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cular  weights .  The  CaC12 concen t r a t i ons  was k e p t  a t  
100 m M .  All var ie t ies  of P E G  were able  to  s tabi l ize  a n d  
aggrega te  p ro top l a s t s  and  induce  p r o t o p l a s t  fusion a t  
a p p r o p r i a t e  concen t ra t ions .  P E G  4000 and  6000 p r o v e d  
to be  t he  m o s t  effective.  

The  p ro top la s t - s t ab i l i z ing  effects of P E G  4000 in t he  
presence  of 10 m M  or 100 m M  CaC12 are shown  in F igure  
2. B u r s t i n g  of p ro top l a s t s  was p r e v e n t e d  a t  and  above  
25% P E G  4000 in 10 m M  CaC12 solut ion,  and  a t  and  
above  20% P E G  4000 in t he  case of 100 m M  CaCI~. 

I n t e n s i v e  aggrega t ion  and  fusion of p ro top l a s t s  was 
b r o u g h t  a b o u t  in  b o t h  20% and  25% P E G  4000, depend-  
ing on  t he  Ca c o n c e n t r a t i o n  (Figure 3). The  f u r t h e r  ex- 
p e r i m e n t s  were car r ied  ou t  w i t h  25% P E G  4000. 

The  CaC12 c o n c e n t r a t i o n  of t he  P E G  4000 so lu t ion  
added  to  t he  p ro top l a s t s  bas ica l ly  inf luenced  t h e  fre- 
q u e n c y  of p r o t o p l a s t  fusion. The  d a t a  are also p re sen ted  
in F igure  3. The  IKC1 or NaC1 c o n c e n t r a t i o n  in t he  fus ion 
so lu t ion  con ta in ing  100 m M  CaC12 was also i m p o r t a n t  
(Figure 3). 

No t  on ly  the  c o n c e n t r a t i o n s  of the  m o n o v a l e n t  ca t ions  
a n d  Ca were cri t ical ,  b u t  also t he  means  of a d m i n i s t e r i n g  
t h e m :  a fusion f r equency  of more  t h a n  10% could be 
a t t a i n e d  in a so lu t ion  c o n t a i n i n g  25% P E G  4000 in 
0.1 M CaCI~ and  0.3 M NaC1 or KC1, b u t  the  f r equency  
was negligible if t he  p r o t op l a s t s  were f i rs t  suspended  in 
0.5 ml  0.6 M NaC1 or KC1, a n d  t h e n  0.5 ml  P E G  4000 in 

0.2 M CaC12 was s u b s e q u e n t l y  added  to give t he  p rev ious  
f inal  concen t r a t i ons .  In  th i s  case no fusion a t  all occur red  
w i t h o u t  Ca, a l t h o u g h  t he  i n t e n s i t y  of aggrega t ion  was 
high.  The  p l a t ed  p ro top l a s t s  of the  2 a u x o t r o p h s  re- 
m a i n e d  v iab le  for  as long as 1 week. 

D a t a  conce rn ing  the  effects of va r ious  osmot ic  s t ab i -  
lizers are shown  in F igure  4. The  p ro top l a s t s  of t he  
m u t a n t s  in 0.6 M tKC1 were mixed  a n d  t h e n  washed  twice  
b y  cen t r i f uga t i on  in KCI, NaC1, CaC12 or MgC12 (0.6 M); 
t h e  s u p e r n a t a n t  was r e m o v e d  a n d  p ro top l a s t s  were 
suspended  in 0.15 ml  of t he  osmot ic  s tabi l izers .  25% P E G  
4000 so lu t ion  was t h e n  added  w i t h  or w i t h o u t  CaC12, w i t h  
a s u p p l e m e n t  of t he  s tabi l iz ing  c o m p o u n d s  (0.3 M) or 
w i t h o u t  t hem.  F igure  4 ind ica tes  t h a t  1. K and  Na  are 
s imi lar  in  effect  a n d  the  presence  of Ca is needed  for h igh-  
f r equency  fusion, 2. a v e r y  h igh  fusion f r equency  can  be  
r eached  if IKC1 is replaced b y  CaC12, 3. add i t iona l  CaC12 
gives a lower f requency,  t he  Ca c o n c e n t r a t i o n  t h e n  be ing  
over  t he  o p t i m u m ,  and  4. a h igh  fusion f r equency  resul t s  
if K is rep laced  b y  Mg. U n d e r  h y p e r o s m o t i c  condi t ions ,  
t he  fusion process  is d iminished ,  to  zero in some cases, 
i n d e p e n d e n t l y  of t he  osmot ic  s tabi l izer .  

In  o the r  e x p e r i m e n t s  i t  was found  t h a t  mos t  of t he  
above  conclus ions  can  be genera l ized and  are va l id  for  
b o t h  f i l amen tous  fungi  a n d  yeasts ,  and  ' t r ans fus ion '  of 
genet ic  m a t e r i a l  can  be  car r ied  ou t  successful ly i n t r a -  
specifically and  interspecif ical ly .  
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Summary. B y  pulse  labell ing,  i t  is shown  t h a t  the  re la t ive  g r o w t h  r a t e  of cell wal l  subs t ances  in synch ronous  Chlorella 
has  a s h a r p  m a x i m u m  a t  the  t i m e  of au tospore  fo rmat ion .  The  dependence  on t ime  of the  r a t e  of g r o w t h  of t he  cell 
wall  coincides w i t h  t h a t  of t he  r a t e  of increase  of t he  free space. Moreover ,  t he  increase  of the  n i t rogen  c o n t e n t  of t h e  
cell Wall also ha s  a m a x i m u m  r ough l y  a t  t he  same t ime  as t he  g r o w t h  ra te .  

Ka t ion i sche  mehrwer t i ge  S p u r e n e l e m e n t e  t r e t e n  n i c h t  
n u r  in  das  I n n e r e  v o n  Chlorella ein, s onde r n  sie werden  
a u c h  d u r c h  die Ze l lwand s t a r k  adso rb i e r t l - a .  Die U n t e r -  
s u c h u n g e n  sol l ten  n u n  auf  s y n c h r o n e  Algen a u s g e d e h n t  
werden.  Dazu  sol l ten  zun~chs t  Aussagen  fiber die Ver-  
t e i lung  der  Ze l lwandsyn these  t iber  den  W a c h s t u m s z y k l u s  
e r h a l t e n  werden.  Die V e r m e h r u n g  yon  Chlorella erfolgt  
d u r c h  Au tospo renb i l dung .  Die reife Algenzel le  t e i l t  s ich 
in 2-16 Tochterze l len ,  die n a c h  der  B i l dung  neuer  Zell- 
w a n d  u n d  te i lweisem A b b a u  der  a l t en  Zel lwand freige- 
se tz t  we rden  5, 6. 

Die synch rone  Z i i ch tung  erfolgte  im Hel l -Dunke l -  
Zyklus  7, 8. Chlorella/usca, S t a m m  211-8b, wurde  in e inem 
Zyklus  yon  16 h L ich t  u n d  12 h D u n k e l  in  einer  2,5 1 
Algensuspens ion  fa s senden  S~ule geha l t en  9. Zur  Be- 
s t i m m u n g  des Ze l lwandzuwachses  w u r d e n  die Atgen je- 
weils 20 min  in FIachgef~ssen,  wie sie auch  ftir I onenau f -  
n a h m e v e r s u c h e  v e r w e n d e t  werden10, m i t  laCO 2 pu l smar -  
kiert .  Die Geff~sse waren  m i t  e iner  zus~ttztichen, d u r c h  
eine S e r u m k a p p e  ve r sch l i e s sba ren  0 f f n u n g  versehen ,  
d u r c h  welche die Algen mi t t e l s  I n j ek t i ons sp r i t z e  einge- 
b r a c h t  wurden .  N a c h  M a r k i e r u n g  w u r d e n  die Algen im 
Ze l lhomogen i sa to r  au fgeb rochen  und  die Zel lw~nde d u t c h  
Zen t r i f uga t i on  bei  800 g i so l ier t l l ,  1~, zweimal  m i t  200 ml  
Wasse r  gewaschen  u n d  bei  95~ ge t rockne t .  Die Aus- 
b e u t e  an  Ze l lwand t rockengewich t ,  bezogen  auf  Algen-  

t rockengewich t ,  war  8%. Nach  N a s s v e r b r e n n u n g  13 wurde  
die spezifische Akt iv i tXt  d u r c h  Sz in t i l l a t ionsz~h lung  be- 
s t i m m t .  Die isol ier ten Zel lw~nde waren  - je n a c h  W a c h s -  
t u m s p h a s e  - m i t  0 - 5 %  St~rke  ve runre in ig t .  Deren  Bei-  
t r ag  zur  Masse u n d  Aktivit~Lt wurde  n a c h  Heisswasserex-  
t r a k t i o n  u n d  F i l t r a t i o n  d u r c h  die J o d - S d i r k e - R e a k t i o n  
bzw. d u r c h  Szint i l la t ionsz~thlung n a c h  V e r b r e n n u n g  be-  
s t i m m t  u n d  in R e c h n u n g  gestetl t .  

Die spezifische A k t i v i t ~ t  der  Zel lwand is t  d e m  w/ ihrend  
des Pulses  (At) erz ie l ten Zuwachs  (AZ) d i rek t  und  de r  
Menge an  bere i t s  v o r h a n d e n e r  Ze l lwand (Z) v e r k e h r t  pro-  
por t iona l .  Dabe i  is t  AZ < Z. Bei  k o n s t a n t e r  Rad iokoh len -  
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Fig. 1. Verh~iltnis der relativei1 Zuwachsgeschwindigkeiten der Zell- 
wandmasse und der Zellmasse bei synchroner Chlorella. 
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s to f fau fnahme je E inhe i t  an gesamter  Zel lsubstanz w/ire 
daher  A Z / Z A t  ein Mass fiir die <~relative Zuwachsge-  
schwindigkei t~ (Zel lwandzuwachs je Zel lwandmasse  und  
Zeiteinheit) .  Da jedoch die Aufnahme  an 1'CO2 von der  
W a c h s t u m s p h a s e  abh/ingt ,  wurden  die Wer t e  durch  Be- 
r i icksicht igung der  Akt iv i t / i t  der  E inhe i t smasse  an Zell- 
subs tanz  normal is ie r t  (Figur 1). 

Der  Anst ieg bis zur 20. Zykluss tunde  be ruh t  often- 
bar  auf der  Neusyn these  der  Zellwand nach  erfolgter  
Teilung. Die Kurve  konn te  mi t  ether analogen Kurve  fiir 
den freien R a u m  (V) als Funk t i on  der W a c h s t u m s p h a s e  
vergl ichen werden.  Der  freie R a u m  v o m  Chlorella war 
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Fig. 2. Freier Raum yon synchroner Chlorella. a) Gr6sse des freien 
Raums (Prozent des Zellvolumens). b) Relative Zuwaehsgeschwin- 
digkeit des freien Raums. 
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Fig. 3. Stickstoffgehalt der Zellwand synchroner Chorella. 

n/imlich nach  einer I s o t o p en v e rd i i n n u n g s me t h o d e  be- 
s t i m m t  worden  ~4. Wird  der Ireie R a u m  als das zug/ing- 
liche Volumen der  Zellwand in te rpre t ie r t ,  so kann  aus der  
Gr6sse des freien R a u m s  in Abh~ngigkei t  yon  der  Wachs-  
t u m s p h a s e  die <r Zuwachsgeschwindigke i t  des frei- 
en Raums~ e rmi t t e l t  werden  (AV/VAt ) .  Die ursprt ingl iche 
wie auch die j e t z t  in dieser Weise abgele i te te  Kurve  s ind 
der  Figur  2 zu en tnehmen .  

Die ann/ ihernde Kongruenz  der  be iden  K u r v e n  in den  
Figuren  i und  2b (Kons tanz  des Verh/i l tnisses der rela- 
r iven Zuwachsgeschwindigke i ten  yon  Zel lwandmasse  
bzw. -volumen) zeigt, dass de r  Ireie R a u m  je Einhei t s -  
masse an Zel lwand w/ihrend des W ach s t u ms zy k l u s  yon 
synchroner  Chlorella in Lich t  und  Dunkel  k o n s t a n t  bleibt .  
Die de ra r t  def inier te  <~Porosit/tt ~ der  Zel lwand ist  also bet 
jungen  und  al ten Zellen e twa  die gleiche. 

Eine  ~ihnliche Periodizi t / i t  wie die Masse und  der  freie 
R a u m  der Zel lwand zeigt der  S t icks tof fgehal t  der Zell- 
w a n d  (Figur 3). N a c h  A b b au v e r s u ch en  mi t  d e m  pro teo ly-  
t i schen  E n z y m p r / t p a r a t  Pronase  an W/inden yon  lebenden  
Zellen in ve rsch iedenen  Zykluss tad ien  scheint  es sich da-  
bet mindes tens  teilweise um Pro te ins t i cks to f f  zu hande ln  ~s. 
Eine  Deu tung  ist n ich t  evident ,  solange die Rolle der  
P ro te ine  innerha lb  der  pf lanzl ichen Zellwand zweifel- 
h a f t  ist 16. 

i ~[. SCHUSTER und E. BRODA, Mh. Chem. 107,285 (1970). 
G. I2INDENEGO, H. PASCHINGER und n. BRODA, Planta 99, 163 
(1971). 

3 S. MATZKU und E. BRODA, Planta 92, 29 (1970). 
4 E. ]3RODA, Naturwiss. Rundschau 26, 381 (1973). 
5 j.  BURCZYK, H. GRZYBEK, J. BANAS und E. BANAS, Expl. Cell Res. 

63, 451 (1970). 
A. W. ATZlNSON, B. E. S. GUNNING und P. C. L. JOHN, Planta 107, 
1 (1972). 

7 H. LORENZEN, in Synchrony in Cell Division and Growth (Ed. 
]3,. ZEOTHEN; Interscience, New York 1964), p. 571. 

8 H. TAMIYA, Ann. R. Plant Physiol. 77, 1 (1966). 
o G. FINDENEGO und H. SPRINOER-LEDERER, Allg. prakt. Chemic 78, 

297 (1967). 
10 H. SPRIN~ER-LEDXRER und D. L. ROSENFELD, Physiologia plant. 

27, 435 (1968). 
11 M. MERCKENSCHLXGER, K. SCHLOSS~ANN und W. KURZ, Biochem. 

Z. 329, 332 (1957). 
1~ D. H. NORTHCOTE, Bioehem. Soc. Symp. 22, 105 (1962). 
13 D. D. VAN SLYKE und J. FoLcH, J. biol. Chem. 736, 509 (1940). 
1~ H. W. TROMBALLA und E. BRODA, Arch. Microbiol. 86, 281 (1972). 
1~ H. RICHARD, Dissertation, Wien 1974. 
16 R. D. PRESTON, The Physical Biology of Cell WMls (Chapman and 

Hall, London 1974). 
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Summary.  Storage of celery, cabbage  and onion seed for 14 weeks under  condi t ions  of reduced  a tmospher ic  pressure  
decreased the  deleter ious effects  of h igh  t e m p e r a t u r e  and  h igh  re la t ive  h u m i d i t y  upon the  ge rmina t ion  of these  shor t -  
l ived seeds. 

The effects of s torage in a par t i a l  vacuum upon seed 
viabi l i ty  have  no t  been  p ronounced  2-4, a l though  resul ts  
of recen t  expe r imen t s  wi th  high mois ture  feed grains 
s tored under  reduced pressure  in s ta t ic  or semis ta t ic  sys- 
t ems  have  been  encouraging 5, 6. The new techn ique  of low 
pressure  s torage (LPS) differs f rom t h a t  previous ly  used 
for seed s torage (sealed chamber s  or packages) in t h a t  
there  is cons t an t  air exchange.  L P S  condi t ions  modi fy  
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