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(Aus dem Insti tut  ffir Pflanzenbau und Pflanzenzfichtung der Universit~t Halle a. S.) 

H a p l o i d e  L i n i e n  y o n  Ust i lago  trit ici .  1 

Von Clyde  Chris tensen .  

Die Schaffung neuer, ,,kiinstlicher" Rassen 
,eines parasit ischen Pilzes durch die Kombina-  
t ion haploider Linien, wie sic yon  STAI<MAN und 
CHRISTENSEN (9) mit  Ustilago zeae zuerst durch- 
gefiihrt  worden ist, ha t  sich als gelegentlich 
wertvol l  gezeigt bei der Ziichtung von krank- 
hei ts immunen und -widerstandsf~ihigen Kul tur-  
pflanzen, worauf  schon ROEMER (8) und NICO- 
LAISEN (5) hingewiesen haben. Die Auswertung 
der theoretisehen Erkenntnisse fiir die prak- 
t ische Zfichtungsarbeit  ist auch yon NICOLAISEN 
in seiner letzten Ver6ffentlichung fiber Ustilago 
avenae eingehend auseinandergesetzt  worden. 

Um wenigstens einen Anfang in dieser Rich- 
t u n g  bei U. r zu machen,  versuchte  der 
Verfasser, haploide Linien zu isolieren und 
Blfiteninfektion mit  Mycel auszuftihren. Zu 
diesem Zwecke wurden die in der vorliegenden 
Arbei t  beschriebenen Versuche durchgeffihrt.  

DaB sich die vier Promycelzellen der keimen- 
den Spore bei U. tritici in wenigstens zwei 
Geschleehtsgruppen teilen lassen, ist schon vor  
Jahren  von RAWlTSCI-IEt~ (7) und KNIEP (4) 
ziemlich deutlich bewiesen worden, doch wurde 
es v o n  RAWITSCHER damals als Geschlechts- 
erscheinung nicht  gleich erkannt.  Die vor-  
liegende Arbeit  setzt sich das Ziel, diese Ge- 
schlechtsgruppen voneinander  zu t rennen und 
wieder nach Belieben zu kombinieren, um in 
dieser Weise neue Kombina t ionen  innerhalb 

1 Verfasser ftihrte diese Arbeit im Jahre 1932/33 
an diesem Insti tut  wXhrend seines Aufenthaltes als 
Austauschassistent durch. 

der verschiedenen Rassen und zwischen diesen 
schaffen zu k6nnen. 

Wie von BREFELD (I) bereits im letzten Jahr -  
hunder t  sowohl bei U. nuda var. hordei wie bei 
U. nuda var. tritici gezeigt worden ist, wachsen 
yon den vier Promycelzellen Keimschl~iuche aus, 
im Gegensatz zu U. avenae, wo yon den Pro-  
mycelzellen sukzessive Sporidien abgeschniirt  
werden. Nach  HOTTIG (3) sollen die keimenden 
Sporen yon  U. tritici unter  besonderen Ver- 
h~iltnissen Sporidien ans ta t t  Keimschl~iuche auf 
dem Promycel  'bilden. Da es dem Verfasser in 
wiederholten Versuchen durch Variat ion yon 
Temperatur ,  PH des N~hrbodens und  Kon-  
zentrat ion yon Agar  und N~ihrstoffen nicht  ge- 
lang, diese erwfinschte Sporidienbildung herbei- 
zufiihren, blieb zun~ichst nichts anderes iibrig 
als der Versuch, die Keimschl~iuche abzuschnei- 
den, um haploide Linien zu erhalten. 

Einzelne Sporen wurden auf h~ingenden Agar-  
t ropfen auf Deckglfischen zur Ke imung  ge- 
bracht .  Nachdem Keimschlfiuche gebildet wor- 
den waren, wurde das Promycel  zwischen den 
Keimschl~iuchen durchgeschnit ten.  U m  das 
Promycel  gut  abschneiden zu k6nnen, mul3te 
der Agar t ropfen  erst etwas (nicht ganz) aus- 
t rocknen,  dami t  der N~ihrboden etwas fester 
wurde. Dann  wurde das Promycel  mi t  einem 
Mikromesser durchgeschnit ten.  Die abgeschnit-  
tenen Keimschl/iuche wurden sofort  auf dem 
Agar t ropfen voneinander  getrennt ,  nachdem ein 
Wasser t r6pfehen dem Agar  hinzugefiigt worden 
war, um diese Trennung zu erleichtern. Sobald 
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sie weiterwuchsen, wurden sie in Reagensgl/iser 
/ibertragen. Das Isolieren der Sporen und Ab- 
schneiden der Keimschlfiuche wurde mit  einem 
von dem Verfasser selbst aus einem alten Mikro- 
skop and mehreren Glasnadeln gebauten Ap- 
parat  durchgefiihrt. 

Es war von vornherein night anzunehmen, 
dab man die vier Keimschlfiuche immer einfach 
der Reihe nach abschneiden und sie in wachs- 
tumf~ihigem Zustand erhalten konnte. Ob es an 
dem Apparat  oder an dem Pilze lag, ist nicht 
ohne weiteres zu sagen, aber die abgeschnittenen 
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Abb. I. Vier haploide Kulturen einer einzelnen Spore der 
U. tritici. AuI 1,5~ Biomalzagar. E twa  acht Wochen alt. 

Keimschlfiuche gingen sehr h~ufig sogleich zu- 
grunde. Wahrscheinlich sind sie in diesem j ugend- 
lichen Stadium jeder mechanischen St6rung 
gegeniiber sehr empfindlich. 

Keimschl/iuche, die abgeschnitten worden 
waren, wenn sie nur zwei bis drei Zellen aus- 
gebildet hatten,  gingen beinahe ohne Ausnahme 
sofort zugrunde. Und gewghnlich war es so, dab 
schon, ehe die Keimschl/iuche drei bis vier Zellen 
gebildet hatten,  sie bereits etwas durcheinander 
gewachsen und mitunter  wahrscheinlich mit-  
einander verschmolzen waren, dab es unm6glich 
war, die einzelnen SchlSmche mit Sicherheit ab- 
zuschneiden. 

Mit Riicksicht auf diese Tatsache wurde wie 
Iolgt verfahren: die zweiten and dritten Keim- 
schl/iuche wurden durch mehrmaliges Durch- 
schneiden mittels des Mikromessers vernichtet, 
das Promycel zwischen den beiden vernichteten 

Keimschl~uchen darchgeschnitten und die zwei 
Teile getrennt. Also zwei Keimschl~iuche, der 
erste und der vierte, blieben bestehen, oder drei 
Keimschl~uche wurden vernichtet und der vierte 
blieb erhalten. Das Promycel wurde nicht von 
der Spore abgeschnitten; obwohl bekannt  ist, 
dab eine Spore zwei Promycelien austreiben 
kann, wurde dieses unter den hier bearbeiteten 
Sporen nit beobachtet. 

Es ist damit  nicht gesagt, dab alle auf diese 
Weise erzielten Kulturen haploid waren. Es 
wurde nun n~imlich der folgende Versuch ge- 
macht:  Die Kulturen warden yon Reagens- 
gl/isern in Erlenmeyerkolben oder Petrischalen 
iibertragen, in denen sich eine diinne Wasser- 
schicht auf dem N~ihrboden befand. Nach der 
Ubertragung warden die Kolben heftig ge- 
schiittelt, dab die eben eingeimpften Mycel- 
st/ickchen im Wasser auf der Oberfl~iche des 
N~ihrbodens hin und her getrieben wurden. Dann 
blieben die Kolben bzw. Petrischalen stehen. Bet 
giinstiger Temperatur  waren binnen IO Tagen 
eine Menge kleiner Kulturen zerstreut in jedem 
Kolben zu sehen, und zwar selten solche des 
Elterntyps,  sondern zwei bis seehs neue Typen. 

Diese neuen Typen warden isoliert und das 
Verfahren wiederholt, mit  dem Ergebnis, dab 
diesmal weniger solche Abspaltungen auftraten. 
Nach noehmaliger Wiederholung waren noch 
weniger neue Typen zu linden, und nach der 
dritten Wiederholung blieben eine Menge der 
Typen konstant.  Dann warden alle die yon 
einer Spore abstammenden I4ulturen mitein- 
ander verglichen, eine von jedem Typ bei- 
behalten und die anderen weggeworfen. 

In den oben beschriebenen F~illen, wo zwei 
Keimschl/~uche abgeschnitten worden waren, 
konnte man schlieBlich manchmal  zwei bis vier 
Typen yon jeder Spore unterseheiden. In den 
F~illen, wo drei Keimschl~iuche vernichtet 
worden waren, kamen fast ebenso viele Typen 
zum Vorschein. Dieses findet darin seine Er- 
kl~irung, dab die Zellkerne in den Promycelzellen 
blieben, so dab die Kulturen eigentlich den 
Einzelsporkulturen gleich waren. 

Nun wurden Einzelsporkulturen in Petri- 
schalen hineingegeben und in der oben be- 
schriebenen Weise behandelt, um zu sehen, ob 
man auf diese Weise zur Trennung der Typen 
innerhalb der Spore kommen konnte, ohne die 
Keimschl~uche abschneiden zu miissen. Es ist 
dem Verfasser schon gelungen, auf diese Weise 
in Einzelsporkulturen verschiedene Typen zu 
trennen. 

Auf einem etwas flfissigen N~hrboden bilden 
manche dieser Kulturen reichlich Sporidien. Es 
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ist auch anzunehmen, daft die Einzelsporkulturen 
auch wenigstens etliche Sporidien oder sporidien- 
fihnliche Zellen am Mycel (aber nicht am Pro- 
mycel) bilden, sonst trennten sich solche Typen 
nicht. 

Herr  C. C. ALLISON, Dept. Plant Pathology, 
University Farm, St. Paul, Minnesota, USA., 
hat  freundlicherweise Sporidien yon acht dieser 
Kulturen rnit denen yon zwei verschiedenen 
Gesehlechtsgruppen yon Ustilago hordei gepaart.  
Es kopulieren Sporidien yon allen acht Kulturen 
yon U. trilici mit denen von U. hordei, was als 
Beweis dafiir angenommen werden daft, dab die 
acht Kulturen haploid sind. Vier dieser Kulturen 
stamrnen von einer Spore, bei der drei Keim- 
schl~iuche abgeschnitten worden waren, alle drei 
wuchsen weiter; eine Kultur  lieB sich nachher 
in zwei Typen trennen. Diese vier haploiden 
Kulturen sind auf Abb. I zu sehen. Die anderen 
vier Kulturen stammen von einer anderen Spore. 
Bei der keimenden Spore wurden drei Keim- 
schl~uche vernichtet, der vierte wuchs welter, 
und sp~iter lieB sich diese Kultur  in vier Typen 
trennen. 

Es spalten noeh eine Menge der Kulturen ab, 
doeh irnmer wieder in dieselben Typen, als 
wenn man nur ein Typengerniseh hatte,  das sieh 
nicht leicht trennen liel3. Abe r  man kornmt j a 
doch ohne Zweifel rnit dieser Methode zu kon- 
stanten Typen. DaB diese Typen Mutationen 
oder irgendwelche Modifikationen darstellen, 
scheint dern Verfasser h6ehst unwahrscheinlich, 
da dieselben Typen sehr h~ufig mehrmals unter 
den Abspaltungen ein und derselben Spore ge- 
funden werden, und eine Spore ergibt endlich 
eine kleine Anzahl konstanter Typen, yon denen 
einige, wie bereits naehgewiesen, haploid sind. 

Nattirlich mtissen wir siehere Infektions- 
ergebnisse abwarten, ehe wir diese Erscheinungen 
genau deuten k6nnen. Sie sind weniger als Be- 
weis fiir eine Theorie angeftihrt, als einen Weg 
zu zeigen, auf dem vielleieht andere Forscher 
weitere Fortschrit te erzielen k6nnen. Wenn 
haploide Kulturen imrner wirklich so leieht zu 
erhalten sind, sind die Ztiehtungsprobleme bei 
Weizenflugbrand wenigstens ein wenig erleich- 
tert. Vielleicht gilt das oben besprochene Ver- 
fahren doch nur fiir einige Rassen innerhalb der 
Art, aber das kann nur dureh weitere Versuche 
festgestellt werden. 

I n f e k t i o n s v e r s u c h e .  
Die ersten Infektionsversuche mit Kornbina- 

tionen haploider Linien wurden im Gew/ichs- 

haus an der Sorte Peragis ausgeftihrt. Die 
Weizenpflanzen wurden im Gew~chshaus unter 
Zuhilfenahme ktinstlicher Beleuchtung bis zur 
Bltite herangezogen. W/ihrend bis kurz nach 
der Bltite (Mitre April) wurden die Mycel- 
infektionen in die Bltite ausgefiihrt, und zwar 
in der yon GENAU beschriebenen Art mit  der 
yon ibm benutzten Infektionsspritze (siehe 
GREVEL 2). Als Infektionsmaterial  dienten 
haploide Linien und Kombinationen zwischen 
diesen. Die Kombination wurde auf die Weise 
hergestellt, dab die betreffenden Kulturen zer- 
rieben, mit  Wasser aufgeschwemrnt und dann 
paarweise vermischt wurden. Die Zerreibung 
hat so rein zu erfolgen, dab ein Verstopfen der 
Kaniile der Infektionsspritze Vermieden wird. 
Die K6rner aus den infizierten Bliiten wurden 
geerntet (Anfang Juni), wieder ausgelegt und 
im Gew~iehshause wieder bis zum Schossen bei 
kiinstlicher Beleuchtung herangez0gen. Die Zeit 
v o n d e r  Aussaat bis zum Schossen betrug etwas 
weniger als 8 Wochen. Sechs yon dreil3ig Kom- 
binationen zeigten Befall, und zwar yon IO his 
90% bei einer Durchschnittszahl yon 5o zur 
Bltite gelangten Pflanzen. Auch eine Kom- 
bination einer Linie der Rasse I mit  einer an- 
deren der Rasse 2 rief auf Peragis Befall hervor. 
In keinem Falle wurde eine Infektion durch 
einzelne Linien --- also durch haploides Mycel - -  
festgestellt. 

Hiermit  wurde zum ersten Male gezeigt, dab 
es m6glich ist, mit  Kombinationen haploider 
Mycelien yon U. tritici Befall hervorzurufen. 
Es k6nnen und sollen aus diesen Ergebnissen 
noch keine festen Schltisse hinsichtlich der ge- 
schlechtlichen Verh/iltnisse beim Weizenflug- 
brand gezogen werden. Irnmerhin geht aus 
ihnen hervor, dab es m6glich ist, zur K1/irung 
dieser Verh~iltnisse auch das Infektionsexperi- 
ment  zu benutzen. 
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