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Kieselalgen (Diatomeen) sind photosynthetisierende einzel-
lige Organismen, die oft als dominante Prim�rproduzenten in
pelagischen und benthischen aquatischen �kosystemen vor-
kommen.[1,2] Obwohl diese Algen in der Biosph�re damit eine
zentrale Rolle einnehmen, ist wenig �ber ihren Lebenszyklus
und insbesondere ihre Pheromonchemie bekannt. Diatomeen
vermehren sich durch asexuelle Zellteilung, die durch kurze
Episoden sexueller Reproduktion unterbrochen wird.[3,4]

Unter den Mikroalgen nehmen Diatomeen eine Sonderstel-
lung ein, da sexuelle Fortpflanzung nur dann erfolgt, wenn
eine f�r jede Art spezifische kritische Zellgrçße (sexual size
threshold, SST) unterschritten wird.[5] Durch die starre bio-
mineralisierte Zellwand bedingt, nimmt w�hrend der asexu-
ellen mitotischen Zellteilung die mittlere Zellgrçße der Po-
pulation ab (Abbildung 1).[6] Die Wiederherstellung der ur-
spr�nglichen Grçße wird bei den meisten Arten durch sexu-
elle Reproduktion gew�hrleistet. Nach der Paarung wird eine
große Initialzelle gebildet, die dann wieder den Startpunkt f�r
einen neuen Zyklus der vegetativen Vermehrung darstellt.[6,7]

In der evolution�r alten Gruppe der zentrischen Diatomeen
wird die mitotische Zellteilung, die zur Bildung der Gameten
f�hrt, durch Umweltsignale ausgelçst. Diese Signale f�hren
dann, falls die SSTunterschritten ist, zur Bildung von Eizellen
und begeißelten Spermien.[8] In den j�ngeren und artenrei-
cheren pennaten Diatomeen ist es die Paarung von diploiden
Zellen, die die Produktion von so genannten Isogameten und
damit die sexuelle Reproduktion auslçst.[6,9] Auch in diesen
vorwiegend benthisch in Biofilmen lebenden Algen kontrol-
liert die SST die Paarungsbereitschaft. Es gibt aber erste in-
direkte Hinweise darauf, dass auch Pheromone als Regula-
toren bei der Differenzierung und Paarung der Zellen betei-

ligt sind. Die chemische Struktur dieser Signalmolek�le war
aber bisher noch nicht bekannt.[6,10]

Wir w�hlten die pennate Diatomee Seminavis robusta, die
sich in den letzten Jahren als Modellorganismus etabliert
hat,[7, 11] um physiologische und metabolische Prozesses w�h-
rend der sexuellen Fortpflanzung zu untersuchen. Die Paa-
rungsbereitschaft ist strengstens von der Zellgrçße abh�ngig,
und wir konnten eine genau definierbare SST von (51.6�
0.5) mm ermitteln (Abbildung 2a). Wie die meisten pennaten
Diatomeen ist auch S. robusta heterothallisch – also eine Art,
bei der morphologisch identische aber physiologisch unter-
schiedliche Zelltypen vorliegen. Eine Unterscheidung der
beiden sexuell unterschiedlichen Zelltypen kann nach der
Mischung von G1-Phasen-synchronisierten[12] Kulturen ge-
macht werden (Abbildung 2b). Abh�ngig von der Zelldichte
der Kulturen bilden sich Paare oder Cluster eines mobilen
Paarungstypes (hier als „mating type +“ (MT+) bezeichnet)
um eine anlockende Zelle (MT�) aus. Die Motilit�t der MT+-
Zellen ist dabei schon in Gegenwart von Medium einer sich
paarenden Kultur stark erhçht, was die Beteiligung von re-
gulativen Pheromonen nahelegt. Wir entwickelten einen
Bioassay, der die Pheromonwirkung beweist und auch eine
Quantifizierung der Aktivit�t der involvierten Pheromone
mçglich macht. Dazu nutzten wir hydrophil-lipophil ausge-
wogene Festphasenextraktionskartuschen (HLB-SPE), die
mit S.-robusta-Kulturmedium beladen wurden. Die SPE-Ab-
sorberkçrner wurden dann aus den Kartuschen entnommen
und dienten als Pheromonquelle. Mit Lichtmikroskopie
konnte die Verhaltensantwort der Zellen nach Gabe der
pheromonbeladenen Kçrner verfolgt werden. Wurden diese
Kçrner mit Medium einer sich paarenden Kultur beladen,
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zogen sie MT+-Zellen (<SST) an, was die Bildung eines ex-
trahierbaren Pheromons beweist (Abbildung 2b, Film in den
Hintergrundinformationen). Ebenso aktiv war das Medium
von MT�-Zellen, die zuvor mit zellfreiem Kultur�berstand
von MT+-Zellen (< SST) konditioniert wurden (Abbil-
dung 2c). Extrakte von MT�-Zellen die grçßer als die SST
waren, zeigten keine Aktivit�t, selbst wenn sie mit MT+

Medium (<SST) konditioniert wurden (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen). Aber nicht nur die Lockwirkung
von MT� ist von der Anwesenheit chemischer Signale des
Paarungspartners abh�ngig. Auch die MT+-Motilit�t wird
durch Signale vom Partner MT� induziert. Eine Lockwirkung
pheromonbeladener Kçrner wurde nur beobachtet, wenn die
MT+-Zellen zuvor mit zellfreiem MT�-Medium (<SST) be-
handelt wurden (Abbildung 2c). Beide Paarungstypen ver-
lassen sich demnach auf chemische Signalstoffe, um sich der
Anwesenheit eines reifen (< SST) Sexualpartners zu versi-
chern, bevor sie selbst in die sexuelle Antwortreaktion in-
vestieren. Diese synchronisierte Aktivit�t von gleich mehre-
ren Paarungssignalen ist konzentrationsabh�ngig und erhçht
damit nochmals die Chancen einer erfolgreichen sexuellen
Vermehrung (Abbildung S2). In Einklang mit diesen Ergeb-

nissen sind auch Freilandbeobachtungen, bei denen nur in
ausreichend dichten sexuell reifen (< SST) Populationen eine
sexuelle Vermehrung beobachtet wurde.[13,14]

Die F�higkeit, die Pheromonchemie von S. robusta in
Kulturen zu kontrollieren, ermçglichte es uns, eine verglei-
chende Exometabolom-Analyse durchzuf�hren, um einen
ersten Signalstoff zu identifizieren. Dazu nahmen wir die
metabolischen Profile von Metaboliten auf, die aus MT�-
Kulturen nach verschiedenen Vorbehandlungen ins Medium
abgegeben wurden. In Verbindung mit einer auf multivariater
Statistik basierenden Datenauswertung konnten wir Signale
des Lockpheromons identifizieren, die dann zur Struktur-
aufkl�rung herangezogen wurden. Diese Herangehensweise
reduzierte den Arbeitsaufwand im Vergleich zur herkçmm-
lichen Bioassay-geleiteten Fraktionierung erheblich.[15] Dazu
wurden HLB-SPE-Extrakte von Medien aus konditionierten
und nichtkonditionierten MT�-Kulturen mit „Ultra-Perfor-
mance“-Fl�ssigchromatographie/Massenspektrometrie

Abbildung 2. Regulation der Pheromonproduktion. a) Bestimmung der
Sexualit�t von S. robusta in Abh�ngigkeit der Zellgrçße. Aufgetragen ist
der Anteil der sexuell aktiven MT+-Zellen in Kulturen kleiner MT�-
Zellen (<SST), die mit gleichen Anteilen von MT+-Zellen unterschied-
licher Grçße gemischt wurden. b) Anteile an Zellpaaren (schwarze
Balken, obere mikroskopische Aufnahme) und Clustern (graue Balken,
mittlere Aufnahme) in Mischungen von Kulturen unterschiedlicher
Paarungstypen (Mittelwerte�Standardfehler, n = 3; ***: p<0.001).
Grçßere MT�- und kleinere MT+-Zellen (beide <SST) wurden zur Un-
terscheidbarkeit genutzt. Die untere mikroskopische Aufnahme zeigt
ein aktives, von MT+ umgebenes pheromonbeladenes SPE-Korn im
Bioassay. Die Grçße des Maßstabbalkens ist 50 mm. c) Attraktivit�t
von SPE Kçrnern, die mit konditioniertem (gestrichelte Linie) und
nichtkonditioniertem (durchgezogene Linie) Medium von MT�-Zellen
beladen wurden. Getestet wurden auf konditionierte und nichtkonditio-
nierte MT+-Zellen (Mittelwerte �Standardfehler, n = 5; ***: p<0.001).
d) Anteil der paarenden Zellen in einer Kultur, die beide Paarungstypen
enth�lt (c^c). Anteil der f�r MT+ attraktiven SPE Kçrner, die mit
Extrakten des Mediums derselben sich paarenden Kultur beladen
wurden (g&g). Die grauen Balken zeigen die Diprolin-Konzentra-
tion im Medium (Mittelwerte�Standardfehler, n = 3).

Abbildung 1. Grçßenabnahme w�hrend der asexuellen Zellteilung und
Wiederherstellung der urspr�nglichen Zellgrçße durch Differenzierung
der Paarungstypen und Zellpaarung in der Diatomee Seminavis robus-
ta. Die biomineralisierte Diatomeenzellwand wird durch zwei ungleiche
H�lften aufgebaut, die im Querschnitt als blaue und rote offene
K�sten dargestellt sind. a) W�hrend der Mitose werden neue H�lften
(gestrichelt) innerhalb der bestehenden Strukturen gebildet, was zu
einer b) Verringerung der mittleren Zellgrçße der Population f�hrt.
c) Wenn die artspezifische kritische Zellgrçße (SST) erreicht wird, dif-
ferenzieren sich sexuelle Paarungstypen (MT+ und MT�). Beide Paa-
rungstypen produzieren chemische Signale (Dreiecke), die das Paa-
rungsverhalten des jeweiligen Partners aktivieren. d) MT� entl�sst das
Lockpheromon l-Diprolin (gr�ne Punkte). e) MT+ wird durch die
Pheromonquelle angelockt. Nach der Zellpaarung erfolgen Meiose,
Gametogenese und die Bildung von Zygoten, die schlussendlich zur
Bildung von Zellen der urspr�nglichen Grçße f�hrt.
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(UPLC/MS) untersucht. So konnte das Exometabolom der
Kulturen mit einer hohen Abdeckung erfasst werden (Ab-
bildung 3 a).[16] Metaboliten, die in konditionierten Kulturen
hochreguliert zu finden sind, wurden unterst�tzt durch

Hauptkomponentenanalyse identifiziert. Eine Verbindung
mit dem Pseudo-Molek�lion [M+H]+ (m/z 195) stellte sich
dabei als am signifikantesten hochreguliert heraus und wurde
f�r weitere Untersuchungen ausgew�hlt. Nach gezielter
Aufreinigung mit pr�parativer HPLC konnte die Kandida-
tenverbindung zun�chst auf ihre Aktivit�t als Lockpheromon
�berpr�ft werden (Abbildung 3). Die dabei beobachtete
starke Aktivit�t motivierte dann zur Strukturaufkl�rung. Die
Analyse des Fragmentierungsmusters in Tandem- und EI-MS
legte ein 2,5-Diketopiperazin (Di-l-prolyldiketopiperazin, im
Folgenden kurz als „Diprolin“ bezeichnet) als Pheromon-
kandidaten nahe (Abbildung 3d und Abbildung S3). Die
Tatsache, dass das Molek�l nur w�hrend des Paarungsvor-
gangs produziert wurde, erh�rtet die Pheromonvermutung.
Außerdem war der Bioassay zur anziehenden Wirkung nur
positiv, wenn Diprolin im Medium detektiert werden konnte
(Abbildung 2d). Enantioselektive Synthese, ausgehend von
l- oder d-Prolin, und Coelution in der UPLC/MS best�tigte
die Struktur (Abbildung 4).[17] Die Absolutkonfiguration des
von l-Prolin abgeleiteten Pheromons konnte mit Messungen
des Zirkulardichroismus aufgekl�rt werden. Untersuchungen
an axenischen Kulturen zeigten, dass die Algenzellen selbst

und nicht assoziierte Bakterien das Pheromon produzieren
(Abbildung S4).

Zur Quantifizierung der Aktivit�t wurde synthetisches
Diprolin auf SPE-Kçrner beladen und zu konditionierten
MT+-Kulturen gegeben. l-Diprolin beladene Kçrner lockten
MT+-Zellen bis hinunter zu Konzentrationen von ca.
2 pmol mg�1 SPE-Material an. Die Lockwirkung war kon-
zentrationsabh�ngig mit einer potenziellen S�ttigung der
Rezeptoren bei 200 nmol mg�1 SPE-Material (ca. 715 nm,
Abbildung S5). Obwohl die Methode gewisse Unsicherheiten
bei der Quantifizierung lokaler Pheromonkonzentrationen
aufweist, kann abgesch�tzt werden, dass die Lockwirkung von
synthetischem l- und d-Diprolin aus sich paarenden Kulturen
vergleichbar sind (1.5 nm bis 165 nm, Abbildung 2d). In na-
t�rlichen Biofilmen liegen oft noch hçhere Zelldichten als in
unseren Experimenten vor und somit werden auch im Le-
bensraum der Algen Pheromonkonzentrationen erreicht, die
hinreichend f�r eine zuverl�ssige Anlockung sind. Sowohl in
synchronisierten Kulturen konditionierter MT�-Zellen als
auch in Mischungen beider Paarungstypen, wird l-Diprolin
erst f�nf Stunden nach Beginn der Beleuchtung detektiert
(Abbildung 2d und Abbildung S6). Diese lichtabh�ngige
Pheromonproduktion ist auch mit fr�heren Beobachtungen
von lichtabh�ngiger Paarung der pennaten Diatomee Haslea
ostrearia in Einklang.[18] Eine lichtabh�ngige Synchronisie-

Abbildung 3. Arbeitsablauf w�hrend der durch vergleichende Meta-
bolomik unterst�tzten Pheromonidentifizierung. a) Mediumextrakte
von nichtkonditionierten (oben) und konditionierten (unten) MT�-
Kulturen werden mit UPLC/MS untersucht. b) Nach Erfassung von
Masse-Retentionszeit-Paaren werden die komplexen Daten mit Haupt-
komponentenanalyse ausgewertet. Die MT�-Extrakte der Kontrollen
(Dreiecke) und aktiven Extrakte (Quadrate) gruppieren. c) Die f�nf am
signifikantesten hochregulierten Masse-Retentionszeit-Paare in kondi-
tionierten MT�-Kulturen (Zahlen �ber den Balken geben die Retenti-
onszeit in min). d) Pheromonstruktur.

Abbildung 4. Charakterisierung des Pheromons. a) LC-MS-Profil des
pheromonhaltigen Extrakts (Massenspur m/z 195; das Signal des in-
ternen Standards Koffein erscheint bei 2.1 min) und b) das entspre-
chende MS/MS-Spektrum. c,d) synthetisches l-Diprolin und e) Coin-
jektion des Extraktes mit synthetischem Standard. f) Zirkulardichrois-
mus-Spektren von synthetischem l- (durchgezogene Linie) und d-Di-
prolin (gepunktet). Die gestrichelte Linie zeigt das Spektrum des na-
t�rlichen Pheromons.
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rung kçnnte dazu dienen, die Wahrscheinlichkeit einer Be-
gegnung sexuell aktiver Zellen nochmals zu erhçhen. l-Di-
prolin wird nur bis zehn Stunden nach Beleuchtungsbeginn
nachgewiesen. Der darauffolgende Abfall der Pheromon-
konzentration f�llt mit dem Verlust der Attraktivit�t des
Mediums zusammen (Abbildung 2d). Da l-Diprolin unter
den Versuchsbedingungen stabil ist, kçnnte ein aktiver
Abbau oder die Wiederaufnahme durch die Zellen f�r die
beobachtete Konzentrationsverringerung verantwortlich sein.
Da der Abfall der l-Diprolin-Konzentration auch in kondi-
tionierten MT�-Kulturen beobachtet wurde, in denen sich
keine MT+-Zellen befanden (Abbildung S6), liegt die Ver-
mutung nahe, dass der Pheromonproduzent selbst f�r den
Abbau verantwortlich ist und damit aktiv eine Irref�hrung
des Sexualpartners durch gealterte Pheromonsignale ver-
meidet. Alternativ kçnnten assoziierte Bakterien f�r die
Metabolisierung des Pheromons verantwortlich sein. �ber-
raschenderweise zeigt auch d-Diprolin in den Bioassays eine
zum enantiomeren l-Diprolin vergleichbare Aktivit�t. Diese
ungewçhnliche Beobachtung kçnnte mit einem „swipe card“-
Mechanismus erkl�rt werden, bei dem vorwiegend elektro-
nische und weniger geometrische Eigenschaften des Signals
erkannt werden.[19] Alternativ kçnnte man diese Beobachtung
damit erkl�ren, dass w�hrend des beobachteten schnellen
Diprolin-Abbaus Racemisierung oder eine andere Umset-
zung erfolgt, die ein aktives d-Diprolin-Folgeprodukt er-
zeugt.

Diprolin ist bisher noch nicht als Pheromon beschrieben,
aber die Verbindung wurde bereits in zahlreichen Organis-
men, wie hçheren Pflanzen und Pilzen nachgewiesen, wo ihre
eine antibakterielle Aktivit�t zugeschrieben wird.[20] Die
Pheromonchemie von S. robusta ist g�nzlich unterschiedlich
zu der von verwandten, ebenfalls heterokontophytischen
Braunalgen. Diese nutzen keine Peptide sondern vielmehr
unpolare, von Fetts�uren abgeleitete Kohlenwasserstoffe, um
Gameten anzulocken.[21]

Zusammengefasst verf�gt die pennate Diatomee S. ro-
busta �ber eine ausgekl�gelte mehrstufige Kontrolle der se-
xuellen Fortpflanzung. Dazu werden mehrere Pheromone
genutzt, von denen Diprolin das erste Signalmolek�l aus
Diatomeen darstellt, dessen Struktur aufgekl�rt werden
konnte. Der beschriebene Mechanismus ermçglicht es den
Zellen, die Investition in sexuelle Fortpflanzung zu kontrol-
lieren und erst nach Wahrnehmung von Signalen des sexuell
reifen Paarungspartners physiologische Antworten zu syn-
chronisieren (Abbildung 1). Unsere Arbeiten liefern eine
mechanistische Erkl�rung f�r bereits fr�her berichtete indi-
rekte Beobachtungen pheromonvermittelter Sexualisierung

und Anlockung.[10] Angesichts der grundlegenden Neuartig-
keit der Pheromonchemie von S. robusta erwarten wir, dass
diese und zuk�nftige Arbeiten �ber Pheromonproduktion
und -rezeption in Diatomeen zum Verst�ndnis des großen
evolution�ren und çkologischen Erfolgs dieser Algen bei-
tragen werden.
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