hefe-Typ als ,,Usti-
lago-Typ“ bezeichnet. Die wesentlichen Merkmale dieses Hefe-Typs lassen sich wie folgt
zusammenfassen (Tabelle 1):
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1. Als Zellwandzucker dominiert Glukose gegeniiber Mannose. Das Merkmal erweist sich
als durchgehend fiir alle untersuchten Organismen des Ustilago-Typs. Die bisher niedrig-
sten Werte fiir Glukose wurden bei Sterigmatomyces halophilus CBS 4609 (58 %), Tille-
tiopsis lilacina TFO 6832 (66 %) und U. grandis CBS 174.24 (66 %), die hochsten bei
Microstroma juglandis Pr 1987/32 (96 %) gefunden. Die entsprechenden Werte fiir Man-
nose bewegen sich in der Regel zwischen 1-18 %. Eine Ausnahme bildet lediglich St.
halophilus CBS 4609 mit 38 % Mannose.

2. Galaktose ist allen untersuchten Organismen als Zellwandzucker gemeinsam. Die Men-
gen liegen meist zwischen 1 und 25 %. Nur T. lilacina IFO 6832 nimmt mit 32 % eine
Sonderstellung ein.

3. Geringe Mengen an Arabinose (0,5 —3 %) sind weit verbreitet. Der Zucker kann aber bei
Ustilago- und Sporisorium-Arten fehlen.

4. Xylose wurde nur bei einem Isolat von Exobasidium gracile IFO 7788 nachgewiesen.
Die Frage, ob es sich bei diesem Stamm um eine Kontaminante handelt, bleibt weiter
abzukldren.

5. Fucose als Differenzierungszucker des Microbotryum-Typs fand sich vereinzelt in ge-
ringer Konzentration (ca. 1 %) bei St. halophilus CBS 4609, E. warmingii FO 23 895 und
E. vaccinii Pr 1987/125.

6. Rhamnose als Charakterzucker des Protomyces-Typs wurde bisher bei keinem Stamm
nachgewiesen.

Von den untersuchten physiologischen Merkmalen erwies sich der Urease-Test als durch-
gehend positiv, der DBB-Test war nur bei einem Stamm von T. lilacina IFO 6832 zweifel-
haft, in allen iibrigen Fillen positiv. Ein anaerober Abbau von Kohlenhydraten wurde
bisher nicht beobachtet.

Fiir alle parasitischen Arten des Ustilago-Typs ist bisher ein Ubichinon Q-10 charakteri-
stisch. Bei dem saprophytischen Stamm von St. halophilus findet sich ein Ubichinon Q-9.
Bei E. juelianum Pr 1986/185 lieBen sich aber neben der Hauptkomponente Q-10 (73 %)
bis zu 27 % Ubichinon Q-9 nachweisen.

Diskussion

Mit einer Analyse des qualitativen und quantitativen Neutralzuckerspektrums gereinigter
Hefezellwiande wurde ein molekulares Merkmal gefunden, welches eine gut reproduzier-
bare Differenzierung der Basidiomyceten auf der als phylogenetisch urspriinglich erachte-
ten, kokkalen Einzellerstufe ermoglicht (Oberwinkler 1977, 1988, Jahrmann &
Prillinger 1983, Prillinger 1987). Fiir eine zuverldssige Abgrenzung des
Ustilago-Typs vom Protomyces- und Microbotryum-Typ erweist sich eine Analyse von
gereinigten Hefezellwinden als wesentlich (Prillinger & al. 1990a, b). Mit der von
Dorfler & al. (1986) und Dorfler (1990) ausgearbeiteten Methode gelingt es, die bei
der Ganzzellhydrolyse nach Weijman & de Hoog (1975, zusammenfassende Darstel-
lung: Weijman & Golubev 1988) stérenden Konzentrationen von Glukose als Abbau-
produkt von Glykogen oder Stirke auszuschalten. Auch ein intrazellulires Vorkommen
von Xiylitol iibt keinen storenden EinfluB aus (Suzuki & Nakase 1988).

Mit einem Vorherrschen von Glukose — in der Regel iiber 50 % bezogen auf den Gesamt-
neutralzucker der Hefezellwand — , und der Gegenwart von Galaktose 148t sich der Usti-
lago-Typ sehr gut von den iibrigen Hefe-Typen abgrenzen. Spezifische Differenzierungs-
zucker wie Rhamnose fiir den Protomyces-Typ (Prillinger & al. 1990a), Fucose fiir
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den Microbotryum-Typ (Prillinger & al. 1990b) und Xylose fiir den Dacrymyces- und
Tremella-Typ (Prillinger & al. 1991) fehlen dem Ustilago-Typ.

Auch fiir die im Ustilago-Typ zusammengefaBten Organismen 148t sich eine sehr gute
Korrelation der Zellwandzuckerdaten des kokkalen Einzellerstadiums (= Hefe) mit den
Sequenzdaten der 5S rRNS zeigen. Allen Organismen ist eine 5S rRNS mit einer Sekun-
dérstruktur vom Typ B gemeinsam, wobei sie iiberwiegend dem Sequenzcluster 3 zuzu-
ordnen sind (Gottschalk & Blanz 1985, Blanz & Gottschalk 1986, Blanz & Unseld 1988,
Wolters & Erdmann 1988). Diese gute Korrelation der beiden molekularen Merkmale er-
laubt es, morphologisch so verschiedene Gruppen wie die Graphiolales (Palmenparasiten
mit Ascomyceten dhnlichen Fruchtkérpern), die Ustilaginales pro parte (phragmobasidiale
Brinde mit pigmentierten Sporen auf Monokotyledonen), die Exobasidiales, die Tilletia-
les, die Cryptobasidiales (holobasidiale Blattparasiten von Angiospermen mit primér ga-
stroiden Basidiosporen) und verschiedene anamorphe Basidiomyceten-Hefen, wie die Gat-
tung Tilletiopsis und Sterigmatomyces, in einen gemeinsamen Verwandtschaftsbereich zu
stellen. Diese Vorgangsweise wird durch das gemeinsame Vorkommen von Eisentrans-
portverbindungen vom Ferrichromtyp weiter erhirtet (Deml & Oberwinkler 1980,
Deml 1988).

Eine ausfiihrliche Diskussion der untersuchten Merkmale (physiologische Hefecharakteri-
sierung, qualitatives und quantitatives Neutralzuckerspektrum der Hefezellwand, Ubi-
chinon-System) findet sich bei Laaser (1989), Dorfler (1990) und im Teil I dieser
Serie (Prillinger & al. 1990a). Im folgenden wird deshalb eingehender auf die unter-
suchten Mikroorganismen eingegangen.

Graphiolales

Die Graphiolales nehmen mit jhren Ascomyceten @hnlichen Fruchtkdrpern (vgl. Fries
1823, Montagne 1859) und unfixierten Phragmobasidien eine bisher einzigartige und
damit phylogenetisch sehr interessante Stellung innerhalb der Basidiomyceten ein (Fig. 1).
Eine Ableitung von Endosporen bildenden Vorfahren darf vermutet werden. Ihr parasiti-
sches Vorkommen auf sehr urspriinglichen monokotylen Wirtspflanzen (Bléttern von Are-
caceae = Palmae: Borassus, Phoenix, Sabal, Trachycarpus) erhértet diese Interpretation.
Eine Beziehung der Gattung Graphiola zu den Brandpilzen wurde erstmals von Fischer
(1883) und in der Folge von Killian (1924) vermutet. Oberwinkler & al. (1982)
fanden unfixierte, phragmobasidiendhnliche Meiosporangien mit synaptischen Komple-
xen. Zusétzlich wiesen sie nach, daB es sich bei den aus den Meiosporen hervorgehenden
Hefen um Basidiomyceten handelt. Graphiola wird deshalb in eine eigene Ordnung inner-
halb der Heterobasidiomyceten gestellt. Aufgrund der Septenultrastruktur vermuten
Oberwinkler & al. (1982) Beziehungen zu den Rosten und Brinden. Eine nahe Ver-
wandtschaft zu diesen Heterobasidiomyceten wird aber ausgeschlossen (Oberwinkler
1988).

Die durch drei voneinander unabhingige molekulare Merkmale (5S rRNS: Blanz &
Gottschalk 1986, Eisentransportverbindungen vom Ferrichromtyp: Deml & Ober-
winkler 1980 und Zellwandzucker: Tabelle 1) dokumentierte nihere Verwandtschaft
zwischen Graphiolales und Ustilaginales pro parte 148t im Hinblick auf die Meiosporan-
gienevelution nur eine SchluBfolgerung zu: Eine Meiosporangiumevolution findet bei Ba-
sidiomyceten bereits auf der kokkalen Einzellerorganisationsstufe statt. Diese Tatsache ist
fiir Ascomyceten-Hefen lange akzeptiert (zusammenfassende Darstellung: van der
Walt 1988). Sie blieb bei Basidiomyceten aufgrund starrer, taxonomischer Einteilungskri-
terien, welche ausschlieBlich auf morphologischen Merkmalen aufbauen, bisher unberiick-
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sichtigt. Eine Meiosporangienevolution auf der kokkalen Einzellerstufe steht in Einklang
mit Vorstellungen von Bandoni (1984), wonach der Ubergang von Ascomyceten zu
Basidiomyceten auf der Hefestufe erfolgt ist. Nach- Haeckel (1866) und Oberwinkler
(1985) finden sich solche phylogenetisch interessanten Einzellerstadien noch haufig am
Beginn und am Ende der Ontogenese. Oberwinkler (1985) weist zudem auf die groBe
Plastizitit des Meiosporangiums bei verschiedenen als urspriinglich erachteten Sippen hin.
Im Falle von Graphiola und Ustilago entsprechen diese kokkalen Basidien Hefezellen. Sie
werden deshalb im folgenden als ,,Hefebasidien* bezeichnet Fig. 1 (vgl. synaptische Kom-
plexe Oberwinkler & al. 1982). Diese SchluBfolgerung 148t sich auch durch Daten zur
Ultrastruktur weiter erhidrten. Bauer (1986) und Boehm & McLaughlin (1989)
konnten zeigen, da die Knospungsvorgéinge an Hefezellen und pseudotrichalen Phragmo-
basidien in gleicher Weise ablaufen. An den Phragmobasidien von Gymnosporangium cla-
variaeforme konnte Bauer (1983) zudem zeigen, daB sich diese in Abhéngigkeit von den
AuBenbedingungen wie die Basidiosporen (kokkales Einzellerstadium) verhalten. Stehen
die Basidien in den Luftraum, werden an diesen Sterigmen mit Schleudersporen gebildet.
Homolog dazu bilden die Basidiosporen an Sterigmen sitzende Sekundirsporen aus. Lie-
gen die Basidien oder Basidiosporen aber auf einer festen Unterlage (z.B. Wirtsblitter,
Glas usw.), so gehen aus diesen Hyphen, welche mit Appressorien terminieren hervor.
Unter Wasser getauchte Basidien und Basidiosporen wachsen mit normalen Hyphen aus.

Nur iiber die Existenz unfixierter, einzelliger Hefebasidien und eine damit gegebene
leichte Transferierbarkeit des Meiosporangiums werden enge verwandtschaftliche Bezie-
hungen zwischen Graphiolales mit unfixierten Phragmobasidien in Ascomyceten dhnli-
chen Fruchtkorpern und Ustilaginales mit mehr oder weniger fixierten Phragmobasidien
ohne Fruchtkorperstrukturen versténdlich.

Prillinger & al. (1990a) leitet diese diinnwandigen Hefebasidien von derbwandigen
kokkalen Einzellerstadien mit Uberdauerungsfunktion ab. Uber solche Dauersporen wird
eine Ankniipfung der Basidiomyceten an Zygomyceten und an Organismen der rhizopodi-
alen Organisationsstufe problemlos mdoglich. Der von Lara & Bartnicki-Garcia
(1974) dargelegte Knospungstyp und die von Forst & Prillinger (1988) nachgewie-
sene Vielkernigkeit der Zygomyceten-Hefen untermauern diese Interpretation. Alle Versu-
che, die Basidiomyceten iiber eine als urspriinglich erachtete Spermatien-Trichogyne Be-
fruchtung an Ascomyceten anzuschlieBen, erweisen sich iiber diesen Weg als gegenstand-
los (vgl. morphologischer Sexualititsbegriff: Prillinger 1987).

Nachdem sich der fiir Basidiomyceten entscheidende Schritt zur exogenen Sporenbildung
auf der kokkalen Einzellerstufe vollzogen hat (Bandoni 1984; vgl. Protomyces-Typ:
Prillinger & al. 1990a), bot sich fiir einzellige Hefebasidien innerhalb von Chlamydo-
sporen ein entscheidender Selektionsvorteil. Aufgrund der rdumlichen Beengtheit des Pe-
rithezium-&hnlichen ,,Ascomyceten-Fruchtkérpers“ standen den am Ende der Ontogenese
stehenden Hefebasidien vom Graphiola-Typ kaum weitere Entwicklungslinien offen. Eine
Verlagerung des kokkalen Meiosporangiums an den Beginn der Ontogenese in Chlamydo-
sporen bot hingegen fiir die Brandpilze unbegrenzte neue Entwicklungsmdglichkeiten. Fiir
eine bessere Sporenverbreitung durch ein Abheben iiber das Substrat und schlieBlich eine
ungehinderte Fruchtkérperentwicklung sind iiber diesen Weg alle Méglichkeiten zu einer
freieren Entfaltung gegeben (Abb. 1). Uber den Begriff einer Hefebasidie wird diese Ent-
wicklung einfach und verstindlich. Uber den morphologisch starren Begriff einer quersep-
tierten Phragmobasidie 148t sich diese Entwicklung hingegen kaum nachvollziehen.

Durch einfache Keimungsexperimente konnte Ingold (1987,1989) zeigen, da8 die
Brandsporen der Ustilago-Arten auf diinnen Malzagarmedien auch nach Auflage eines
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Deckglases gut mit pseudotrichalen Phragmobasidien keimen. Bei den hoherentwickelten
Tilletia-, Entyloma- und Melanotaenium-Arten ist dies nicht mehr der Fall. Ihre siphonalen
Keimschlduche bendtigen den freien Raum iiber dem Substrat, um auszukeimen und einfa-
che Holobasidien mit Sporen zu bilden.

Innerhalb der Ustilaginales haben Brefeld (1883) und Ingold (1987) die Existenz
solcher einzelliger Basidien bei Ustilago filiformis (longissima) und Farysia thuemenii (U.
olivacea) ausfiihrlich dokumentiert. Sie wurden von Brefeld allerdings als reduzierte
Fruchttriger interpretiert. Inwieweit die unfixierten, pseudotrichalen Meiosporangien von
U. grandis (Abb. 1; vgl. Brefeld 1883,1895) Hefebasidien entsprechen, bleibt kiinftigen
Untersuchungen vorbehalten. Da sich solche Hefebasidien auch durch Umweltbedingun-
gen in Brinden mit drei- und vierzelligen Phragmobasidien induzieren lassen (Hiittig
1931 z.B. tiefe Temperaturen), blieben die taxonomisch-phylogenetischen Schlufolge-
rungen von Brefeld umstritten und sind heute unbeachtet.

Ustilaginales p. pte. (nur Vertreter auf Monokotyledonen)

Neben einer groBeren Zahl von Ustilago-Arten wurden auch Vertreter der Gattungen Spo-
risorium, Schizonella, Moesziomyces und Farysia untersucht (Tabelle 1). Wihrend in der
Gattung Ustilago sich in der Regel das gesamte Myzel in Sporen umwandelt, und die
Sporen meist einzeln vorliegen, lassen die iibrigen Gattungen bereits einfache Differenzie-
rungsmuster erkennen. Haufig sind dies Sporen-Zusammenlagerungen wie bei Schizonella
(zwei-mehrere), Moesziomyces (viele; kompakte Sporenballen mit sterilen Zellen) und Fa-
rysia (lockere Sporenballen mit capillitiumartigen, sterilen Hyphenbiindel) oder einfache
Fruchtkorperstrukturen mit Peridie und Columella in der Gattung Sporisorium (Brefeld
1883, 1895; Langdon & Fullerton 1978, Deml 1983, Védnky 1987, Vinky &
al. 1988, Digby & Wells 1989).

Die Brinde auf Monokotyledonen mit Einzelsporen sind meist durch ein warziges Orna-
ment und soweit bekannt durch systemischen Befall charakterisiert (Vanky 1985). Eine
gewisse Sonderstellung nimmt U. maydis ein, welcher an allen embryonalen Gewebsteilen
der Maispflanze lokal umgrenzt auftreten kann.

Die in Tabelle 1 dargelegten Daten stiitzen die Auffassung von Langdon & Fullerton
(1978), daB Sporisorium @hnliche Fruchtkorperbildungen, bei der die Brandsporen von
einer sterilen Peridie umschlossen werden, in der Gattung Sphacelotheca (auf Polygona-
ceae) im Sinne einer konvergenten Evolution zu interpretieren sind (vgl.
Microbotryum-Typ: Prillinger & al. 1990b).

Innerhalb der untersuchten Ustilago-Arten féllt auf, daB die auf urspriinglichen Vertretern
der Poaceae (Bambusoideae, Arundinoideae) parasitierenden Brandpilze U. esculenta und

Abb. 1. Meiosporangium-Evolution innerhalb des Ustilago-Typ. Zur Karyologie vergleiche Oberwinkler &
al. (1982), O’Donnell & McLaughlin (1984a,b), Mims & al. (1987). Morphologische Organisationsstu-
fen nach Prillinger (1987). Uberginge von pseudotrichale in siphonale Keimstadien von Chlamydosporen
finden sich héufig in den Gattungen Tilletia und Entyloma. Die einfachen Holobasidien der Exobasidiales und
von Microstroma gehen aus subepidermalen stromatischen Hyphengeflechten hervor.

Fig. 1. Evolution of the basidiomycetous meiosporangium within the Ustilago-type. For karyological data com-
pare Oberwinkler & al. (1982), O’Donnell & McLaughlin (1984a,b), and Mims & al. (1987).
Morphological differentiation according to Prillinger (1984, 1987). ,,Pseudotrichal” and ,,siphonal® transition
stages can be commonly observed during the process of chlamydospore germination in Tilletia and Entyloma
species (Ingold 1989). Simple holobasidia of Microstroma- and Exobasidium-species originate from stromatic,
subepidermal hyphal plectenchyma.
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U. grandis geringere Mengen an Glukose und héhere Mengen an Mannose in ihren Zell-
winden aufweisen.

Aus einem direkten Vergleich der Ustilago-Arten auf monokotylen Wirten mit entspre-
chenden Parasiten auf Dikotyledonen (Microbotryum-Typ) wurde versucht, Riickschliisse
iiber das phylogenetische Alter der beiden Typen zu gewinnen. Der Microbotryum-Typ
wurde dabei als urspriinglicher erachtet (Prillinger & al. 1990b). Fiir den Ustilago-Typ
sprechen die folgenden Merkmale zugunsten einer hoheren Entwicklung (Schema 1):

1. Hefezellen aus logarithmisch wachsenden Kulturen sind beim Ustilago-Typ iiberwie-
gend langgestreckt (Abb. 2). Eine deutliche Tedenz zur Bildung pseudotrichaler Verbédnde
ist weit verbreitet (Brefeld 1883, 1895). Teilweise finden sich in den ldnglichen Hefe-
zellen Septen (Prillinger 1988).

2. Postgenitale Zusammenlagerungen von Hefen oder pseudotrichalen Hyphen treten so-
wohl auf der Hefe- als auch Schleudersporen-Stufe auf. Dies wird von Prillinger (1987)
im Sinne einer Hoherentwicklung zu einer echten Kolonienbildung interpretiert. Besonders
in dlteren Kulturen findet sich dieses Phianomen hdufig (z.B. U. maydis, besonders verbrei-
tet: Exobasidiales (Abb. 3), Entyloma, Melanotaenium, Tilletiopsis). Brefeld (1895)
beschreibt dieses Phidnomen unter dem Begriff: Kahmhautbildung. Digby & Wells
(1989) berichten iiber U. cynodontis: ,,Yeast cells . . . firmly adherent, creating leathery or
brittle colonies*). Bei Microstroma wurde diese Féhigkeit bisher nicht beobachtet. Inner-
halb des Microbotryum-Typs wurde eine Kolonienbildung bisher nur auf der Schleuder-
sporen-Stufe oder bei saprophytisch fruktifizierenden Arten (Agaricostilbum) beobachtet
(Prillinger & al. 1990b).

3. Bei Vertretern des Ustilago-Typs ist das Auftreten von Hyphen nach Day & Anag-
nostakis (1971) bzw. Day & Castle (1982) nicht mehr an die Gegenwart von Wirts-
pflanzen-Extrakt gebunden. Fiir die Arten des Microbotryum-Typs ist ein
Wirtspflanzen-Extrakt hingegen obligatorisch (Day & al. 1981, Prillinger & al.
1990b). Bei den Brinden auf Monokotyledonen wird somit die nach der Kopulation von
Hefezellen auftretende Hyphenphase weitgehend unabhéngig vom Wirt. Aus den Angaben
von Day & Castle (1982) geht dabei auch eindeutig hervor, daB es sich um ein pseudo-
trichales Hyphenstadium handelt, mit einem Protoplast in der Hyphenspitze und leeren
Hyphenhiillen dahinter (Prillinger 1987). Nur bei Farysia thuemenii (olivacea) blieb
die Zugabe von Pflanzenextrakt erforderlich. Das Auftreten von Hefen und Hyphen ohne
Zugabe von Extrakt wurde bei folgenden Arten beobachtet: U. aegilopsidis, U. avenae, U.
bullata, U. heufleri, U. hordei, U. kolleri, U. maydis, U. nigra, U. turcomanica, U. vail-

Abb. 2. Hefe-Stadien von Vertretern des Ustilago-Typ.

a) Graphiola phoenicis

b) Ustilago maydis

¢) Schizonella cocconii

d) Exobasidium karstenii

e) Microstroma album

f) Entyloma gaillardianum

Alle aus logarithmischen Wachstumsphase (GYP-Medium; ZT); Zeiss Normarski Differential Interferenz Kon-
trast.

Fig. 2. Yeasts of the Ustilago-Type.

a) Graphiola phoenicis, b) Ustilago maydis, c) Schizonella cocconii, d) Exobasidium karstenii, €) Microstroma
album, f) Entyloma gaillardianum. Cultures from the logarithmic growth phase (GYP-medium, room tempera-
ture). Zeiss Axiomat (Normarski differential-interference-contrast).
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Abb. 3. Kolonienbildung bei Exobasidium vaccinii.
Das mit Pfeil markierte Stiick wurde mit Pinzette vom Agar abgehoben.

Fig. 3. Colony-formation of Exobasidium vaccinii.

Colony-formation according to the evolutionary scheme for morphological differentiation (Prillinger 1987).
Firmly adherent yeast cells creating leathery or brittle colonies (compare: Ustilago cynodontis; Digby &
Wells 1989). Arrow indicates a part of the colony which was lifted with a forceps.

lantii; eine ausschlieBliche Bildung von Hyphen lie8 sich bei U. hypodites, U. cynodontis,
U. nuda und U. tritici feststellen.

Mit diesen Daten von Day und Mitarbeitern (s.o.) steht eine idltere Zusammenstellung
iiber das Auftreten von Brandsporen in Kultur (Stempell 1935) in gutem Einklang.
Danach wurden Kulturbrandsporen bisher gefunden bei: U. hordei (Sartorius 1924,
Rump 1926, Schaffnit 1926), U. tritici (Sartorius 1924), U. avenae (Flerov
1923), U. heufleri (Sartorius 1924: Keimung beobachtet) und Sporisorium andropogo-
nis (U. ischaemi: Boss 1927). Bei S. andropogonis sind die Kultur- wie die Natur-
Brandsporen haploid apomiktisch.

Diese Tendenz zur Unabhéngigkeit der Hyphenphase vom Wirt 148t sich auch bei den
morphologisch hoher entwickelten Tilletiales fortfiihren; Daten liegen vor fiir: Entyloma
ficariae (ranunculi), E. calendulae (Stempell 1935: mit Brandsporenkeimung), Tilletia
tritici (Buller 1933), T. indica (Fuentes-Ddvila & Duran 1986), T. controversa
(Trione & al. 1989) und Urocystis anemones (Kniep 1921). Durch die EM-Untersu-
chungen von Trione & al. (1989) 148t sich zudem die Hoherentwicklung der Tilletiales
gegeniiber den Ustilaginales auch durch die Haustorienultrastruktur belegen. Wihrend von
den Autoren bei T. controversa keine Haustorien mehr gefunden werden, sind bei den
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Ustilaginales noch intrazellulire Hyphen bekannt (Fullerton 1970, Nagler 1986,
Nagler & Oberwinkler 1989). Das Vorkommen intrazelluldrer Hyphen (,,intracellular,
haustorial hyphae*) ist durch EM-Untersuchungen von Nagler (pers. Mitt.) bei den
folgenden Gattungen belegt (Anthracoidea, Farysia, Schizonella, Sporisorium, Theca-
phora, Tolyposporium Ustilago.)

4. Im Unterschied zu den parasitischen Vertretern des Microbotryum-Typs findet sich bei
einzelnen Ustilago- (U. filiformis, U. hypodytes, U. maydis) und Sporisorium-Arten (.
destruens, S. holci-sorghi, S. schweinfurthiana, S. sorghi) bereits ein deutlich komplexeres
hetero-bifaktorielles Fortpflanzungssystem (Kniep 1926, Hanna 1929, Bauch 1930,
1932a,b, 1934, Rodenhiser 1932, Puhalla 1968, Butler & al. 1978; vgl. White-
house 1951, Prillinger 1982, Prillinger & al. 1989). Daneben kommen auch uni-
faktoriell kreuzende Arten mit zwei oder mehreren Kreuzungstyp-Allelen (U. avenae, U.
hordei, U. grandis: Kniep 1926; U. cynodontis: Digby & Wells 1989 vgl. White-
house 1951) und homothallische Arten (Sporisorium andropogonis = U. ischaemi;
Boss 1927) vor (Zambettakis 1977, 1978a,b).

5. Durch einen sehr hohen Glukose-Anteil in den Zellwédnden der Hefen stimmen die
Vertreter des Ustilago-Typs bereits weitgehend mit dem fiir Hyphenzellwénde von Homo-
basidiomyceten bekannten Daten iiberein (O’Brien & Ralph 1966, Prillinger &
al. 1991).

6. Auch aufgrund ihrer Primér- und Sekundérstruktur der 5S rRNS stehen die Vertreter des
Ustilago-Typs den Homobasidiomyceten ndher. Alle bisher untersuchten Stimme sind
durch eine Sekundirstruktur vom Typ B gekennzeichnet. Die iiberwiegende Zahl der
Stdamme findet sich dort im Cluster 3 (Ausnahmen: Farysia, Microstroma).

7. Nach Untersuchungen zur Ultrastruktur von Bauer & Oberwinkler (1989) unter-
scheiden sich die Brandpilze vom Microbotryum-Typ und Ustilago-Typ auch in ihrem
Septenaufbau. Bei den ersteren findet sich noch kein Porus in den Hyphen-Septen (Sphace-
lotheca polygoni-serrulati) bei letzteren wurden winzige Poren gefunden (Ustilago tritici,
U. avenae; U. maydis: Ramberg & McLaughlin 1980, O’Donnell & McLaugh-
lin 1984b). Ahnliches gilt auch fiir die Interaktion mit der Wirtszelle. Bei den Vertretern
des Microbotryum-Typs wurden bisher weder Haustorien noch intrazellulire Hyphen ge-
funden. Fiir Arten der Gattungen Microbotryum und Sphacelotheca lieBen sich bisher nur
interzelluldre Hyphen beobachten (Nagler pers. Mitteilung).

Exobasidiales

Die Stellung im System der Basidiomyceten hat sich fiir die Exobasidiales in den vergan-
genen Jahren eindeutig zugunsten der Heterobasidiomyceten geklart (Oberwinkler
1977, 1988, Blanz 1978; vgl. dagegen Donk 1972). Innerhalb der Heterobasidiomyce-
ten blieb ihre Stellung aber unklar. Aufgrund der Primér- und Sekundirstruktur der 5S
rRNS (Gottschalk & Blanz 1985), des qualitativen und quantitativen Neutralzucker-
spektrums der Hefezellwand und der physiologischen Hefe-Standardcharakterisierung
(Tabelle 1; Prillinger 1988, Laaser 1989, Dorfler 1990) lassen sich die Exobasidi-
ales eindeutig dem Ustilago-Typ zuordnen. Sie finden vor allem in den Tilletiales, speziell
den Entyloma-Arten auf Grésern (z.B. E. dactylidis: Bauer pers. Mitteilung) ihre néch-
sten Verwandten. Erste Vermutungen die Exobasidiales in die Verwandtschaft der Ustila-
ginales zu stellen — aufgrund des Parasitismus und der mit Hefen keimenden Basidiospo-
ren — finden sich bei Graafland (1960).

Von den in Tabelle 1 aufgelisteten Arten weicht der Stamm von E. gracile IFO 7788 mit
einem Xylose-Zellwandanteil von 1,6% deutlich ab. Da dieses Isolat keine extrazelluldren
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amyloiden Substanzen bildet, war es bisher nicht méglich, E. gracile eindeutig als Konta-
minante zu identifizieren. Auch iiber eine Auftrennung der Zellwandproteine gelang dies
bisher nicht zufriedenstellend (Do6rfler 1990). Der Stamm wurde deshalb mit Vorbehalt
in die Tabelle 1 mitaufgenommen.

Von Blanz (1978), aufgrund der Basidiosporenkeimung mit kurzen Sterigmen in Erwa-
gung gezogene Beziehungen der Exobasidiales zu den Dacrymycetales, lassen sich nur im
entfernteren Sinne aufrecht erhalten (vgl. erste Hinweise: Kobayasi & Tubaki 1965).
Dagegen spricht auch die Ultrastruktur der Septen (Khan & al. 1981). Ahnliches gilt fiir
Uberlegungen von Mims & al. (1987), welche eine Verwandtschaft zu den Rostpilzen
diskutieren (vgl. Prillinger & al. 1991).

Als Wirtspflanzen der Exobasidiales nehmen die Ericaceae und Epacridaceae den
Schwerpunkt ein, vereinzelt finden sich Vertreter auf Empetraceae, Symplocaceae, Thea-
ceae, Lauraceae (E. lauri: mit bis zu 15 cm groBen, clavarioiden ,Fruchtkérper-Gallen®,
Saxifragaceae, Rutaceae, Aquifoliaceae, Commelinaceae, Poaceae und Cyperaceae.

Aufgrund der nahen Verwandtschaft der Exobasidiales zu Entyloma-und Tilletia-Arten
(Tabelle 1, Sugiyama & al. 1985) lassen sich die einfachen Holobasidien der Exobasi-
dien problemlos als siphonale Keimstadien von Chlamydosporen erkliren. Die einfachen,
plastischen Holobasidien der Tilletiales am Beginn der Ontogenese finden sich bei den
hoherentwickelten Exobasidiales nach Wegfall der Chlamydospore am Ende der Ontoge-
nese wieder (Abb. 1). Die Gattung Brachybasidium mit leicht verdickten Probasidien
nimmt eine interessante Zwischenstellung ein (Oberwinkler 1988). Ebenso 148t sich die
auf Grésern parasitierende Gattung Dicellomyces (Olive 1945, Reid 1976) mit noch
ausdauernden Probasidien in diese Verwandtschaft einordnen. Die Art D. gloeosporus
bildet winzige (ca. 1 mm Dm.), pustel-schiisselformige Fruchtkorper aus.

Von besonderem Interesse sind neuere Daten von tropischen Entyloma- Arten und Kor-
dyana cubensis. Barreto & Evans (1988) konnen fiir beide Gattungen die Existenz von
Spermogonien glaubhaft machen und berichten: “The spermogonia described here, from
both white smuts and Exobasidiales, are primitive compared with rust pycnia, having no
wall structure, and presumably are of more ancient origin®“. Obwohl diese Daten sich sehr
gut in das Konzept der vorliegenden Arbeit einfiigen, bleibt eine weitere Bestitigung zu-
nichst vordringlich.

Wie Abb. 1 zeigt, lassen sich Ubergéinge von der querseptierten Phragmobasidie zur einfa-
chen Holobasidie auch noch vereinzelt bei Exobasidium-Arten (E. karstenii) finden. An
die Stelle der Chlamydosporen (Brandsporen) treten dicht verflochtene, stromatische
Flechtgewebe, in denen die einfachen Holobasidien ihren Ursprung nehmen (vgl. Micro-
stroma). Sie finden sich bei den meisten Exobasidium-Arten unterhalb der Epidermis, ge-
legentlich auch in tieferen Lagen (Theaceae: E. gracilis; Nannfeldt 1981, Mims & al.
1987).

Mims & al. (1987) haben in den Holobasidien mehrerer Exobasidium-Arten ein den Rost-
und Brandpilzen vergleichbares Kernteilungsverhalten nachgewiesen. Aufgrund ihrer Da-
ten kann auf eine noch latente Existenz einer Probasidie geschlossen werden.

Solche einfachen Holobasidien sind den komplexen Holobasidien der Homobasidiomyce-
ten nicht homolog (vgl. Prillinger & al. 1991). Eine gegenteilige Auffassung wird von
Talbot (1954) vertreten. Von Mims & al. (1987) werden solche einfachen Holobasidien
auch als Teliobasidien bezeichnet. Da der Begriff Teliomyceten nicht geeignet ist, natiirli-
che Verwandtschaftsverhiltnisse wiederzugeben (vgl. Tabelle 1 und weitere Arbeiten die-
ser Serie), wurde auf die Verwendung des Begriffes Teliobasidien verzichtet.
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Uber die in Tabelle 1 und durch Su giyama & al. (1985) dargelegten verwandtschaftli-
chen Beziehungen zwischen Tilletia-, Entyloma-, Melanotaenium- und Exobasidium-Arten
14Bt sich eine liickenlose Hoherentwicklung von rein vegetativen Ballistosporen (Tilletia,
Entyloma) zu Basidio-Schleudersporen dokumentieren (Brefeld 1883, 1895, Ingold
1987, 1988, 1989).

Die noch vielfach unfixierten Verhiltnisse im Bereich des Meiosporangiums z.B.: Sterig-
menzahl, Septen im Sterigma, Hilumstruktur (Blanz 1978, Mims & al. 1987) und
morphologische Besonderheiten, wie zueinandergekriimmte Basidiosporen, weisen darauf
hin, da die Exobasidium-Basidie einer von mehreren Versuchen gewesen sein konnte, den
mitotischen Ballistosporenmechanismus der Basidiomyceten-Hefen in das Meiosporan-
gium zu integrieren.

Bei keiner der in dieser Arbeit untersuchten Exobasidium-Hefen wurde ein Schleuderspo-
renmechanismus gefunden (Nannfeldt 1981, Mims & Richardson 1987). Gele-
gentlich bei Isolaten aus der Natur angewachsene Schleudersporen-Hefen konnten iiber-
wiegend der Gattung Tilletiopsis zugeordnet werden (Laaser 1989).

Inwieweit bei den Exobasidiaceae die Ausbildung einfacher Holobasidien mit Ballistospo-
ren mit einer fiir rezente Basidiomyceten einzigartigen Hoherentwicklung von halbkugeli-
gen (E. rhododendri) bis zu clavarioiden, fast 15 cm langen, Fruchtkérper-Gallen (E. lauri)
verkniipft ist, 148t sich nur vermuten. Es fillt aber bei den auf Vaccinium vitis-idea und V.
myrtillus vorkommenden Exobasidium-Arten auf, daB die systemisch parasitierenden Ar-
ten mit resupinatem Hymenium deutlich niedrigere Mol% G+C-Werte aufweisen als die
lokal umgrenzte Gallen bildenden Arten. Die Unterschiede in den Mol% G+C Werten sind
dabei gewaltig (E. vaccinii: 67,1, E. juelianum: 39,5). Eine auf V. vitis-idea vorkommende
dritte Art, welche nur in einjéhrigen Sprossen ohne Gallenbildung parasitiert und sich
leicht durch zweisporige Basidien mit deutlich groBeren Basidiosporen von den beiden
viersporigen Arten unterscheiden 148t, liegt mit ihren Mol % G+C Werten genau dazwi-
schen (48,0). Interessant ist, da8 die entsprechenden Arten auf V. uliginosum und V. myr-
tilli fast die gleichen molekularen Daten aufweisen. Dies veranlaBte Blanz & Ober-
winkler (1983) im Unterschied zu Nannfeldt (1981) das Vorkommen gleicher Exoba-
sidium-Arten auf verschiedenen Wirtspflanzen zu postulieren.

Inwieweit fiir dieses gehdufte Vorkommen gattungsgleicher Arten auf ein und derselben
Wirtspflanze ein fiir die Exobasidien bekanntes, homothallisches Fortpflanzungssystem
(Sundstrém 1964, Nannfeldt 1981) ausschlaggebend ist, 148t sich experimentell
kaum iiberpriifen. Ein Vergleich mit dhnlichen Verhiltnissen innerhalb der Gattung Anthra-
coidea stiitzt aber diese Hypothese (Kukkonen & Raudakoski 1964). In der Gattung
Polyporus konnte Prillinger (1986, 1987) die Bedeutung der Homothallie fiir Artbil-
dungsphénomene auch experimentell — zumindest auf der trichalen morphologischen Or-
ganisationsstufe — sicher stellen.

Auf eine allgemein erkennbar werdende Tendenz zur Hoherentwicklung von systemi-
schem zu lokal umgrenztem Parasitismus bzw. Saprophytismus und Symbiose darf auf-
grund der in dieser und zwei vorausgehenden Arbeiten untersuchten Mikroorganismen
geschlossen werden.

Tilletiales

Als Vertreter der Tilletiales wurde bisher nur eine Art der Gattung Entyloma untersucht.
Die Gattung Entyloma findet sich sowohl auf monokotylen als auch auf dikotylen Pflan-
zen. Das bisher untersuchte Beispiel E. gaillardianum parasitiert auf Asteraceae und bildet
kleine (bis 5 mm @) gelblichgriine Flecken, welche die Pflanze kaum weiter beeintrichti-
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gen. Uber vegetative, durch die Spaltéffnungen austretende Ballistosporen-Konidientrager
ist eine Massenverbreitung gesichert. Das Beispiel E. gaillardianum soll aber auch zeigen,
daB eine Trennung in einen Microbotryum-Typ und Ustilago-Typ sich nur auf die als
urspriinglich erachteten Gattungen Ustilago und Microbotryum bezieht. Die vorliegenden
Arbeiten haben gezeigt, daB bisher alle Ustilago-Arten auf dikotylen Pflanzen dem Mic-
robotryum-Typ zuzurechnen sind (Prillingr & al 1990b). Diese Aussage trifft auch
noch fiir Sphacelotheca-Arten zu. Eine dhnliche Zuordnung gilt aber nicht mehr fiir Enty-
loma-Arten. Als eine weitere Ausnahme wurde inzwischen Ustilentyloma fluitans bekannt
(Miiller 1989). Die Art parasitiert auf Grésern, ist aber dem Microbotryum-Typ zuzu-
rechnen (Prillinger unver6ffentlicht).

Eine E. gaillardianum sehr #hnliche Neutralzuckerzusammensetzung haben Sugiyama
& al. (1985) fiir Tilletia caries nachgewiesen.

Die Tilletiales sind bisher die einzige Gruppe innerhalb des Ustilago-Typs fiir die unter-
schiedliche Angaben iiber die Septenultrastruktur vorliegen. Wihrend alle bisher diskutier-
ten Gattungen durch einfache Poren charakterisiert sind, gibt es fiir T. caries, Rhampho-
spora (Entyloma) nymphaeae und Entorrhiza casparyana Hinweise auf Doliporen (Deml
& Oberwinkler 1981, Oberwinkler 1985, Nagler 1987).

In vergleichenden Keimungsstudien phragmobasidialer und holobasidialer Brandpilze
(Nagler 1987) erweisen sich die einfachen Holobasidien der Tilletiales bereits als fixiert,
die pseudotrichalen Phragmobasidien der Ustilaginales zeigen hingegen eine enorme Pla-
stizitit. Ahnliches ist auch fiir die Haustorien bekannt. Unfixierte intrazellulire Hyphen
finden sich noch bei einer groBeren Zahl phragmobasidialer Brandpilze (Fullerton
1970, vgl. Nagler 1986, Nagler & Oberwinkler 1989). Fiir die Vertreter der Tille-
tiales wurden bisher sehr verschiedene Haustorienstrukturen bekannt (Tilletia: interzellu-
lire Hyphen ohne ultrastrukturell erkennbare Wechselwirkung mit Wirtspflanze; Enty-
loma, Burrillia, Doassansia, Narosimhania, Pseudodoassansia, Tracya: interzelluldre Hy-
phen mit deutlicher, ultrastrukturell erkennbarer Wechselwirkung zwischen Parasit und
Wirtspflanze; Doassansiopsis, Melanotaenium, Rhamphospora, Urocystis, Ustacystis:
charakteristische Haustorien; Nagler pers. Mitt.)

Tilletiopsis

Die Gattung Tilletiopsis wurde erstmals von Derx (1930) beschrieben und mit Bullera,
Itersonilia und Sporobolomyces in die Familie der Sporobolomycetaceae gestellt. Ny-
land (1950; T. minor, T. washingtonensis), Tubaki (1952; T. cremea, T. lilacina) und
Gokhale (1972; T. albescens, T. fulvescens, T pallescens) stellten weitere Arten in diese
Gattung.

Aufgrund der in dieser Arbeit durchgefiihrten qualitativen und quantitativen Neutralzucker-
analysen gehoren die imperfekten Schleudersporen-Hefen drei verschiedenen Verwandt-
schaftskreisen an (Microbotryum-Typ: Sporobolomyces, Ustilago-Typ: Tilletiopsis, Tre-
mella-Typ: Bullera, Itersonilia).

Nach Stempell (1937), Donk (1973) und Boekhout (1988) finden sich die Ana-
morphe der Tilletiales in der Gattung Tilletiopsis. Aufgrund Boekhouts (s.0.) Untersu-
chungen 148t sich Entyloma calendulae iiber die physiologische Hefecharakterisierung
nicht von T. minor unterscheiden. Nach Yamazaki & al. (1985) und den von uns
durchgefiihrten Untersuchungen (Laaser 1989) reicht die physiologische Hefecharakte-
risierung nicht immer aus, um in der Gattung Tilletiopsis zu einer eindeutigen Artabgren-
zung zu kommen.
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In der vorliegenden Arbeit war es wichtig, die Hefen der Exobasidiales von Vertretern der
Gattung Tilletiopsis abzugrenzen. Letztere fanden sich sehr hiufig als Kontaminanten bei
Isolaten aus der Natur. Der Abbau von loslicher Stirke als Differenzierungskriterium
(Tilletiopsis: positiv; Exobasdium: negativ) hat sich hier sehr bewihrt (Laaser 1989).

Aufgrund ihrer enzymatischen Analysen kommen Yamazaki & al. (1985) zu dem
SchluB, den beiden auch in dieser Arbeit untersuchten 7. minor Stimmen einen eigenstin-
digen Artcharakter einzurdumen. Die sehr dhnlichen Zellwanddaten von T. minor IFO
6905 und IFO 6833 (Tabelle 1) sprechen aus unserer Sicht zugunsten einer sehr nahen
Verwandtschaft. Sie zeigen aber im Vergleich mit den weiteren Arten, da8 die Gattung
Tilletiopsis recht heterogen ist und in Zukunft vermutlich mit einer Aufspaltung in weitere
Gattungen zu rechnen ist.

Sterigmatomyces

Die Gattung Sterigmatomyces umfa8t anamorphe Basidiomyceten-Hefen, deren Tochter-
knospen an Sterigmen gebildet werden (Fell 1966). Aufgrund dieser spezifischen vege-
tativen Vermehrungsform (Konidienbildung) war die Zugehérigkeit zu den ,klassischen*
Hefen zunichst umstritten (Donk 1973). In Untersuchungen zur Ultrastruktur (Kre-
ger—van Rij & Veenhuis 1971) gelang es bisher nicht, grundsitzliche Unterschiede
zwischen einer Hefeknospung und Konidienbildung deutlich zu machen. Eine Zuordnung
zu den Hefen wird deshalb heute allgemein anerkannt. In Coenzym Q-Analysen (Ya-
mada & Banno 1984), DNS/DNS Hybridisierungsexperimenten (Kurtzman 1990)
sowie aufgrund von Sequenzdaten der 18S und 25S rRNS (Guého & al. 1990) erwies
sich die Gattung Sterigmatomyces als nicht einheitlich (vgl. Laaser 1989). Vertreter mit
Coenzym Q 9 und einer Zellteilung der Hefezellen in Sterigmenmitte blieben in der Gat-
tung Sterigmatomyces (Zellwand: Xylose negativ) oder wurden bei Gegenwart von Xylose
in die Gattung Tsuchiyaea gestellt. Arten mit Coenzym Q 10 und distaler Trennung vom
Sterigma finden sich heute in der Gattung Kurtzmanomyces (Zellwand: Xylose negativ)
bzw. Fellomyces (Zellwand: Xylose positiv).

Die Gattung Sterigmatomyces umfaBt zur Zeit zwei Arten (St. halophilus, St. elivae: van
der Walt & al. 1987, Yamada & al. 1988b). Die in Tabelle 1 untersuchte Art St.
halophilus fand sich bisher iiberwiegend im Meerwasser, weitere Isolate aus Luftproben
(Typus-Stamm) und Humanmykosen sind bekannt. In DNS/DNS Hybridisierungsexperi-
menten (Kurtzman 1990) und aufgrund von Glykolyse/Citratzyklus-Zymogrammen
(Yamada & al. 1986) erwiesen sich St. halophilus (NO3—Verwertung: positiv) und St.
indicus (NO3—Verwertung: negativ) als konspezifisch. Aufgrund einer #hnlichen 18S und
258 rRNS Nucleotidsequenz diirfte auch die Gattung Kurtzmanomyces dem Ustilago-Typ
angehdren (Guého & al. 1990).

Mit meist rundlichen Zellen und multipolarer Sterigmenbildung unterscheidet sich St. ha-
lophilus morphologisch sehr deutlich von den bisher untersuchten Vertretern des
Ustilago-Typs. Wie im Fall von Microbotryum scorzonerae (Prillinger & al. 1990b)
soll dieses Beispiel deutlich machen, daB es allein aufgrund morphologischer Merkmale
unmoglich ist, eine Zuordnung zu den verschiedenen Hefe-Typen zu treffen.

Aufgrund von DNS/DNS Hybridisierungsexperimenten erwiesen sich St. aphidis, Sporo-
bolomyces antarcticus und Trichosporon oryzae als synonym. Von Kurtzman (1990)
werden diese Stimme deshalb in die Gattung Vanrija (V. antarctica, Moore 1987) trans-
feriert. Nach Boekhout (1988) sollte V. antarctica den Ustilaginaceae auf Grisern
nahestehen. Letzteres wird auch von Laaser (1989) aufgrund physiologischer Daten
(EAS —, DBB +, Urease +) vermutet. Die bisher vorliegenden partiellen Sequenzanalysen
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der 18S und 25S vermogen diese Vermutung nicht weiter zu erhdrten (Guého & al.
1990). Eine Stellung innerhalb des Ustilago-Typs sollte sich durch Zellwanduntersuchun-
gen abkldren lassen.

Das qualitative und quantitative Neutralzuckerspektrum von St. halophilus (Tabelle 1) deu-
tet zudem darauf hin, daB Uberginge zwischen dem Ustilago- und dem Microbotryum-Typ
innerhalb der Basidiomyceten-Hefen gefunden werden konnen.

Moniliella, Trichosporonoides

Nach Neutralzuckeranalysen von Weijman (1979 a,b) sollen auch die anamorphen He-
fen Moniliella acetoabutens, M. suaveolens und Trichosporonoides oedocephalis, T.
spathulata und T. madida in den Verwandtschaftbereich des Ustilago-Typs fallen (vgl.

Martinez & al. 1979, Laaser 1989). In Untersuchungen zur Ultrastruktur fanden sich
fiir beide Gattungen einfache Doliporen ohne Parenthesom (Haskins 1975, Martinez
1979).

Cryptobasidiales

Die Cryptobasidiales stellen eine bisher wenig untersuchte Ordnung von auf Angiosper-
men parasitierenden Heterobasidiomyceten dar (Oberwinkler 1988). Sie sind durch
einfache Holobasidien mit gastroiden Basidiosporen, soweit bekannt einfache Septenpo-
ren, schnallenlose Myzelien mit Haustorien und mit Hefen keimende Basidiosporen
charakterisiert (Blanz 1978). In der heimischen Flora findet sich bisher nur die Gattung
Microstroma auf Juglandaceae und Fagaceae.

In ihrem qualitativen und quantitativen Neutralzuckerspektrum lassen sich die drei unter-
suchten Stimme (Tabelle 1) eindeutig dem Ustilago-Typ zuordnen. Ein sehr hoher Glu-
kose-Anteil ist auffillig. Trotz groBer Unterschiede in der Morphologie (Fig. 2), stimmen
die quantitativen Zuckerdaten der Hefezellwande weitgehend mit denen von U. maydis
iiberein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB iiber die Neutralzuckerzusammensetzung
der Hefe-Zellwinde und Sequenzdaten zur 5S rRNS sich der Ustilago-Typ sehr gut vom
Microbotryum-Typ einerseits und vom Dacrymyces- und Tremella-Typ andererseits ab-
grenzen 14Bt. Das Fehlen von extrazelluldren amyloiden Substanzen ist ihm mit dem Mic-
robotryum- und Dacrymyces-Typ gemeinsam. Mit den Graphiolales, Ustilaginales pro
parte, Tilletiales, Exobasidiales, Cryptobasidiales und mehreren anamorphen Hefe-
Gattungen (Tilletiopsis, Sterigmatomyces) umfat er morphologisch hdufig sehr unter-
schiedliche Organismen. Als interessante morphologische Hoherentwicklungen werden er-
kennbar: Der Weg von der einzelligen Hefe-Basidie iiber pseudotrichale, querseptierte
Phragmobasidien zu einfachen Holobasidien; eine Integration des Schleudersporen-

Schema 1. Hefe-Typen der Basidiomyceten.
Phylogenetische Interpretation mit einer Zusammenfassung wichtiger morphologischer, anatomischer, physiolo-
gischer und molekularer Merkmale.

Scheme 1. Yeast-types of the Basidiomycetes.
Phylogenetic interpretation with a summary of characteristic morphological, anatomic, physiological, and molecu-
lar features.
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Mechanismus aus der vegetativen Phase (Tilletiales) in die sexuelle (Exobasidiales). Die
Existenz von einfachen Holobasidien mit Schleudersporen gipfelt in teilweise méchtigen,
clavarioiden Fruchtkorpergallen (Exobasidium  lauri). Im  Unterschied zum
Microbotryum-Typ wird das pseudotrichale Hyphen-Stadium bei den parasitischen Vertre-
tern mehr und mehr vom Wirt unabhéngig.
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