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ABSTRACT: The fine structure of the integument and the muscle attachments in Echiniscoides 
sigismundi (Heterotardigrada). The structure of the integument and the muscle attachments 
of the marine heterotardigrade E. sigismundi (M. SCHgLTZE) was studied by electron mi- 
croscopy. The cuticle consists of several layers: an outer tripartite (or multilayered) epicuticle, 
perhaps with an outermost coat; a homogeneous inner epicuticle; a trilaminated layer; an intra- 
cuticle; and a fibrous procuticle. These features resemble the cuticle described in Eutardigrada; 
in contrast, areas on the legs and near the claws, with an outer muItilayered epicuticle and a 
striated layer (inner epicuticle), are - as far as investigated - more similar to the cuticle in 
Heterotardigrada. The epidermis consists of a single cell layer without glands. The muscle 
attachments are in line with the general pattern described in the eutardigrade Macrobiotus 
hufelandi and in Arthropoda. 

E I N L E t T U N G  

Elektronenmikroskopische und histochemische Untersuchungen am Tardigraden- 
Integument haben gezeigt, dat~ es aus einer einschichtigen Epidermis und einer kom- 
plexen Cuticula besteht, die zudem betr~ichtli&e morphologische Unterschiede zwischen 
den beiden Ordnurtgen Hetero- und Eutard~graden aufweist. 

Innerha]b der Heterotardigraden sind bisher die Integumente yon Vertretern der 
Halechiniscidae (GREvEN, 1975), Batillipedidae (KRISTENSEN, mdi. Mittlg.) und Echinis- 
cidae (CRow~ et aI., 1970; GREVEN, 1971a, b, 1972; BUSSERS & J~UNIAUX, 1973a; 
SCHUSTER et a l., 1975), innerhatb der Eutardigraden yon Vertretern der Macrobiotidae 
(BACCETTI & ROSATI, 1971; CROWE et al., 1971a, b; GREVEN, 197t'b, t972, 1975; 
BUSSERS & JEUNIAUX, 1973a, b; SHAW, 1974) und Milnesiidae (GREwN, I972; BUSSEtS 
& J~UNIAUX, 1973a, b; D~WEL & CLARK, 1973a, b) llcht- und elektronenmikroskopisch 
bearbeitet worden. 



Integument und Muskelansatzstellen von Echiniscoides sigismundi 451 

r3ber die &emis&e Zusammensetzung der Cuticula liegen bis auf wenige mit Hilfe 
li&tmikroskopis&er Methoden gewonnene Daten detailliertere Ergebnisse nur far die 
Eutardigraden-Cuticula vor. Einzelne Cuticula-Lagen, wie eine epidermisnahe &kin- 
haltige Proeuticula und eine auflen liegende mehrfa& ges&i&tete Epicuticula ohne 
Chitin erinnern an die Verh~ilmisse bei Arthropoden (vgl. hierzu die Diskussionen bei 
BACCETTI & ROSATI, 1971; GREVEN, 1972; BUSSERS & JEUNIAUX, 1973a, b). Ein Ver- 
glei& ,der Cuticulae yon Vertretern der Hetero- und Eutardigraden ist da,her z. Z. 
nur auf Grund morphologis&er und topographis&er Kriterien m{Sgli& (Gm~vEN, 
1972, 1975). Diese Verglei&e fiihrten zu einer weitgehend neutralen Bezei&nung der 
vers&iedenen Zonen innerhalb der Tardigraden-Cuticula, die si& teilweise an der £tir 
die Arthropoden-Cuticula iibli&en Terminologie orientiert (GRevEN, 1975). Im gtin- 
stigsten Fall, z.B. bei Milnesium tardigradum (Eutardigrarda) tassen si& folgende 
Cuticula-S&i&ten ,identifizieren: ~uflere Epicuticu,la mit S&leims&i&t, innere Epicu- 
ticula, Dreifa&lage, Intracuticula mit distinkter innerer Begrenzung, granul~ire Lage 
und Procuticula. 

Auf Grund aller bisher vorliegenden Befunde (Literaturtibersi&t bei GI~VEN, 
1975) ist es no& ni&t m6gli&, Verallgemdnerndes tiber Vorkommen, Fehlen oder 
strukturelle Abwei&ungen bestimmter Cuticula-S&i&ten bei vers&iedenen Tardi- 
gradenordnungen oder -familien auszusagen. 

Im folgenden bes&reiben wir erstmMs .die Feinstrukmr des Integuments und der 
Muskelansatzstellen des marinen Tardigraden Echiniscoides sigismundi (M. SCHULTZE) 
au,s der Familie Oreellidae, die innerhalb der E&iniscoidea nnr mit ungepanzerten 
Arten vertreten ist (MAl<C~S, 1929; RAMAZZOTTI, 1972). 

MATERIAL UND METHODEN 

Die Versu&stiere wurden auf Helgoland oberhalb des Felswatts in H~She der 
Ho&wasserlinie gesammelt (zur Sammelte&nik vgl. GROHk, in Vorb.) bel 4 ° C in 
3,S°/0igem Glutaraldehyd in 0,01 m Phosphatpuffer, pH 7,6, vorfixiert (1,5 h), an- 
s&lietgend im glei&en Puffer mit einem Zusatz yon 7,5 o/0 Sac&arose gesptilt, in 
20/0iger Osmiums~iure na&fixiert (1,5 h) und in Araldit eingebettet. 

Die DiJnns&nitte wurden mit Glasmessern auf den Rei&ert Ultramikrotomen 
Om U 2 und U 3 hergestellt, z. T. ohne Verwendung yon Folien auf Kupfernetze 
aufgezogen, mit Uranylacetat und/oder Bleicitrat na& Reynolds kontrastiert (RUTH- 
MANN, 1966) und in den Elmiskopen EM 101 (Siemens) (Leihgabe der Stiflcung Volks- 
wagenwerk) und 9-$2 (Zeiss) untersu&t. Die Abbildung 1 verdanken wir Herrn 
Dr. G. UHLm (Biologis&e Anstalt Helgoland). 

BEFUNDE 

Echiniscoides sigismundi lebt zwischen Algen, besonders Enteromorpha, im ober- 
sten Litoral (vgl. GROHk, in Vorb.). Seine Gr~Si~e s&wankt zwis&en 200 und 
300 f~m. Die Cuticula ist gla.tt und hyalin. Cirrus lateralis, Clara, ftinf bis neun 
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untereinander gleichartige Krallen und Fehlen der Vasa malpighii kennzeichnen ihn 
als Heterotardlgraden (Abb. 1, MARCUS, 1929; RAMAZZOTTI~ 1972). 

Die  C u t i c u l a  

Dorsale und ventrale Cuticula yon Echiniscoides sigismundi zeigen in ihrer 
Feinstruktur keine Unterschiede. 

D i e E p i c u t i c u 1 a. Die Kontaktzone zur Umwelt bildet die ~iugere Epi- 
cuticula. Sie besteht in den meisten F~illen aus zwei elektronendichten B~indern, die 
von £ner transparenten Zone getrennt werden (Abb. 2a, c, d). Die Breite dieser drei 
Lagen betr~igt etwa 120 _k. Bisweilen kann die ~iugere Epicuticula auch mehrschichtig 
sein; ihre Di&e ~betr~gt dann etwa 200 bis 250 A. Ob ihr noch osmiophile Substanzen in 
Form einer Schleimschicht au£gelagert sind (vgl. BACCETTI & ROSAT*, 1971) kiSnnen wit 
aus unseren Aufnahmen nicht eindeutig enmehmen. Allerdings muf~ festgehalten wet- 
den, dag die Untersuchungen ot~ durch das AnhafLen von Algen, Detritus und kleinen 
Steinchen an der Cutice~la erschwert werden. Die innere Epicuticula schliegt mit einer 
Dicke yon etwa 350 bis 1500 A an. Sie ist aus lockerem, f~idigem Material aufgebaut und 
hebt sich bei der Pr~iparation lei&t.ab (Abb. 2). 

D i e  D r e i f a c h l a g e .  Unter der Epicuticula ist eine wellig verlaufende 
Dreifachlage zu erkennen; auch h.ier werden zwei dunkle Zonen yon einer helIeren 
getrennt; ihre Dicke betr~igt etwa 150 A (~bb. 2b). 

D i e I n t r a c u t i c u,I a. Der Lage nach entspricht die n~ichste Schicht der 
Intracuticula (BAcCETTI & ROSATI, 1971; GI<EVEN, 1975). Sie ist etwa 0,1 b~s 0,2 l¢m 
dick, ziemlich osmiophil und deutlich yon der darunterliegenden Procuticula abgesetzt 
(Abb. 2a, b, c). Bei Tieren, die sich in tier H~iutungspMse befinden und 1oereits Epicuti- 
cula, Dreifachlage und Procuticula gebildet ha'ben, ist die Intracuticula nut unvoll- 
ko,mmen als m~igig dunkle Zone unter der Dreifachlage zu erkennen (Abb. 2d). 

D i e P r o c u t i c u 1 a. Den gr~flten Raum innerhalb der Cuticula nimmt die 
Procuticula mit einer Dicke yon 0,3 bis 0,8 i,m ein. Sie besteht aus fibrill~irem MateriaI 

Abb. 1: Ecbiniscoides sigismundi, dorsal Beachte die homowche Bekrallung und die Divertkel 
des Mitteldarms (300 : 1) 

Abb. 2: Die Rumpfcuticula yon Echiniscoides sigismundL a Epicuticula (E), Intracuticula (I), 
Procuticula (P). Die 2iuflere Epicuticula (-~) ist dreischichtig (14 700 : 1). b Dreifachlage (D) 
unterhalb der Epicuticula (E) (120 000 : 1). c Stark gewellte Cuticula mit osmiophilem Mate- 
rial in der Procuticula (~-) (14 700 : 1). d Neu angelegte Cuticula (H~utungstier). Die Intra- 

cuticula ist kaum erkennbar (->-) (40 000 : 1) 

Abkfirzungen in den Bildlegenden 
~iE ~iugere Epicuficula 
B Basatlamelle 
Cu Cuticula 
D Dreifachlage 
E Epicuticula 
Ep Epidermis 
I-I H~imocoel 
I Intracuticula 

K Kralle 
L Lipidtropfen 
Mi Mitochondrium 
Mu Muskelzelle 
N Zellkern 
P Procuticula 
RER rauhes endoplasmatisches 

Reticulum 
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und ist relativ elektronendicht (Abb. 2a, c, 5a). In ihr liegt bisweilen Material, daft 
der Substanz der tntracuticula ~ihnelt (Abb. 2c). 

In der Cuticula der Beinregion s~nd innerhalb der Epicuticula betr~ichtliche mor- 
phologische Abwandlungen festz~stetlen. Die ~iui~ere Epicuticula ist deutlich mehr- 
schichtig. In der inneren Epiouticula treten parallel z.ueinander angeordnete St~ibchen 
mit einer Periode yon ca. 150 3, auf, die i m Querschnitt ein poly- oder hexagonales 
Muster zeigen. Sie setzen an der innersten dunk,len Lage der ~iugeren Epicuticula an 
ur~d reichen fast bis an die Dreifachlage, ohne aber mit dieser eine Verbindung ein- 
zugehen (Abb. 3). 

D i e  E p i d e r m i s  

Die Epidermiszellen schliet~en mit dem apikalen Plasmalemm an die Procuticula 
an (Abb. 4). Die Epidermis ist eins&i&tig, yon variabler Di&e - an man&en Stellen 
miigt sie nur 0,15 pm - ur~d sendet keine Forts~itze in die Cuticu,la hinein. Die la- 
teralen Zellgrenzen ,sind m~if~ig gewunden. 

Im Cytoplasma befinden sich rauhes endoplasmatisches Reticulum, freie Riboso- 
men, Mitochondrien, man&ma.1 yon Zisternen des raut~en ER umhiitlt, un.d der Kern, 
dessen Hiille mit Ribosomen besetzt ist. Vereinzelt treten Cytosomen, Lipidtropfen 
und osmiophiles Material auf, das in seinem Aufbau dem Cuticula-Material ~ihndt. 
Den Abs&lut~ zum H~imocoel bildet eine diinne Basallamelle (Abb. 4). Drfisenzellen 
konnten wit nicht finden. 

Damit ~ihnelt die Epidermis yon E. sigismundi in ihrem Aufbau ganz der anderer 
daraufhin untersu&ter Eu- und Heterotardigra,den. 

D i e  M u s k e l a n s a t z s t e l l e n  

Die somatischen aus jeweils einer langgestreckten Zelle bestehenden Muskeln der 
Tardigraden (MARcus, 1929; SHAW, 1974; WALZ, 1974) inserieren oil zu mehreren 
an der Cuticula. 

Muskelansatzstellen haben bisher CI~owE et al. (1971) ffir den Eutardigraden 
Macrobiotus areolatus abgebildet mit dem Hinweis, dag ihre Struktur den entspre- 
chenden Stelten bei Arthropoden ~ihnelt. Genauere Untersuchungen an dem verwand- 
ten Macrobiotus hufelandi best~itigten diese Ergeb,nisse (SHAw, 1974). 

Bei E. sigismundi ist an der Muskelansatzstelle die Cuticula nicht wesentlich ver- 
dickt. Allerdings ragen cuticulare Forts~itze in die darunterliegende Epidermiszelle 
(Ab~b. 5a, b, c). In Biindeln angeordnete Filamente durchziehen die Cuticula vorwie- 

Abb. 3: Die Cuticula der Beine yon Echiniscoides sigismundi, a ,,Gestrei~e" Epicuticula am 
Krallenansatz (40 000 : 1). b Mehrschichtige ~iu!~ere Epicuticula (~iE) und Streifenmuster ober- 

halb des Krallenansatzes (75 000 : 1) 
Abb. 4: Epidermiszelle mit Mitochondrium (Mi), rauhem endoplasmatischem Reticulum (RER), 

Lipidtropfen (L) und Zellkern (N) (24 000 : 1) 
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gend in vertikaler Richtung; an der Peripherie der Ansatzstelle verlaufen sie jedoch in 
einem Bogen durch die Cuticulra. Die Filamente durchziehen in,here Epicuficula, In- 
tra- un'd Procuticttla und einen Tell der cuticulare,n Forts~itze, die welt in die Epider- 
miszelle hineinragen (Abb. 5a, b, c). Von bier a~as zieht sich iihnlich fibrill~ires Material 
durch die auf~erordentlich ~diinne und organe~len, ar,me Epidermiszelle und endet in dem 
basal liegenden mit elektronendichtem Material angefiillten Brereich (,,Verst~irkungs- 
zone") (Abb. 5a, b, c). Innerhalb der Epidermi~szel, le h~ben wir keine Mikrotu,bu!i 
identifizieren k/Snnen. 

Das basale Hasmalemm der Epidermiszelle verl~iuf~ stark gewellt, ebenso das 
nahe unter ihr liegende Sarkolemm ,der Muskelzelle, an das sich ebenfalls eine elektro- 
ner~dichtere Zone anschliei~t (Abb. 5.b, c, d). Zwisd~en Epidermis- unEd Muskelzelle 
liegt eine relativ homogene, m~ii~ig elektronendichte Schicht, die den Einfa,ltungen der 
Zelln~embr~nen nur wenig folgt und ,sich ~m Rande der Muskelansatzstellen in die 
Basallaminae der ,be~den Zellen aufsp~ltet (Abb. 5,b, c). Da,s gilt auch fiir die ent- 
sprechende Zone zwischen zwei oder mehreren Mt~skelzellen (A, bb. 5d). 

DISKUSSION 

Bei den bisher untersuchten Heterotal~digraden ist die Cuticula n~icht einheitlich 
au£gebaut. Die gepanzerten Echiniscus-Arten besitzen dorsal eine stark verdickte in- 
here EpicuticuIa mit einem kompli~ierten Hohlraumsystem. Ventral gliedert sich diese 
in feine vertikal verlaufen,de Kan~ilchen (,,.striated layer") und darunter,liegende S~iu- 
len a.uf. Weiterl~in fallen feine, die dorsale Intracuticula durchziehende Filamente a.uf 
(CRow~ et al., 1970; GREVrN, 1971a, 1972, 1975). Die dorsale und ventrale Cuticula 
der marinen Arten Halechiniscus (GRrvEN, 1975) un~d Batillipes (KRISTENSEN, mdl. 
Mittlg.) ~hneln bis auf .geringfiigige Untersdliede in der ,,striated layer" der ven- 
tral,en Cuticula der Echinisc~dae. Eine innere Begrenzur~g der Intracutioula und die 
gramfl~ire Schicht fehlen wahrscheinlich. Die ~bisher ~allen Heterotardigraden gemein- 
same drei-,bis mehrschichtige ~iul~ere Epicuticula, die wellig verlaufende Dreifachlage 
und .die fibrilt~ire Procuticuta .sind morphologisch mit ~den entsprechenden Schichten der 
Eutardigraden-Cuticula zu vergleichen (Gr, rvrN, 1972, 1975). 

Innerhalb der Eutal, d~graden zeigt die Cuticula einen ein.heitlicheren Aufbau 
(vgl..die Zusammenfassung bei Gr~EVrN, 1975). Die von BAccrr'ri & ROSATI (1971) 
fiir Macrobiotus hufelandi ibeschriebenen zahlreichen Cuticula-Schichten (s. t~inlei- 
tur~g) sind von Nachuntersuchern allerdings eii~deutig nur b~i Milnesium tardigradum 
identifiziert worden (GRaveN, 1975; vgl. auch SHAW, 1974). Bei Macrobiotus areolatus 
un'd den bi~her untersuchten Isohypsibius-Arten fehlen wahrscheinlich die inhere 

Abb. 5." Die Muskelansatzstellen yon Echiniscoides sigismundi, a Gekrtimmt und vertikal ver- 
taufende cuticulare Filamente (:7~), die z. T. die Eplcuticula durchdringen (+-) und sich 
auch in die Epidermiszelle fortzusetzen scheinen (-+) (28 500 : 1). b Cuticulare Forts~itze er- 
reichen die elektronendichtere Zone an der Basis der Epidermiszelle. Plasmalemm und Sarko- 
lemm find stark gewellt. Dazwischen liegt eine dicke Basallamelle (B) (30 000 : 1). c Schr~ig- 
schnitt mit quergetroffenen cuticularen Zapfen (30 000 • 1). d Ansatzstellen yon zwei Muskel- 

zellen. Die dicke Basallamelle spaltet sich auf (-+) (30 000 : 1) 
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Abgrenzung der Intracuticula und die sich anschliet~ende granul~ire L age. M6g- 
licherweise ist der bei diesen Arten als Intracuticula bezeichnete elektronendichtere Be- 
reich unter der Dreifachlage nur ein modifizierter Teil der Procuticula. 

Ventrale und dorsale Cuticula von E. sigismundi stimmen nicht nut im Aufbau 
iiberein, die Cuticula zeigt d~riiber hinaus Merkmale, die bis,her nur yon der E~utardi- 
graden-Cuticula bekannt waren: eine nicht auffaltend strukturierte innere Epieuticula 
und eine homogene Intracuticula. Andererseits erinneren CutiGula-Areale im Bereich 
der Extremit~iten an die Verh~iltnisse, wie sie bisher nut fiir Heterotardigraden be- 
schrieben worden sin& Aufl/Ssung der inneren Epicuticula in ein Streifenmuster 
(,,striated layer"). Unterhalb dieser Streifen schlief~t sich unmittelbar d,ie Dreifachlage 
an. Eine weitere Aufgliederung der inneren Epicuticula in S~/ulen unterhalb des 
Streifensaums wie z.B. bei Echiniscus-Arten (Cl~owe et al., 1970; GREVrN, 1971a, 
1972) und Batillipes (KRISTENSEN, mdl. Mittlg.) ~unterblei.bt. Das erinnert an Cu- 
ticula-Bezirke bei Halechiniscus spec. (Gr,~vEN, 1975). 

Der morphologische Auf~bau der Muskelansatzstellen stimmt im wesenttichen mit 
dem der entsprechenden Stellen bei Macrobiotus hufelandi iiberein (SHAw, 1974). 
Die cuticularen Filamente (zur Terminologie vgl. S~tAw, 1974) entspringen bei M. 
hufelandi an der Intracuticula und durchziehen .die Procuticula z. T. bis in die zapfen- 
artigen Vorstiilpungen in die Epidermis, die hemidesmosomenartige Strukturen be- 
sitzen (SHAw, 1974). Bei E. sigismundi ziehen diese cuticularen Filamente bi;s an die 
~iutgere Epicuticula, die an diesen Stellen hgufig geringfiigig eingesenkt ist. CAw~rY 
(1969) konnte bei apterygoten Ir~sekten ze[gen, dag die ,,muscle attachment fibres" 
die Pro- und Epicuticula passieren, aber nicht direkt an der ~iutgeren Epicuticula 
(cuticulin layer) ansetzen. 

Zw.ischen Epidermiszelle und Muskelzelle verl~iutt bei E. sigisrnundi ein homo- 
genes Band, das sich an den Enden der Muskelansatzstelle in die beiden Basallaminae 
a~fspaltet. SHAW (1974) h~ilt diese Zone, die bei M. hufelandi sehr viel inhomogener 
ist, in Anlehnung an die Bef,unde von BACC~TTI & ROSATI (1969), die kollagenhaltige 
Laminae um .die inneren Organe von M. hufelandi beschrieben haben, fiir eine modi- 
fizierte Basallamelle bzw. Bindegewebe. Eine derartig ausgepr~igte Basallamina kommt 
offensichtlich bei Arthropoden nicht vor. Vielleicht ist sie mit der ,,intercellular ma- 
trix" zw~ischen Muskel- und Epidermiszelle bei verschiedeneu Apterygoten vergteich- 
bar (CAwNrY, 1969). Generetl l~it~t sich sagen, dag die Str.uktur der Muskelansatz- 
stellen bei den bisher untersuchten Tavdigraden (Heterotardigrada: E. sigismundi; 
diese Arbeit; Eutard~gr~da: Macrobiotus hufelandi; SHaw, 1974) weitgehend dem 
Arthropodenschema entsprechen. Die Struktur dieser Bezirke ist innerhalb der Arthro- 
poden bls auf geringfiig~ge Unterschiede (z. B. Fehlen yon Mikrotubuli in den Ep~der- 
miszellen yon Milben, verschiedenartige Ausbildu~ng von Desmosomen und Helni- 
desmosomen) iiberraschend einheitlich (vgl. u. a. LAIrooK, 1967; CAVENEY, 1969; 
SMITU et al., I969; Kuo et al., 1971; weitere Literatur und funktionetle Deutung 
bei SHAW, 1974). 

Daher k~innten diese und ar~dere feinstrukturelle aber auch h.istochemische Be- 
funde (Cuticula, Kotlagen, Spermien) als Hinweise far die stammesgeschichtliche 
Affinit~it der Tardigraden zu den Arthropoden gedeutet werden (vgl. auch die Dis- 
kussionen bei BACCrTTI & ROSATI, 1969, 1971; BACCETT~ et al., 1971; Bussrr, s & 
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JEI3NIAUX, 1973a, b; Gr, EVEN, 1972; SHAW 1974), orbgleich auch in neuerer Literatur  
eine Verwandtschaf~ mit den Aschelminthen diskutiert wird (CRowE et al., 1970, 
1971; D~WEL & CLAI~K, 1973a, b). Gewichtigere Argumente ffir die eine oder 
alidere Auffassung werden sich wahrscheinlich erst nach der neuerlichen Untersuchung 
der Tardigraden-Embryologie anfiihren lassen. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

1. D~s Integument des marinen Heterotardigraden Echiniscoides sigismundi besteht 
aus einer Cuticula und einer einschichtigen Epidermis ohne Driisen. 

2. Die Rumpfcuticula besitzt eine drei- bis mehrschichtige ~iu~ere Epicuticula (vieI- 
leicht mit einer aufgelagerten Schleimschicht), eine nicht auffallend strukturierten 
inneren Epicuticula, eine Dreifachlage, eine homogenen Intracuticula und eine 
Procuticula. Sie zeigt damit Merkmale, die bisher nur von der Eutardigraden- 
Cuticula bekannt  waren. 

3. Epicuticula-Bezirke tier Beine und des Krallenansatzes iassen eine m ehrschichtige 
iiut~ere un, d eine in ,,Streifen" aufgel&te innere Epicuticula erkennen. Diese Struk- 
turen sind bisher alien Heterotardigr~tden-Cuticulae gemeinsam. 

4. Die Feinstruktur der Muskelansatzstellen ist mit  entsprechenden Stellen bei dem 
Eutardigraden Macrobiotus hufelandi zu vergleichen und paint in das allgemeine 
ftir die Arthropoden geltende Schema. 
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