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Summary

In the introduction a survey is given on our present knowledge and the corre-
sponding literature concerning the problem of the ,anuclear type of development*
(ATD-syndrom) in the desmid Micrasterias.

In experiments with the inhibitor of protein-synthesis cycloheximide, administe-
red to divison stages of Xanthidium armatum and Closterium lunula it is shown
that also these desmids exhibit characteristic ATD-forms with a reduction of their
cell pattern and a swelling of the young half cells.

With the aid of the ,cellulase onozuka test” it could be shown that in both algal
species an inhibition of protein synthesis during the growth of the young half cell
leads to a total inhibition of secondary wall formation which represents — together
with the early bursting of the treated cells — a characteristic symptom of the ATD-
syndrom.

Zusammenfassung

In der Einleitung wird ein Uberblick iiber das heutige Wissen und die Literatur
zum Problem des ,anuclear type of development® (ATD-Syndrom) bei der Desmi-
diacee Micrasterias gegeben.

Es werden Versuche mit dem Proteinsynthese-Blocker Cycloheximid bei Tei-
lungsstadien von Xanthidium armatum und Closterium lunula beschrieben und
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gezeigt, daf auch bei diesen Desmidiaceen charakteristische ATD-Formen entste-
hen, die eine Reduktion des Zellmusters und eine Anschwellung der jungen Halb-
selle aufweisen. Mit Hilfe des ,,Cellulase Onozuka Tests“ wird nachgewiesen, dafl
bei beiden Algenarten eine Blockade der Proteinsynthese wihrend des Wachstums
der jungen Halbzelle zu einer volligen Hemmung der Sekundirwandbildung fiihr,
die ebenso wie das festgestellte frithe Zerplatzen der ATD-Zellen ein charakteristi-

sches Merkmal des ATD-Syndroms darstellt.

Einleitung

Bei umfangreichen cytophysiologischen Untersuchungen gelang es den beiden
finnischen Pflanzenphysiologen H. WARIS und P. KALLIO um 1950 durch ver-
schiedene experimentelle Eingriffe, insbesonders durch Zentrifugierung wihrend
der Mitose, mehrkernige und kernlose Zellen bei der Griinalge Micrasterias herzu-
stellen. Bei ,entkernten“ Zellen zeigte es sich, daf} solche Zellen nicht mehr imstan-
de waren, beim postmitotischen Wachstum eine normal gestaltete Halbzelle auszu-
bilden, sondern vielmehr eine in ihrer Lappenzahl stark reduzierte Form entwik-
kelten (KALLIO 1949, 1951, WARIS 1951, WARIS und KALLIO 1964). So bilde-
ten sich z. B. bei Micrasterias thomasiana meist 5 oder 3, bei M. rotata nur 3 Lappen
aus, wobei jede weitere Differenzierung unterblieb (WARIS 1951). Wihrend die
lateralen Lappen an Gréfle immer mehr zunahmen und ,,blasenformige” Gebilde
entwickelten, blieb der Polarlappen meist in seinem Wachstum gehemmt. Unter
normalen Kulturbedingungen platzten solche Zellen nach 24 Stunden und starben
ab. WARIS (1951) wies auf eine starke Vakuolisierung und Kontraktion des Chlo-
roplasten in solchen Zellen hin. Besonders auffillig war, daff das Wachstum der
Lappen ,entkernter Zellen ohne weitere Differenzierung noch stundenlang fort-
gesetzt wurde, wihrend normale oder binucleare Zellen ihr Wachstum in wesent-
lich kiirzerer Zeit beendeten (vergl. dazu die kinematographischen Zeitrafferauf-
nahmen bei MEINDL 1982).

Da offenbar der Mangel an einem funktionierenden Zellkern die Ursache fiir
starke Wachstumsaberrationen war, versuchten WADDINGTON (1962), KAL-
LIO (1963) und SELMAN (1966) solche Effekte durch eine ,Entkernung® bzw.
Inaktivierung des Zellkernes bei Micrasterias-Zellen mit Hilfe von UV-Bestrahlung
durchzufiihren. Wihrend KALLIO (1963) entweder ganze Zellen oder Halbzellen
mit UV-Licht bestrahlte, verwendete SELMAN (1966) ein Mikrostrahlen-Gerit,
das die lokale Bestrahlung z. B. nur des Zellkernes erlaubte. Es gelang tatsichlich,
durch UV-bedingte Inaktivierung des Zellkernes zu sehr dhnlichen Zellmorphosen
zu gelangen, wie sie bei mechanisch entkernten (zentrifugierten) Zellen auftraten.
Da diese Formanomalie eindeutig auf den Verlust der Kernaktivitit zuriickzufiih-
ren war, nannte SELMAN (1966) diesen aberranten Wachstumstyp der ,kernlo-
sen“ Micrasterias-Zelle den ,anuclear type of development®, im folgenden als ATD-
Phinomen bezeichnet, das morphologisch in erster Linie durch eine Reduktion des
Zellmusters und der Ausbildung grofler blasiger Lappen gekennzeichnet ist (vergl.
Abb. 1-4).
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SELMAN (1966) fiithrte erstmalig UV-Bestrahlungen bei Zellkernen verschiede-
ner Entwicklungsstadien durch und konnte dabei wahrscheinlich machen, daf} die
Kerndetermination fiir den Ablauf der Lappenbildung bei M. thomasiana zwischen
35 und 155 Minuten vor dem eigentlichen morphogenetischen Ereignis (Lappentei-
lung) eintritt.

Die Ergebnisse an UV-bestrahlten Zellkernen konnten in der Folge durch geziel-
te UV-Kerninaktivierung mit UV-Strahlenstichgeriten noch verfeinert und ein-
deutig bestitigt werden (SELMAN 1972, KALLIO und HEIKKILA 1972, TOUR-
TE 1972 b, LETHONEN 1977, PIHAKASKI und KALLIO 1978). KALLIO und
HEIKKILA (1972) fithrten UV-Bestrahlungen bei verschiedenen Entwicklungssta-
dien von M. torreyi und M. thomasiana durch und konnten eine eindeutige Bezie-
hung zwischen Entwicklungsstadium der Zelle zum Zeitpunkt der Bestrahlung
und der morphogenetischen Reaktion feststellen. Wihrend eine UV-Bestrahlung
der ganzen Zelle in der Mitosephase zu 3-lappigen, blasigen Halbzellen fiihrte,
bewirkte die Bestrahlung im Zustand der Halbzellenbildung (Bulbusstadium)
etwas hoher differenzierte, meist 5-lappige, blasenartige Gebilde. Auf Grund dieser
und dhnlicher Versuche kamen die beiden Autoren zu dem Schluf}: , The damage
caused by ultraviolet irradiation is due to the effect on nucleic acids“ und es lag die
Vermutung nahe, daff fiir die Entstehung des ATD-Phinomens die Zerstérung
oder Inaktivierung vor allem von RNS von entscheidender Bedeutung sein kénnte.
Diese Annahme erfuhr eine eindeutige Bestitigung durch Versuche, in denen
wachsende Micrasterias-Zellen mit RNAse behandelt wurden, was ebenfalls zur Bil-
dung des ATD-Phinomens fithrte (KALLIO 1963, KALLIO und HEIKKILA
1972, TIPPIT und PICKETT-HEAPS 1974).

Da RNAse das ATD-Phinomen induzierte, lag es nahe, andere in den Stoffwech-
sel der Nucleinsiuren eingreifende Substanzen in Hinblick auf ihre Fihigkeit zur
Induktion dieses Phinomens zu testen. Nachdem bekannt war, daff Actinomycin
D (AMD) die Synthese von RNS durch Bindung an DNS verhindert, fiihrte bereits
SELMAN (1966) neben seinen UV-Bestrahlungsversuchen erste Experimente mit
diesem Stoff bei Micrasterias durch (vergl. auch TOURTE 1976). Auch durch
AMD gelang es, das ATD-Phinomen zu induzieren, sodafl an dem Zusammenhang
von RNS-Zerstérung bzw. Hemmung ihrer Synthese und dem Zustandekommen
von ATD-Zellen nicht mehr zu zweifeln war. Umfangreiche Untersuchungen mit
AMD vor allem iiber die Stadienspezifitit der AMD-bedingten RNS-Blockade und
dem Auftreten des ATD-Phinomens wurden vor allem auch von KALLIO und
HEIKKILA (1972) durchgefithrt (vergl. auch SELMAN 1972, TOURTE 1972 b,
TIPPIT und PICKETT-HEAPS 1974, BURGSTALLER-GETZINGER 1979,
HAMPL 1984). Die Autoren konnten einen starken Einfluf} des Entwicklungsal-
ters zu Behandlungsbeginn und der verwendeten Wirkstoffkonzentration nachwei-
sen, wobei es interessant ist, daf} bereits eine Behandlung in der Mitosephase zum
ATD-Phinomen fithrt. Genauere z. T. quantitative Untersuchungen iiber den Ein-
fluf von AMD auf das Zellwachstum, insbesonders dessen Stadienabhingigkeit
wurden von HACKSTEIN-ANDERS (1974, 1975) durchgefithrt. Die Autorin
weist darauf hin, dafl unter dem Einfluf} dieser Substanz in vielen Fillen keine
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Abb. 1-4. Micrasterias-Zellen, welche im Zustand der Halbzellenbildung, nach
der Mitose mit 10—3% Cycloheximid behandelt wurden. Aufnahmen 24 Stunden
nach Versuchsbeginn. Die ATD-Form der jungen Halbzellen ist deutlich erkenn-
bar. Abb. 1: M. denticulata Bréb. Abb. 2: M. torreyi. Abb. 3: M. thomasiana. Abb. 4:
M. thomasiana f. uniradiata (WARIS 1950 b; Algenkulturen erhalten von Culture
Collection of Algae, Austin, University of Texas).
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Sekundidrwand gebildet wird und der osmotische Wert der AMD-behandelten Zel-
len hoher liegt als bei unbehandelten Zellen vergleichbarer Stadien. Ferner fand sie,
dafl neben AMD auch Ethidiumbromid bei Einwirkung wihrend der Zellentwick-
lung des ATD-Phinomen hervorruft.

Neben Actinomycin D und Ethidiumbromid, bei denen es sich um Blocker der
RNS-Synthese handelt, behandelte TOURTE (1972 a) als erste Micrasterias mit
dem Proteinsyntheseblocker Cycloheximid, wobei sich zeigte, dafl auch dieser
Stoff imstande ist, das ATD-Phinomen hervorzurufen, wihrend Puromyecin eine
qualitativ andere, schwache morphogenetische Wirkung hervorruft (TIPPIT und
PICKETT-HEAPS 1974). Die zuletzt genannten Autoren stellten fest, dafl unter
dem Einfluf3 von Cycloheximid das Anlagerungsmuster von Zellwandmaterial, das
bei Turgorreduktion erkennbar wird (KIERMAYER 1964, 1967, 1981) z. T. verin-
dert wird, was auf eine direkte Wirkung dieses Stoffes auf das artspezifische Ent-
wicklungsmuster hindeutet.

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von RNS- und Proteinsyntheseblocker in
Hinblick auf ihre Wirkung zur Induktion des ATD-Phinomens untersucht, wobei
die in Tabelle 1 genannten Stoffe als wirksam gefunden wurden.

Wichtige weitere Aufschliisse brachten elektronenmikroskopische Untersuchun-

gen an ATD-Zellen. So hob bereits TOURTE (1972 b) hervor, daf bei durch Zen-
trifugieren ,entkernten“ oder mit AMD behandelten Zellen vor allem das Golgi-
System und die Zellwand starke ultrastrukturelle Verinderungen erfahren, wih-
rend Chloroplast und Mitochondrien kaum verindert werden. Auch HACK-
STEIN-ANDERS (1974) wies auf Verinderungen (Reduktion) der Dictyosomen
und der Primirwand hin.
Elektronenoptisch waren weder eine Sekundirwand noch Sekundirwand-bildende
F-Vesikel (KIERMAYER 1981) bei ATD-Zellen nachweisbar (vergl. auch BURG-
STALLER-GETZINGER und KIERMAYER 1980 nach Behandlung mit Strepto-
mycin, und HAMPL 1984 nach Einwirkung von Bleomycin-sulfat). Schon TOUR-
TE (1972 b) wies auf ,diinne Zellwinde“ bei ATD-Zellen hin, ohne allerdings die
nétige Unterscheidung zwischen Primirwand und Sekundirwand zu treffen (vergl.
auch WARIS und KALLIO 1964). Die Autorin zeigte ferner die allmahliche Zer-
storung der Dictyosomen in ATD-Zellen. Neben einer Abnahme der Zisternen-
zahl der Dictyosomen wurde die Anzahl dieser Organellen immer geringer, wobei
auch die ihnen zugeordneten ER-Zisternen verschwanden.

Eine ausfithrliche Untersuchung iiber die subzellulare Morphologie von Micraste-
rias torreyi bei durch Zentrifugierung ,entkernten” und bei UV-bestrahlten Zellen
fihrten PIHAKASKI und KALLIO (1978) durch. Obwohl bei beiden Behand-
lungsarten leicht unterschiedliche Wirkungen festzustellen waren (vergl. auch
TOURTE 1972 b), waren auch in diesen Untersuchungen deutliche Wirkungen
auf die Dictyosomen und die Zellwand festzustellen. Sekundirwandbildende F-
Vesikel fehlten auch hier véllig. Beide Behandlungsarten fiihrten zu einer Zersto-
rung der ER-Membranen und der Polysomen.

NOGUCHI und UEDA (1979) untersuchten elektronenmikroskopisch den Ein-
flufl einer Cycloheximidbehandlung auf Micrasterias crux melitensis und stellten
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Tabelle 1: Uberblick mit Literaturangabe iiber die bisher gefundenen physikali-
schen und chemischen Méglichkeiten zur Induktion des ATD-Syndroms bei ver-

schiedenen Micrasterias Arten.

* Auch elektronenmikroskopische Untersuchung der ATD-Zellen
**+ Kinematographische Zeitrafferdarstellung der Entwicklung von ATD-Zellen.

ATD-Induktion durch

Literatur

1. Denukleation (Zentrifugierung)

2. Denukleation (UV-Bestrahlung)

3. RNAse

4. RNA und Proteinsynthese-
Blocker
a) Actinomycin D

b) Cycloheximid

¢) Ethidiumbromid

d) Nystatin

KALLIO 1949, 1951, WARIS 1951,
TOURTE 1972 b*

WADDINGTON 1962,
KALLIO 1963, SELMAN 1966, 1972,
KALLIO u. HEIKKILA 1972,
TOURTE 1972 b, LETHONEN
1977, PIHAKASKI u. KALLIO
1978*

KALLIO 1963, KALLIO u.
HEIKKILA 1972, TIPPIT u.
PICKETT-HEAPS 1974

SELMAN 1966, 1972, KALLIO wu.
HEIKKILA 1972, TOURTE 1967,
1972 b*, TIPPIT u. PICKETT-
HEAPS 1974, HACKSTEIN-
ANDERS 1974*, 1975,
BURGSTALLER-GETZINGER
1980*, HAMPL 1984

TOURTE 1972 a, TIPPIT u.
PICKETT-HEAPS 1974, NOGU-
CHI u. UEDA 1979*, KIERMAYER
u. MEINDL 1980 b*, MEINDL
1982**, 1985, HAMPL 1984

HACKSTEIN-ANDERS 1974%,
1975, HAMPL 1984

KUNZMANN u. KIERMAYER
1978
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e) Streptomycin KUNZMANN u. KIERMAYER
1978, BURGSTALLER-GETZIN-
GER 1979*, BURGSTALLER-GET-
ZINGER u. KIERMAYER 1980*,

HAMPL 1984

f) Gougerotin KIERMAYER u. MEINDL 1980a,
MEINDL 1982**, HAMPL 1984

g) Acrilflavin HAMPL 1984

h) Bleomycin-sulfat HAMPL 1984*

1) Chromomycin M, HAMPL 1984

j) Mitramycin HAMPL 1984

k) Cordycepin (3’deoxyadenin) HAMPL 1984

1) 4-Phorbol HAMPL 1984

5. Glutaraldehyd MEINDL u.KIERMAYER 1986 a*,b*

auch mit diesem Stoff eine Beeinflussung vor allem der Dictyosomen in Form einer
Hemmung der Vesikelproduktion sowie einer ,Kriimmung® der Dictyosomen
fest, wie sie auch von HACKSTEIN-ANDERS (1974) nach Behandlung mit Acti-
nomycin D beschrieben wurde. Auch bei Micrasterias denticulata stellten KIER-
MAYER und MEINDL (1980 b) eine charakteristische Verinderung der Primiir-
wand durch Cycloheximid fest. In dieser fanden sich diskrete Partikel, welche sehr
wahrscheinlich den Inhalt von D-Vesikeln (KIERMAYER 1970) darstellten, und
eine innere, an die vorhandene Primirwand angelagerte Schicht bildeten. Die
Autoren nahmen an, daf} durch Hemmung der Proteinsynthese der Inhalt von D-
Vesikeln die Fihigkeit verliert, in die wachsende Primirwand eingelagert zu wer-
den und zu einer homogenen Schicht zu fusionieren (vergl. auch HACKSTEIN-
ANDERS 1974 bei AMD- und Ethidiumbromid-Behandlung, und PIHAKASKI
und KALLIO 1978 bei ,entkernten® und UV-bestrahlten Zellen). Eine Stérung im
Chemismus der D-Vesikeln kénnte somit einen Faktor fiir die Entstehung der Form-
aberration von ATD-Zellen darstellen. Fiir die Aufrechterhaltung der normalen
Fusionsfihigkeit von Primirwandmaterial-Portionen aus D-Vesikeln in der wach-
senden Primirwand scheint eine ungestérte Proteinsynthese wihrend der Zellent-
wicklung unbedingte Voraussetzung (KIERMAYER und MEINDL 1980 b). Die
spitere Groflenzunahme und die ,blasige“ Ausbildung der Lappen ist méglicher-
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weise*auf eine Dehnung der Primirwand durch erhdhte Turgeszenz ohne Vesikel-
material-Einbau zuriickzufithren (MEINDL 1982).

Auch durch Cycloheximid wurde die Bildung der Sekundirwand bei Micrasterias
denticulata unterbunden. Dementsprechend waren elektronenoptisch keine dic-
tyosomalen F-Vesikel bei diesen ATD-Zellen nachweisbar. Hier mufl besonders
hervorgehoben werden, daf} es durch Hemmung der Proteinsynthese bei Micraste-
rias moglich ist, einen streng stadienspezifischen Prozef}, nimlich die Bildung von
Sekundirwand-bildenden F-Vesikeln zu unterbinden und somit in den Membran-
fluff am Dicyosom (KIERMAYER 1981) experimentell einzugreifen (KIERMAY-
ER und MEINDL 1980 b).

Jiingst wurde in licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen festge-
stellt, daf} auch subletale Konzentrationen des Fixativums Glutaraldehyd das
ATD-Phinomen mit allen Symptomen die oben dargelegt wurden, hervorruft
(MEINDL und KIERMAYER 1986 a, b).

Tabelle 2: Ubersicht iiber die bisher bekannten Merkmale des ATD-Syndroms bei
Micrasterias aufgrund licht- und elektronenmikroskopischer Untersuchungen
(Literatur vergl. Tab. 1).

* aufgrund der bisherigen Untersuchungen auch bei Xanthidium armatum und
Closterium lunula

1. Blasenférmige Ausbildung der Lappen bei gleichzeitiger Reduktion des Zell-
musters™

. Reduktion des Polarlappens

. Zeitlich stark verlingertes Wachstum (Dehnung) der Primarwand*

. Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit*

. Erh6hung des osmotischen Wertes

. Zerplatzen der Zellen nach 24stiindiger Behandlungsdauer*

. Fehlen der Ausbildung einer Sekundirwand*

. Fehlen von dictyosomalen Sekundirwand-bildenden F-Vesikeln

. Reduktion der Dictyosomen (Verringerung der Zisternenzahl)

. Bildung einer erhéhten Anzahl von ,coated-vesicles“ aus Golgi-Zisternen und
Kriimmung der Dictyosomen

. Markante Anderung der Ultrastruktur der Primirwand. Diese weist im
Mikrofibrillengeflecht vesikelartige, membranlose Einschliisse (wahrscheinlich
membranlose D-Vesikel) auf. Offenbar geht die Fusion von D-Vesikeln zu
einer homogenen Primdrwandschicht verloren.

12. Vakuolisierung des Protoplasmas

13. Chloroplastenkontraktion

O O 00O NGOV B WN

—
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—_

Es kann somit festgestellt werden, dafl durch verschiedenartige experimentelle
Mafinahmen, die letztlich zur Blockade der Proteinsynthese fiihren, ein charakteri-
stisches Syndrom (ATD-Syndrom) induziert wird, dessen bisher bekannte Merk-
male in Tabelle 2 zusammengestellt sind.
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Da das ATD-Syndrom bisher ausschliefllich bei Micrasterias untersucht wurde,
schien es interessant vergleichend lichtmikroskopisch zwei andere Desmidiaceen-
Arten und zwar Xanthidium armatum und Closterium lunula zu untersuchen.
Uber diese Untersuchungen wird nachfolgend berichtet.

Material und Methodik

Algenkultur: Fiir nachfolgend dargelegte Versuche wurden Zellen von Xanthi-
dium armatum und Closterium lunula (WEST und WEST 1912) verwendet. Die
Algen wurden in Hochmooren bei Tamsweg/Salzburg (Uberling-Moore und
Hochmoor am Seethaler See) gesammelt und im Labor unter semisterilen Bedin-
gungen weiterkultiviert. Fiir die Kultur wurden einzelne Zellen der natiirlichen
Algenprobe entnommen und iiber sieben sterile Passagen mit Nihrlésung letztlich
in Erlenmeyerkolben in 30 ml Nihrlésung tiberfiihrt (vergl. MEINDL et al. 1986).
Die so beschickten Kolben wurden bei 20+ 1°C und einem Licht-Dunkelrhyth-
mus von 14:10 Stunden aufgestellt (genaue Kulturbedingungen siche KIERMAY-
ER 1980).

Als Nihrlésung kam eine Lésung nach WARIS (1950a) mit Zusatz von Erdex-
trakt (SCHLOSSER 1982) im Verhiltnis 1:8 zur Verwendung. Die Kulturen ver-
blieben ca. 3—4 Wochen in der Klimakammer, bevor sie fiir die Versuche verwen-
det wurden. In dieser Zeit entwickelten sich sowohl Xanthidium armatum als auch
Closterium lunula zu einer dichten Algenkultur, die fiir die Versuche zur Verfii-
gung stand.

Versuchsdurchfiihrung: Fiir die Versuche zur Induktion des ATD-Phinomens
wurden junge Teilungsstadien der beiden Algenarten in wissrige Losungen von
Cycloheximid (Serva) in einem Konzentrationsbereich von 10—3%—7x10—4%
iibertragen. Die Versuche wurden in Napfschilchen mit jeweils 1 ml Losung bei
20°C in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Pro Versuch kamen jeweils 20-30
Zellpaare zur Verwendung. Kontrollversuche wurden unter gleichen Versuchsbe-
dingungen mit Aqua bidest durchgefiihrt. Die Auswertung der Versuche erfolgte
24 Stunden nach Versuchsbeginn. Dazu wurden Zellen auf Objekttriger iiberfihrt
und lichtmikroskopische Aufnahmen mit einem Reichert-Univar hergestellt (zur
Methodik vergl. KIERMAYER 1980, MEINDL et al. 1986).

Cellulase-Onozuka-Test: Zur eindeutigen Unterscheidung der Primdrwand und
Sekundirwand hat sich bei Versuchen mit Micrasterias und Cosmarium die Anwen-
dung der Cellulase ,Onozuka“ bewihrt (BERLINER und WENC 1976, MEINDL
und KIERMAYER 1986 b). Die Cellulase 16st die Primirwand véllig auf, wihrend
die Sekundirwand enzymatisch nicht angegriffen wird. Dieser Wirkungsunter-
schied erlaubt eine eindeutige Unterscheidung der beiden Wandschichten und auch
die genaue Bestimmung des Zeitpunktes der Entstehung der Sekundirwand bzw.
ihres Fehlens (MEINDL und KIERMAYER 1986 b). Bei den nachfolgend beschrie-
benen Versuchen mit Xanthidium armatum und Closterium lunula wurde die Cel-
lulase ,Onozuka“ (Serva) in einer Konzentration von 2% verwendet. Um ein Plat-
zen der Zellen zu verhindern, wurde die 2%ige Cellulase-Lsung in 0.3 M Glucose
angewandt. Die Enzymbehandlung dauerte jeweils 30 min. bei Raumtemperatur.
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Versuchsergebnisse und Diskussion

Wurden Zellen von Xanthidium armatum und Closterium lunula im Zustand der
Neubildung einer Halbzelle nach erfolgter Mitose in wissrige Lésungen von
Cycloheximid mit einer Konzentration von 10—3%-7x 10—4% eingelegt und die
Zellen fiir 24 Stunden in der Versuchslésung belassen, zeigten sich typische Wachs-
tumsinderungen. Wie auf Abb. 5 und 6 dargestellt, bildete Xanthidium armatum
an Stelle der zahlreichen regelmiflig angeordneten Stacheln (vergl. normales Zell-
muster auf Abb. 9) eine stark vereinfachte Zellform aus. Die unter dem Einfluf§
von Cycloheximid gebildeten neuen Halbzellen waren wesentlich grofler als die
normalen alten Halbzellen und wiesen eine helmartige Gestalt auf. Es ist anzuneh-
men, dafl das gesamte, normalerweise fiir die Bildung der Stacheln zur Verfiigung
stehende Zellwandmaterial fiir die Ausbildung einer grofien stachellosen Halbzelle
verwendet wurde. In allen untersuchten Xanthidium armatum Zellen kann die helm-
artige Form der jungen Halbzelle als die typische ATD-Form dieser Art angesehen

werden.

Abb. 5-9. Xanthidium armatum. Abb. 5 und 6: Zellen, die in jungen postmitoti-
schen Stadien mit 10—3% Cycloheximid behandelt wurden. Aufnahmen 24 Stun-
den nach Versuchsbeginn. Das ATD-Phinomen in Form helmartiger, vergréfierter
und stachelloser junger Halbzellen ist deutlich erkennbar. Abb. 7-9: Zellen, die
zur Unterscheidung von Primirwand und Sekundirwand mit der Cullulase ,Ono-
zuka“ behandelt wurden. Abb. 7: Isolierter Protoplast, der durch die Enzymbe-
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handlung entstand (Behandlung wie bei Abb. 8). Abb. 8: Die Zelle wurde wihrend
des postmitotischen Halbzellenwachstums fiir 24 Stunden mit 10—3% Cyclohexi-
mid behandelt und danach mit Cellulase ,,Onozuka“ (2% in 0.3 M Glucose, 30
Min.) versetzt. Die vorhanden gewesene Primarwand wurde durch das Enzym vél-
lig aufgelost. Sekundirwand wurde keine gebildet. Der Protoplast ist plasmoly-
siert. Abb. 9: Normale Zelle (Kontrolle), die sich 24 Stunden in Aqua bidest ent-
wickelte und danach mit Cellulase (,Onozuka“ 2% in 0.3M Glucose) fiir 30 Minu-
ten behandelt wurde. Die Sekundirwand, vom Enzym nicht angegriffen, ist auch
in der jungen Halbzelle (Pfeil) voll entwickelt.

Wurden Teilungsstadien von Closterium lunula nach gleicher Behandlung mit
Cycloheximid und nach gleicher Versuchsdauer untersucht, ergaben sich die in
Abb. 10 und 11 dargestellten, stark in ithrer morphologischen Ausprigung verin-
derten Zellen. Auch hier kam es zu einem friihzeitigen Stillstand der Differenzie-
rung bei gleichzeitigem starken blasenférmigen Anschwellen der neuen Halbzel-
len. Da diese Formen bei allen in sehr jungen Entwicklungsstadien mit Cyclohexi-
mid behandelten Zellen auftraten, kénnen auch hier die in Abb. 10 und 11 darge-
stellten Zellen als typische ,ATD-Zellen* charakterisiert werden. Dazu kommt,
daf viele dieser Zellen nach einer 24stiindigen Versuchsdauer zerplatzten, was
ebenfalls auf ihren ATD-Charakter hindeutet.

Wie schon in der Einleitung hervorgehoben wurde, tritt bei ATD-Zellen von
Micrasterias eine vollige Hemmung der Sekundirwandbildung ein (z. B. HACK-
STEIN-ANDERS 1974, KIERMAYER und MEINDL 1980 b, MEINDL und
KIERMAYER 1986 a, b). Zur Untersuchung der Frage, ob dies auch bei den 24
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Stuntlen mit Cycloheximid behandelten Xanthidium armatum- und Closterium
Iunula-Zellen der Fall ist, wurden solche Zellen einer Behandlung mit der Cellulase
,Onozuka“ (2%ig in 0.3M Glucose) unterzogen.

10 1"
Abb. 10 und 11. Closterium lunula. Die Zellen wurden wihrend des postmitoti-
schen Halbzellenwachstums mit 10—3% Cycloheximid fiir 24 Stunden behandelt.

Die neuen Halbzellen zeigen deutlich das ATD-Phinomen in Form abnormal dif-
ferenzierter, stark angeschwollener Halbzellen (Pfeil).

Wie auf Abb. 9 ersichtlich, trat bei den nicht mit Cycloheximid behandelten
Kontrollzellen von Xanthidium armatum nach Cellulase-Glucose Behandlung star-
ke Plasmolyse ein, ohne dafl jedoch die hier vorhandene Zellwand (Sekundirwand,
Pfeil) aufgeldst worden wire. Im Gegensatz dazu war bei einer mit Cycloheximid
vorbehandelten und nach 24stiindiger Versuchsdauer anschlieffend mit der Cellula-
se-Glucose-Losung behandelten Zelle keine neue Halbzelle zu sehen, und statt die-
ser nur der plasmolysierte gelegentlich nekrotische Protoplast zu erkennen (Abb.
8). Durch die Enzymbehandlung entstanden daneben hiufig auch isolierte Proto-
plasten (Abb. 7). Der Enzymtest zeigte eindeutig das Fehlen einer Sekundarwand
und die véllige Auflésung der Primirwand. Gleiche Versuchsergebnisse ergaben
sich auch bei Closterium lunula.
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Die oben dargelegten lichtmikroskopischen und enzymatischen Unteruchungen
zeigten eindeutig, dafl durch Proteinsynthese-Blockierung — in unserem Fall durch
Cycloheximid — auch bei Xanthidium armatum und Closterium lunula der
sanuclear type of development (ATD) zu induzieren ist. Als charakteristische
Merkmale des ATD-Syndroms wurden 1. typische Anschwellungen der Halbzel-
len bei Reduktion des Zellmusters, 2. Zerplatzen der jungen Halbzellen und 3. Feh-
len einer Sekundirwand bei den neugebildeten Halbzellen gefunden (vergl. Tab. 2).
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