Vom Einzeller zum Vielzeller
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Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium SCIET'CG B”dge
Vom Einzeller zum Vielzeller — Experimente mitDictyostelium

Dictyostelium discoideumist ein einzelliger
amoboider Bodenbewohner, der sich v
Bakterien und anderen Mikroorganismen, z

Hefen, ernahrt (vegetatives Stadiul o2
. . Sporenkeimun
Wachstumsstadium). Wenn die Nahrungsqut ’ \ ‘
erschopft ist (Hungersignal), bilden Y Vo
. . . L R S Ly
ursprunglich gleichartigen, individuellen Zelle f“‘""'""""" ’,g;o;'a.ws;ce
ein  multizellulares  Aggregat, in der Sporentrager ale e
. . . . ; . L 69 o
Zelldifferenzierung, biologische Musterbilduni—,, . .~ DICTYOSTELIUM \fw*
differentielle Genexpression und etliche and X U
Charakteristika vielzelliger Organisme S et

verwirklicht werden (Entwicklungsstadium). .
T

Im Laufe von 24 Stunden differenziert di cowssioung
Aggregat Uber eine Reihe morphologisch ¢ "
definierter Zwischenstadien zZu eine
Fruchtkdrper, der im Wesentlichen aus zv
Zelltypen besteht: den absterbendein,
vakuolisierten Stielzellen und den Sporen, @fildung 1: Schematische Darstellung des

. o Entwicklungszyklus von Dictyostelium
Dauerformen (keine meiotischen Produktg,gcoideumq Y Y

darstellen. Bei ginstigen Umweltbedingung@@,b' G. Gerisch, MPI Biochemie, Martinsried)
keimen die Sporen aus und entlassen vegetative
Amoben.

Aggregation

Dictyosteliumkultur

Dictyosteliumzellen werden im Labor auf Agarplati@&M-Agar) mit einem Bakterienrasen
(Klebsiella aerogengs gehalten. Die Zellen fressen die
Bakterien und vermehren sich mit einer Verdoppetuaig
von ca. 3 Stunden. Sie bilden dabei einen bakteeiem
Hof, in dem die Entwicklung beginnt. Am Rande der
Kolonie steht aber noch Nahrung zur Verfigung. Die
Kolonien zeigen demnach von auflen nach innen
fortschreitende Entwicklungsstadien.

Die Laborstamme (Ax2 und Derivate davon) sind nialehr

Abbildung 2: . . auf ,feste* Nahrung angewiesen, sondern kdénnen amch
Dictyosteliumzelle, die zwei rot ] ) ) ) B _

gefarbte Hefezellen einem ,axenischen“ (bakterienfreien) Nahrmedium %HL
phagozytiert. Medium) wachsen. Die Zellen werden entweder in raine
(Photo: Maniak, Abt. Erlenmeyerkolben geschiittelt (220rpm) um sie mit

Zellbiologie, Univ. Kassel . )
ausreichend Sauerstoff zu versorgen, oder sie wachs
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Vom Einzeller zum Vielzeller

Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium SCIET'CG Bﬂdge

angeheftet auf Petrischalen unter 3 bis 5mm Rjissdlium. Die Oberflache ist ausreichend
grof3 um Uber Diffusion genigend Sauerstoff im Medizu haben. Zellen nehmen die
Flissignahrung durch Pinozytose auf. In axenischdedium haben die Zellen eine
Verdopplungszeit von ca. 8 Stunden. In einer Selitltur wachsen die Zellen bis zu einer
Dichte von 2 — 4 x 10Zellen pro Milliliter. Danach sterben sie wegenhnher Dichte und zu
hoher Konzentration an Abfallstoffen ab.

1. Synchrone Entwicklung auf Filtern

Der Entwicklungszyklus kann bei allen Zellen symchrinitiert werden, indem die
Nahrungsquelle entzogen wird. Eine axenische Kwlitnl bis zu einer Dichte von ca. 2 x°10
Zellen pro Milliliter angewachsen. Der Zelltiter nai mikroskopisch mit Hilfe einer
Neubauerzahlkammer bestimmt. Dann werden 2xZ&llen (oder ein Vielfaches davon) in
ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und aus
dem Medium abzentrifugiert (2.000 rpm,
Minuten). Das Zellpellet wird in
500u1/2x10 Zellen Phosphatpuffer (17mN
Kaliumphosphat, pH 6,8) resuspendiert ul
mit einer Pipette gleichmaRig auf eine_ - :
feuchten Papier- oder Nitrozellulosefilte& 8 < 2
(ca 18 cm) verteilt. Der Filter wird in einer 9. A '

e Fm

feuchten Kammer inkubiert und dic
synchrone Entwicklung kann unter del
Binokular innerhalb von 24 Stunden

beobachtet werden Dabei sind inAbbiIdung 3: Aufnahme verschiedener
) Entwicklungsstadien im Raster-Elektronen-

zeitlicher Folge die Entwicklungsstadien,mikroskop (von der Markierung im Ugrzeigersinn).
die in Abb. 1 und 3 gezeigt sind zu finden £ot0: Grimson und Blanton, Texas Tech Univ.

(Zur mikroskopischen Betrachtung der
differenzierten Zellen s. Abschnitt 2 und 3.)

Materialien:

Mikroskope

Objekttrager, Deckglaser

Neubauer-Zahlkammer

Binokulare

Rotationsschiuittler

Zentrifuge (Fassungsvermoégen: Réhrchen mit minchl Mblumen)
Whatman-Papier oder ausgekochte Quadrate aus Kégmpier
Sterile Pipetten (1ml) oder

blaue Spitzen fir Eppendorfpipetten

Feuchte Kammer (z.B. Plastikdose fur Kihlschrank)
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Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium SCIET'CG Bﬂdge

Fur ein Set mit einer Dictyostelium-Stammkultur, 200ml frisshElL5 Medium, sterile
vorgeschnittene Filter, Filterpapier f. feuchte Kiawer, Neubauerkammer (leihweise) bis zu 5
Stuck 1ml-Eppendorfpipetten (leihweise), 1 Box él&pitzenberechnen wir 15€ plus 50€
Pfand. Postversendung ist nicht mdglich! Bestellungglichst 5 Tage vor Beginn des
Experiments.

Weil Zentrifugen und Schiuttler nicht in allen Sahulzur Verfigung stehen, sind die unten
aufgefuhrten Varianten eher zu empfehlen.

2. Wachstum und Entwicklung auf Bakterienrasen.

Mit einem sterilem Zahnstocher in das Réhrchendeitgut geschittelten Sporensuspension
tauchen und mit dem Zahnstocher die Mitte des Bekieasens leicht beriihren (man sollte
den Beruhrungspunkt gerade sehen, kein tiefes lioctlen Agar bohren! Keine dicken
Tropfen der Flussigkeit auf den Agar bringen!).

Die Schiler beschriften ihre Platten mit Namen lgirter Schrift auf dem Boden. Platten
werden dann eingesammelt und umgedreht (Deckel natEn) gestapelt und gelagert. 19°
bis 22°C und Licht sind optimal. In sehr trockef&umen ist es empfehlenswert, die Platten
in einer Plastikbox zu lagern oder einen Plattggedtan Haushaltsfolie zu wickeln, um
Austrocknung zu verhindern.

Nach ca. 2 Tagen sollte mit bloRem Auge ein kleingsh im Bakterienrasen zu sehen sein.
Die Zellen haben sich vermehrt und Bakterien geres Ein kleiner Plague ist entstanden.
Der Plaque nimmt taglich an Gréf3e zu und kann udéen Binokular beobachtet werden.
Nach etwa 3 Tagen sollten innerhalb des Plaqueshikdrper zu sehen sein.

Abbildung 4: Dictyosteliumkolonie auf einem Bakterenrasen. Der dunkle

R Rand enthadlt wachsende Zellen im ,aufgewihlten* Baterienrasen.
© bty i.:_‘: Dunkle Flecken im helleren Zentrum des Plaques sindnultizellulare
s T ' . . .. . . .
ﬁ*._q " 3&-- Entwicklungsstadien, die im Binokular besser zu er&nnen sind als bei der
- { - _ﬂ. hier verwendeten Technik.
- 3 -2 By
bﬁ}* :
iy Mit dem Binokular ist der etwas aufgewdlbte Baléarasen am

Rande des Plaques zu erkennen. Dort fressen sieh di
Dictyosteliumzellen in den Rasen hinein. Besondateressant ist die Zone unmittelbar
hinter dem Fressrand. Dort sieht man mit etwas @Eeaid Gliick kurze Strome von Zellen,
kugelige Aggregate, Slugs, Finger und andere Vdistades Fruchtkorpers. Die Zone
zwischen Fressrand und abgeschlossener EntwickBingdoch sehr schmal. Die Zellen
liegen in so hoher Dichte vor, dass die Entwickaabgr schnell ablauft und einzelne Stadien
raumlich kaum getrennt sind. Sie sollten jedocle &l finden sein. Ein Vorteil des
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Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium SCIET'CG Bﬂdge

Wachstums auf Bakterienrasen ist, dass die Platie aach etwa 2 Wochen noch beobachtet
werden kann. Der Plaque ist dann zwar sehr grof8, @b Fressrand mit den verschiedenen
Entwicklungsstadien ist noch immer zu sehen.

Wenn alle Entwicklungsstadien ausgebildet sindlfrac 3 Tagen, aber auch spéter), kénnen
die Zellen mikroskopisch untersucht werden.

A) Mit einem Zahnstocher etwas Material vom Frasdrnehmen und in einem Tropfen
Wasser auf einem Objekttrager verstreichen, Deskdtauf und ansehen. In einem
Gewirr aus Bakterien sind grofRere amoboide Zelersehen. Vorsicht, die Zellen
runden sich schnell ab und sterben, wenn es ihnehdlie Mikroskoplampe zu warm
wird! Bei Beleuchtung mit Spiegel oder schwachemhtikann man mit Glick und
Geduld die Bewegung der Zellen sehen — die ist amdrr langsam und wird
Ublicherweise mit Zeitrafferaufnahmen dargestellt.

B) Mit einem  Zahnstocher oder einer
Prapariernadel einen oder mehrere
Fruchtkdrper in einen Wassertropfen auf dem
Objekttrager uberfuhren. Das ist manchmal
nicht ganz einfach, weil die Fruchtkorper eher
am Zahnstocher als auf dem Objekttrager
kleben bleiben! Deckglas drauf und ansehen.
Der Stiel besteht aus langlichen Zellen mit
dicker Zellwand (Zellulose) und einer
Vakuole. Die Stlelgellen sind bei Altere Abbildung 5: Lichtmikroskopische
Fruchtkorpern ~ meist schon tot. D€ Aufnahme eines Fruchtkérpers. Stiel und
Sporenkopf besteht aus gleichmanr Sporenkopf sind zu erkennen. Bei

. starkerer VergroRerung sind die Formen
geformten ovalen, stark lichtbrechende \p stiel- und Sporenzellen gut zu

Sporen. unterscheiden.

Die Schuler sollten die drei Zelltypen (Amdben, e§ellen und Sporenzellen) leicht
unterscheiden konnen. Sie sollen lernen, dassrzdliech Differenzierung ihre Gestalt und
ihre Funktion &ndern.
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Vom Einzeller zum Vielzeller
Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium

Materialien
Platten mit SM Agar und Bakterienrasen (1 pro Sehatler Schilergruppe)

von uns zu beziehen, Platten sind im Kihlschragipackt in einen Plastikbeutel, ca.
4 Wochen haltbar

Stammplatte oder Sporensuspension

von uns zu beziehen, Sporensuspension ist im Kighidg im verschlossenen Gefal
ca. 2 Monate haltbar, Stammplatte ca. 4 Wochen iihl¢chrank, mit Deckel nach
unten lagern!

Sterile Zahnstocher
selbst im Dampfkochtopf sterilisieren oder tber beziehen,
Binokulare (ca. 6 bis 40fache Vergrol3erung)

Optional: Durchlichtmikroskope, 100fache VergroberuObjekttrager, Deckglaser

Fur ein Set aus bis zu 20 Agarplatten mit Bakterienrasen, 8psuspension und zwei
Packchen sterile Zahnstocher berechnen wir 15€ Aleiholung. Postversendung (nicht
empfohlen!) 10€ extra. Bestellung méglichst 5 TageBeginn des Experiments.

3. Zellstrome

Auf eine kleine Petrischale (6 cm Durchmesser) eerdx16 bis 1x10 Zellen mit
Flissigmedium aufgebracht, das Gesamtvolumen wufl ca. 5ml mit Phosphatpuffer
eingestellt. Die Zellen werden durch leichtes Safkea der Platte gleichmallig verteilt. Die
Schuler kénnen ihre Platten klein auf dem RandRisskels mit Namen beschriften. Danach
bleibt die Platte fir 10 bis 15 Minuten ruhig stehsie kann in dieser Zeit auch mit dem
Binokular oder Inversmikroskop betrachtet werden,die améboiden Zellen zu beobachten.
Bei guter Optik und 40 bis 100facher Vergro3eruefgtsman, wie die runden Zellen sich auf
den Boden der Schale absenken, dort anhaften ured wgigleichmallige améboide Form
annehmen.

Nach der angegebenen Zeit haben sich die Zellativdéést auf dem Plastikboden verankert.
Das Medium wird in ein Abfallgefald abgegossen und Blatten werden mit 5ml
Phosphatpuffer aufgefillt. Den Puffer langsam amdRa die Schale laufen lassen, sonst l6st
der Pufferstrom zu viele Zellen ab! Platte wiedeMiButen stehen lassen, den Puffer wieder
abgielen und erneut mit 5ml auffullen. Durch died&rgang wird das Nahrmedium
vollstandig abgewaschen, die Zellen befinden sichlungermedium und beginnen mit dem
Entwicklungszyklus.

Mit bloRem Auge sieht man, dass der Boden derdP&tten triben Film von Zellen enthélt.
Mit einem Binokular oder Inversmikroskop prufen, diie Platten einen gleichmaRigen
dichten Rasen an Zellen enthalten. Platten aufneifisch oder in ein Regal stellen. Sie
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Vom Einzeller zum Vielzeller
Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium

sollten moglichst erschiitterungsfrei im Licht stelader nicht der direkten Sonne ausgesetzt
sein.

Variationen

Das Experiment kann variiert werden, indem versigne Gruppen unterschiedliche
Zellzahlen auf ihre Platten geben: 1%10,5x16, 5x1¢, 1x10, 2x10 Zellen. Bei den sehr
hohen und sehr niedrigen Zelldichten wird die Enkiing vermutlich nicht funktionieren.
Bei einer Kontrollplatte kann Medium statt Phosphdfier aufgetragen werden, diese Zellen
sollten nicht in die Entwicklung gehen sondern ereiwachsen. Ein oder zwei Platten kénnen
auch in den Kuhlschrank gestellt werden um zu seblerie Entwicklung abhéngig von der
Temperatur ist. Ebenso kénnen Platten in der Dingiehufgestellt werden, um den Einfluss
von Licht zu untersuchen.

Nach etwa 5 Stunden haben sich (unter Normalbedoen) Areale gebildet. Der
gleichmafige Zellrasen hat Strukturen angenommeenméin mit blolem Auge erkennen
kann: zwischen triben Flecken von Zellen sind helitreifen zu sehen, in denen keine oder
nur wenige Zellen zu finden sind. Beachte, dassAdeale alle eine dhnliche Grél3e haben!
Die Zellen kdnnen ,zahlen* und beginnen Gruppen etwa gleicher Zellzahl zu bilden. Im
Mikroskop ist zu sehen, dass die Zellen ihre Foeréamdert haben: viele von ihnen sind jetzt
lang gestreckt und meist in eine Richtung ausgtaich

Nach 6 bis 8 Stunden sind weitere Bereiche detePkddr geworden. Mit bloRem Auge sieht
man sternférmige Gebilde, Strome von Zellen, dieestu Zentrum zulaufen (s. auch Abb. 1).
Das Stromen kann Uber etwa 3 bis 4 Stunden bediaslerden. Danach haben sich die
meisten Zellen in Aggregaten angesammelt.

Unter Flussigkeit entwickeln sich die Zellen nigttiter als bis zum Stadium der Aggregate.
Die weitere Entwicklung wird erlaubt, wenn man deaffer abgiel3t, aber einen dinnen
Flussigkeitsfilm auf der Platte lasst. Platten wiederschlieen (mit Parafilm abdichten oder
in einer feuchten Kammer lagern). Zumindest einigg Aggregate werden sich weiter
entwickeln und im Laufe der nachsten 8 bis 16 StanBruchtkdrper bilden. Wenn Zeit ist,
konnen die Platten zwischendurch unter dem Binoka#abachtet werden und man findet die
Stadien, die in Abb.3 gezeigt sind. Weil trotz elMorsichtsmallinahmen die Platten doch
immer etwas austrocknen, werden einige Aggregatedas Endstadium der Entwicklung
erreichen. Durch die Ungenauigkeit des Experiméatisman den Vorteil, dass man zum
Schluss meist verschiedene Zwischenstadien siéhtzu unterschiedlichen Zeiten in der
Entwicklung gestoppt wurden. Spatestens am néachisgnsollten fertige Fruchtkdrper auf
der Platte zu finden sein. Diese kdnnen wie unteanbegeben mikroskopiert werden um
Sporen und Stielzellen zu sehen. Im Kihlschrandt dia Platten auch mehrere Tage haltbar.
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Vom Einzeller zum Vielzeller
Experimente zur Entwicklung von Dictyostelium

~Sicherheitsplatten

Das Experiment ist durch die langen Wartezeitehtresehr schulfreundlich. Auch kénnen die
angegebenen Entwicklungszeiten durch unbewussteréingen im Vorgehen stark variieren.
Es ist zu empfehlen, dass Lehrer ~Sicherheitsplatte anlegen:

a) zwei Platten am Abend oder Nachmittag vor denmsKdiese Platten sollten am nachsten
Morgen bereits Aggregate enthalten. Eine Plattenkaen Schilern im Laufe des Kurses
gezeigt werde, die andere wird morgens sofort atgen, sodass die Aggregate sich weiter
entwickeln kénnen. Mittags sind dann voraussichtbereits spatere Entwicklungsstadien zu
sehen und kénnen den Schilern gezeigt werden.

b) zwei Platten am friithen Nachmittag vor dem Kigse Platten werden fir einige Stunden
(Zeit notieren!) bei Raumtemperatur inkubiert urathid in den Kiuhlschrank gestellt, um die

Entwicklung zu verzégern. Diese vorentwickeltenttela werden morgens als erstes auf
Raumtemperatur gestellt und geben eine zusatzittaace, wahrend des Kurses Stromen zu
sehen.

Materialien
Kleine Petrischalen mit Dictyosteliumflissigkuliidrpro Schiler oder Schilergruppe)

von uns zu beziehen, die Platten sind im Kihlsdhoater bei Zimmertemperatur max. 4 bis
5 Tage haltbar (unbedingt angeben, wie lange SeéeRlatten vor dem Experiment lagern
wollen!)

Oder. frische Petrischalen und ein Kolben mit Dictydistaflissigkultur. Diese Kultur kann

zur Not Uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt werdeyss vor Gebrauch aber gut
geschuttelt werden, weil sich die Zellen abset¥éenn ein Schuttler vorhanden ist, Kultur
bei Raumtemperatur auf den Schiittler stellen.

Es ist dann guinstig, den Zelltiter in einer Neubawsler Thomakammer mikroskopisch zu
bestimmen — wir kbnnen den zu erwartenden Titer aleh grob flr Sie abschétzen.

Geben Sie uns an, wann sie das Experiment machbenwwir bereiten die Platten oder
Flassigkulturen termingerecht vor. Platten und St#kolben muissen vorsichtig
transportiert werden, damit das Medium nicht auftfau

Phosphatpuffer (17mM, pH 6,8),
von uns zu beziehen
Binokulare (ca. 6 bis 40fache Vergrol3erung)

Optional: Durchlichtmikroskope, 100fache Vergrofberubesser: Inversmikroskop, mit dem
die Platten von unten betrachtet werden kdnnen.

Objekttrager, Deckglaser
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Vom Einzeller zum Vielzeller
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Fir ein Setmit bis zu 20 Kulturschalen oder Erlenmeyerkolbah Fiuissigkultur und bis zu
10 Roéhrchen Phosphatpuffieerechnen wir 15€ bei Abholung. Eine VersendungRmet ist
nicht moglich. Bestellung moéglichst 5 Tage vor Begies Experiments.

Webseiten

http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/d27 4D/10.htm

http://de.wikipedia.org/wiki/Dictyostelium

http://www.uni-koeln.de/dictyostelium/

http://www.biologie.uni-kassel.de/genetics

http://dictybase.org/
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