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Summary. As in fertilization ofhigher organisms a lytic factor is involved in the
mating reaction ofthe heterothallic isogamous green alga Chlamydomonas reinhardii.
Lytic activity was found in the medium after copulation of @ and 0 gametes,
after ieoagghitination of 0 gametes with isolated o flagella, and of 0 gametes
with isolated @ flagella. A lytic factor could also be extracted from vegetative and
generative cells of C. reinhardii. Partial lysis of cell walls from vegetative or genera-
tive cells accompanied by the release of protoplasts, and complete lysis of the walls
from zoosporangia followed by the release of zoospores, were observed in the pres-
ence of the autolysin secreted by gametes under the above mentioned conditions
or extracted from vegetative and generative cells.

Zusammenjaasung. An der Gametenverschmelzung bei der heterothallischen,
isogamen Griinalge Chlamydomonas reinhardii ist, wie an der Befruchtung bei
hoheren Organismen, ein iytischer Faktor beteiligt. Wahrend des Kontaktes von
0 imd 0 Gameten oder wahrend einer Isoagglutination von Gameten des einen
Paarungstyps mit den isolierten GeiBeln vom entgegengesetzten Paarungstyp
wurde ein hitzelabiler, lytischer Faktor ins Nahnnedium abgegeben. Auch Extrakte
aus vegetativen und generativen Zellen von C. reinhardii enthielten lytische Aktivi-
tat. Unter der Einwirkung des extrahierten oder des sekretierten Autolysins fand
eine partielle Lyse der Zellwande von Gameten und Zoosporen statt, die mit der
Freisetzung von Protoplasten verbunden war. Die Praparate mit lytischer Aktivitat
losten auBerdem die W ande der Zoosporangien von C. reinhardii vollstandig aufund
Setzten dabei Zoosporen frei.

Ein Beispiel fur die Wechselwirkung zwischen Zellen ist die auf viel-
faltige Art erfolgende Fusion der Gameten von Griinalgen. Der Zell-
kontakt, der die Gametenverschmelzung einleitet, erfolgt bei Chlamydo-
monas eugam”os und C. moevmssii in 2 Schritten (Wiese u. Jones, 1963;
Wiese u. Metz, 1969). An den Geifieloberflachen lokalisierte, spezifische
Glykoproteide fuhren ztmaehst nach Art einer Antigen-Antikorper-
Reaktion zu einer Agglutination der generativen Zellen im Bereich
ihrer GeiBelspitzen. Auf das ,,Verkleben“ der GeiBeln folgen weitere,
biochemisch noch wenig bekannte Wechselwirkungen zwischen den Zell-



oberflachen im Bereich der Austrittsstellen der GeiBeln, bis die Zellen
schlieBlich versehmelzen.

Das Sehieksal der Zellwande wahrend der Gametenfusion ist bei den
meist untersuchten Arten von Chlamydomonas nicht einheitiich. Eine
zumindest lokale Lyseder Gametenwande ist notwendig, dam it die Proto-
plastenmembranen in Kontakt treten und fusionieren konnen. Die
Gameten von C. eugametosund C. moewussii behalten dabeizunachstihre
Zellwande. Anders ist die Situation bei C. reinhardii, wo die Gameten bei-
der Paarungstypen ihreW ande unm ittelbar nach erfolgtem Zellkontakt
abstreifen. Die Fusion der Gameten findet erst im wandfreien Stadium

statt (Friedmannetal.,, 1968), und die junge Zygote hat folglich zunachst
keine Zellwand.

Eine Lyse der Zellwande, die bei C. reinhardii zum sofortigen Verlust
der W ande fiihrt, ist also eine der ersten Reaktionen, die der fxir Gameten
spezifische Zellkontakt auslost. Die folgende M itteilung bringt erste
D aten iiber einen lytischen Faktor, der die Zellwande von C. reinhardii
angreiftund bei den zur Zygote fiihrenden Reaktionen eine Rolle spielt.

Material und Methodik

Fiir die Untersuehungen wurden ein 0 und ein © Stamm von Chlamydomonas
reinhardii Dangeard verwendet: Nr. 89 0 und Nr. 90 0 aus der Algensammlung
der Universitat Indiana, USA. DleAlgen wurden bei + 33°C unter Beliifoung mit
COj-angereicherter Luft in dem konzentrierten Medium nach Sueoka (1960) und mit
den Spurenelementen nach Jones (1962) kiiltiviert. Die Synchronisation der Kultu-
ren erfolgte durch einen Wechsel von 12 Std Licht-12 Std Dunke). Am Anfang der
Lichtperiode wurden die Suspensionen taglich auf 10® Zellen/ml verdiinnt. Um
Gameten zu erhalten, wurde die Zelldicht« auf 2 «10® Zellen/m| gebracht. Nach
8 Std Belichtung wurden die Zellen dann in stickstofffreies Nahrmedium iibertragen
und bei + 24°C kontinuierlich belichtet. Unter diesen Bedingungen hatten sich
nach etwa 15 Std im allgemeinen 80—90°/oder Zellen zii Gameten difFerenziert.

Zellextrakte wurden durch Behandlung gekuhlter Suspensionen (66Vol-%
Zellen in 10“®m Phosphatpuffer pH 7,1) mit Ultraschall hergestellt. Nach Zentri-
fugation der beschallten Suspensionen bei 18000 g befand sich lytische Aktivitat im
tiberstand.

Die Isolierung von GametengeiBeln erfolgte bei dem 0 Paarungstyp durch
Ansauem der Gametensuepensionen mit Essigsaure auf pH 4,5. Nach 2 min wurde
mit NaOH neutralisiert und die aus abgeworfenen Geifleln und Zellen bestehenden
Suspensionen aofort auf 0°C abgekiihlt. Die weitere Trennung von GeiBeln und
Gameten erfolgte durch Zentrifugation. Da die Geifieln des 0 Paarungstyps beim
Abwerfen ihre Fahigkeit verlieren, 0 Gameten zu agglutinieren, wurden die 0
Gameten vor lsolierung der GeiBeln 3 Std mit 3“/o G lutardialdehyd fixiert. Nach Aus-
waschen des Fixierun®m iltels wurden die Zellen durch eine Frenchpresse gegeben.
Dabei brachen die fixiert«n GeiBeln ab. Durch Zentrifugation konnte eine Suspen-
sion gewonnen werden, die GeiBeln, GeiSelbruchstiicke und nur wenig Zellfragmente
enthielt.

Fiir den Test auf die Freisetzung vou Zoosporen aus Zoosporangien wurden
Sporangien verwendet, deren eigenes Autolysin nach 5 min Erwarmung auf + 55°C
inaktiviert war.



Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1. Partiell lysierte, abgestreifte Zellwande in einer Suspension aus 0 und 0
Gameten von Cklamydomonas reinhardii (fixiert mit 0,5 0OeO”, Phasenkontr.,
Vergr. 1020 x )

Abb.2. Partiell lysierte, abgestreifte Zellwande von © Gameten in einem Zell-
extrakt aus 0 Gameten von Cklamydomonas reinhardii (fixiert mit KJ «Jz. Phasen-
kontr., Vergr. 1070 X)

Ergebnisse

Abb. 1zeigt eine Suspension agglutinierender 0 und © Gameten von
C. reinhardii und die von den Gameten abgestreiften Zellhullen. Ent-
leerte Zellwande traten bereits wenige Sekunden nach dem Mischen kon-
zentrierter Suspensionen von 0 und © Gameten auf. Die urspriinglich
ovalen Zellen rundeten sich nach dem Verlust ihrer Zellwande ab. Eine
vollstandige Lyse der Gametenwande fand nicht statt. Die liehtmikro-
skopischen Beobachtungen zeigten, daB sich die Zellwande nur im Bereich
der Austrittsstellen der GeiBeln auflosten. Die abgestreiften W andreste
waren jedoch mechanisch sehr wenig widerstandsfahig, so daB auch eine
Veranderung ihrer Feinstruktur anzunehmen ist.

Agglutination und Zygotenbildung lieBen sich bei C. reinhardii mit
Trypsin hemmen. Um festzustellen, ob die Lyse der Gametenwande von
den fiir Gameten spezifischen Zellkontakten abhangt, wurden © und ©
Gameten getrennt 15 min mit Trypsin inkubiert und danach gemischt.
Nach 60 rain erfolgte eine Priifung der Suspensionen auf Agglutination,
Zygotenbildung und freie Zellwande. Tab. 1 zeigt, daB freie Zellwande
nur dann in den Suspensionen auftraten, wenn die Gameten agglutinier-
ten und Zygoten bildeten. 0,001 °/o Trypsin lieBen noch eine Agglutina-
tion, die Bildung von Zygoten und das Freiwerden von Zellwanden zu.
0,002®/0 Trypsin hemmten jedoch Agglutination und Zygotenbildung.



Tabelle 1. Die Abhdngigkeit der Zelltvandlyse bei Chlamydomonas reinhardii vom
Kontakt zudschen @ -uiid Q Oam”ten

”lo Trypsin Agglutina-  Zygotenbildung * freie
« 103 tion Zellwande
E Z A

0,00 -1 316 302 66 +
0,06 + 337 246 59 +
0,12 + 318 215 57 +
0,25 o 163 115 59 +
0,50 + 290 167 54 +
1,00 -t- 474 44 16 n
2,00 0 300 0 0 0
4,00 0 300 0 0 0

2Z +100
* E = Zahl der Einzelzellen, Z = Zahl derZygoten, 2Z ~ °loZygoten-

bildung.

Freie Zellwande traten dann nicht mehr in den Suspensionen auf. Die
partielle Lyse der Gametenwande in Suspensionen aus © und © Game-
ten 1st daher ofFensichtlich eine Folge der fur die Gameten spezifischen
Zellkontakte.

Eine Suche nach Enzymen, welche die Zellwande der Gameten von
C. reinhardii angreifen, ergab zunachst, daB sowohl Extrakte aus Game-
ten wie aus vegetativen Zellen beider Paarungstypen lytische Aktivitat
enthielten und durch 10 min Erwarmung auf + 60°C inaktiviertwurden.
Das Vorkommen von Autolysin bei C. reinhardii ist also weder an einen
bestimmten DifFerenzierungszustand noch an einen bestimmten Paa-
rungstyp der Zellen gebunden. Unabhangig vom Zelltyp war auch die
Empfindlicbkeit der Zellwande gegeniiber dem extrahierten Autolysin.
Die tITbersichtin Tab.2 (Sp. 2 und 3) zeigt, daB bei alien Zelltypen unter
der Einwirkung eines Extrakts aus jedem beliebigen anderen oder dem
gleichen Zelltyp eine Lyse der Zellwande eintrat. Die W ande losten sieh
dabei nur partiell aufund wurden von den Zellen unter Freisetzung von
Protoplasten abgestreift. Abb.2 laBt die entleerten Zellwande von ©
Gameten nach Inkubation in einem Extrakt aus © Gameten erkennen.
Die Zellwande losten sich unter der Einwirkung des extrahierten Auto-
lysins meistens am GeiBelende aufund untersehieden sich dann im mikro-
skopischen Bild nicht von den nach Zellkontakt abgestreiften Zellwanden
(s. Abb. 1).

W ahrend sich die Wande der Einzelzellen von C. reinhardii unter
der Einwirkung lytisch aktiver Extrakte immer nur partiell auflosten,
zerfielen die Wande der Zoosporangien unter gleichen Bedingungen voll-
standig in submikroskopische Untereinheiten (s. Tab.2). Die Extrakte



Tabelle 2. Das Vorkommen lytischer Aktivitdt bei Chlamydomonas reinhardii
lytische Aktivitat
in Extrakten aus im Medium naoh

Zoosporen Gameten Agglutina- Agglutina- Agglutina- Zoosporen-
(@ oder (0 oder tion von tion von tion von frei-
0) ©) © und o O Game- 0 Game- setzung
Gameten ten mit0o ten mito
GeiBeln GeilSeln

partielleLyse

der Wande

vegetativer

Zellen (0

Oder 0) 4- + + + + 0

partielleLyse

der Wande

von Gameten

(0 Oder0) -f- + + + -1 0

vollstAndige

Lyae von

Zoosporangien-

wanden + + + + + +

In den Spalten 2—7 bedeuten + und 0, ob die Wande der in Spalte 1 angegebe-
nen Zellen verschiedener DifFerenzierungsstadien lysiert bzw. nicht lysiert werden.

Tabelle 3. Die lytische Aktivitdt des Ndkrmediums nach Agglutination von 0 und 0
Oameten von Chlamydomonas reinhardii

Verdiinnung des ljrtisch partielle Lyse der Wande vollstandige Lyse der

aktiven Uberstands (s. von 0 Zoosporen W ande von Zoosporangien
Text)

/1
1/2

1/4
1/8
1/16
1/32
1/64
1/128

© © 99O + 4+ + +

S+ + + + +

enthielten ofFenbar auch den von Schlosser (1966) nachgewdesenen lyti-
schen Faktor, der bei C. reinhardii die Freisetzung der Zoosporen durch
eine Auflosung der Sporangienwand bewirkt und dabei ins Medium
abgegeben wird.



W ie bereits erwahnt, ist die BiJdung von Autolysin bei C. reinhardii
nicht an die DifFerenzierung zii Gameten gebunden. Spezifisch fiir
Gameten ist jedoch die mit einer Abgabe ins Medium verbimdene Akti-
vierung eines hitzelabilen lytischen Faktors. In Losungen, die @ und ©
Gameten in hinreichender Zelldichte enthielten, trat sehr schnell lytische
Aktivitat auf. Bei Suspensionen von nur einem Paarungstyp oder bei
einem Gemisch von entgelBelten 0 und © Gameten blieb das Nahr-
medium inaktiv. Das von den kopulierenden Gameten ins Medium abge-
gebene Autolysin bewirkte wie das extrahierte Autolysin einen partiellen
Abbau und ein Abstreifen der Zellwande bei den Gameten und Zoosporen
beider Paarungstypen und eine Auflosung der Wande von Zoosporangien
(Tab.2, Sp.4). Tab.3 gibt einen Anhaltspunkt fiir die lytische Aktivitat
einer Losung nach 30 min Inkubation mit 7 «10® © Gameten/ml und
7-100 © Gameten/ml bei Raumtemperatur. Die zell- und wandfrei
zentrifugierte Losung wurde dann in verschiedenen Verdiinnungen 60min
bei 30°C mit Zoosporen oder Zoosporangien inkubiert. Es folgte eine
Prufung der Suspensionen auf entleerte Zellwande bzw. freigesetzte
Zoosporen, deren Ergebnis in Tab.3 zusammengestelltist. In der Tabelle
fallt auf. da6 der durch kopulierende Gameten aktivierte Uberstand bei
der vollstandigen Lyse der Zoosporangienwande wirksamer war als bei
der partiellen Lyse der Einzelzellwande. Ob der Unterschied auf dem
Vorhandensein von 2 verschiedenen autolytischen Systemen oder, bei
dem gleichen Autolysin, auf DifFerenzen in der Struktur der Wande von
Sporangien und Einzelzellen beruht, ist an Hand dieser ersten Befunde
nicht zu entscheiden.

W eitere Untersuchungen zeigten, daB die Aktivierung eines lytischen
Faktors nicht nur beim Kontakt zwischen © und © Gameten erfolgt.
Auch wahrend der Isoagglutination von © Gameten durch isolierte
GeiBeln von © Gameten imd von © Gameten durch isolierte GeiCeln von
© Gameten verloren die Gameten ihre Zellwande und nahmen die fiir
Protoplasten typische runde Form an. Das Nahrmedium enthielt auch
nach lsoagglutination von Gameten lytische Aktivitat (Tab.2, Sp. 5 und
6). So war z.B. bei einer Konzentration von 8 « 10’ © Gameten/ml nach
60 min Isoagglutination mitisolierten © GeiBeln Ijrtische Aktivitatin der
Nahrlosung nachzuweisen. Bei Gameten oder GeiBeln allein blieb das
Medium inaktiv. Fiir den Xachweis lytischer Aktivitat muBten die zell-
und geiBelfrei zentrifugierten Losungen durch U Itrafiltration etwa 5fach
konzentriert werden. Zoosporen oder Gameten wurden dann 60 min bei
-r 30°C in den Konzentraten inkubiert und anschlieBend auf runde
Zellen, d.h. Protoplasten, gepriift. Tab.4 zeigt, daB nach Inkubation von
Zoosporen oder Gameten im konzentrierten Uberstand von isoaggluti-
nierten £ Gameten mehr als OONg runde Zellen auftraten. Im konzen-
trierten I'"*berstand von GeiBeln oder Gameten allein und in Phosphat-
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puffer suspendierte Zellen verloren ihre Zellwande nicht. Die Zahl der
runden Zellen betrug hier nur wenige Prozent. Nur der tlberstand der
isoagglutinierten Gameten, nicht jedoch der tTherstand von GeiBeln oder
Gameten allein, bewirkte auBerdem eine vollstandige Lyse von Zoo-
sporangienwanden. Das gleiche Ergebnis zeigte sich nach Isoagglutination
von © Gameten mit 0 GeiBeln, die vor ihrer Isolierung mit Glutar-
dialdehyd fixiert worden waren.

Diskussion

Die Untersuchungen zeigen, daB ein lytischer Faktor aus vegetativen
und generativen Zellen von C. reinhardii zu extrahieren ist. Lytische
Aktivitat laBt sich auch nach Zellkontakt zwischen © und © Gameten
oder nach der Isoagglutination von Gameten mit den GeiBeln des ent-
gegengesetzten Paarungstyps im Medium nachweisen. Die Hitzelabilitat
der lytisch wirkenden Praparate spricht dafiir, daB sowohl der aus den
Zellen extrahiertc wie der imter den beschriebenen Bedingungen ins
Medium sekretierte lytische Faktor enzymatischer Natur sind. W eitere
Untersuchungen miissen zeigen, ob es sich dabei um ein oder mehrere
Enzyme handelt. Insbesondere ist die Frage zu klaren, ob fiir die voll-
standige Lyse der Wande von Zoosporangien ein anderes autolytisches
System verantworlich ist als fiir die partielle Lyse der Wande von
Gameten und Zoosporen. Nach den Beobachtungen von Schlosser (1966)
greift der bei der Zoosporenfreisetzung ins Medium abgegebene lytische
Faktor die Zellwande von C. reinhardii vor Beginn der Zellteilung nicht
an. Die eigenen Untersuchungen fuhrten bisher zu keinem eindeutigen
Ergebnis. Ein Effekt auf die Wande von Zoosporen oder Gameten, der
mit dem des extrahierten oder dem von Gameten sekretierten Autolysin
vergleichbar ist, lieB sich auch mit konzentrierten Praparaten des an der
Zoosporenfreisetzung beteiligten Autolysin bisher nicht erreichen.

Auch die Frage, wie es bei den Gameten von C. reinhardii durch
Zellkontakt zur Aktivierung von Autolysin kommt, ist noch ungeklart.
Agglutination der GeiBeln, Kontakt der Zellwande und, nach Abstreifen
der Zellwande, Kontakt der Protoplastenmembranen sind aufeinander-
folgende Reaktionen bei der Gametenfusion. Innerhalb dieser Folge
konnen nur die Agglutination der GeiBeln oder der Zellwandkontakt die
AKktivierung von Autolysin bewirken. Eine Lyse der Zellwande ermog-
licht ja erst den fiir die Zellversehmelzung notwendigen Kontakt der
Protoplastenmembranen. Die Abgabe von Autolysin durch Gameten
wahrend einer Isoagglutination mit den GeiBeln des entgegengesetzten
Paarungstyps, d.h. unter Ausschaltung des Kontakts zwischen @ und 0
Zellwanden, bedeutet jedoch noch nicht, daC die Aktivierung des lyti-
schen Faktors bereits wahrend der Agglutination der GeiBeln und nicht



erst wahrend des Zellwandkontakts eintritt. Auch isoagglutinierte Game-
ten kommen untereinander intensiv mit ihren Zellwanden in Beruhrung,
und dabei konnte Autolysin aktiviert werden. Es ist jedoch nach den
beschriebenen Untersuchungen auszuschlieBen, dafi eine Reaktion zwi-
schen Zellwanden von entgegengesetztem Paarungstyp fiir die Aktivie-
rung des lytischen Faktors notwendig ist.

Fiir wertvolle Mitarbeit danke ich Fraulein I. Dobrigkeit. i
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