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ABSTRACT: The fine structure of the integument and the muscle attachments in Edbiniscoides
sigismundi (Heterotardigrada). The structure of the integument and the muscle attachments
of the marine heterotardigrade E. sigismundi (M. ScHurtze) 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 multilayered 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.

EINLEITUNG

Elektronenmikroskopische und histochemische Untersuchungen am Tardigraden-
Integument haben gezeigt, dafl es aus einer einschichtigen Epidermis und einer kom-
plexen Cuticula besteht, die zudem betrichtliche morphologische Unterschiede zwischen
den beiden Ordnungen Hetero- und Eutardigraden aufweist.

Innerhalb der Heterotardigraden sind bisher die Integumente von Vertretern der
Halechiniscidae (GrEvEN, 1975), Batillipedidae (Kristensen, mdl. Mittlg.) und Echinis-
cidae (Crowe et al., 1970; GreveN, 1971a, b, 1972; Bussers & JEUNtAUX, 1973a;
ScHUSTER et al., 1975), innerhalb der Eutardigraden von Vertretern der Macrobiotidae
(Baccerrt & Rosarti, 1971; Crowe et al,, 1971a, b; Greven, 1971b, 1972, 1975;
Bussers & JEuNIaUx, 19734, b; SeAw, 1974) und Milnesiidae (GrREVEN, 1972; BussERrs
& Jeun1Aux, 1973a, b; DeweL & Crark, 1973a, b) licht- und elektronenmikroskopisch
bearbeitet worden.
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Uber die chemische Zusammensetzung der Cuticula liegen bis auf wenige mit Hilfe
lichtmikroskopischer Methoden gewonnene Daten detailliertere Ergebnisse nur fiir die
Eutardigraden-Cuticula vor. Einzelne Cuticula-Lagen, wie eine epidermisnahe chitin-
haltige Procuticula und eine auflen liegende mehrfach geschichtete Epicuticula ohne
Chitin erinnern an die Verhiltnisse bei Arthropoden (vgl. hierzu die Diskussionen bei
BaccerT & Rosary, 1971; Greven, 1972; Bussers & JEuniaux, 1973a, b). Ein Ver-
gleich der Cuticulae von Vertretern der Hetero- und Eutardigraden ist daher z. Z.
nur auf Grund morphologischer und topographischer Kriterien méglich (GrEVEN,
1972, 1975). Diese Vergleiche fithrten zu einer weitgehend neutralen Bezeichnung der
verschiedenen Zonen innerhalb der Tardigraden-Cuticula, die sich teilweise an der fiir
die Arthropoden-Cuticula iiblichen Terminologie orientiert {(GrEVEN, 1975). Im giin-
stigsten Fall, z. B. bei Milnesium tardigradum (Eutardigrada) lassen sich folgende
Cuticula-Schichten identifizieren: Auffere Epicuticula mit Schleimschicht, innere Epicu-
ticula, Dreifachlage, Intracuticula mit distinkter innerer Begrenzung, granulire Lage
und Procuticula.

Auf Grund aller bisher vorliegenden Befunde (Literaturiibersicht bei GREVEN,
1975) ist es noch nicht mdglich, Verallgemeinerndes iiber Vorkommen, Fehlen oder
strukturelle Abweichungen bestimmter Cuticula-Schichten bei verschiedenen Tardi-
gradenordnungen oder -familien auszusagen.

Im folgenden beschreiben wir erstmals die Feinstruktur des Integuments und der
Muskelansatzstellen des marinen Tardigraden Echiniscoides sigismundi (M. SCHULTZE)
aus der Familie Oreellidae, die innerhalb der Echiniscoidea nur mit ungepanzerten
Arten vertreten ist (MARrcus, 1929; Ramazzorri, 1972).

MATERIAL UND METHODEN

Die Versuchstiere wurden auf Helgoland oberhalb des Felswatts in Hohe der
Hochwasserlinie gesammelt (zur Sammeltechnik vgl. Grong, in Vorb.) bei 4° C in
3,5%igem Glutaraldehyd in 0,01 m Phosphatpuffer, pH 7,6, vorfixiert (1,5 h), an-
schlieflend im gleichen Puffer mit einem Zusatz von 7,5 % Saccharose gespiilt, in
2%iger Osmiumsiure nachfixiert (1,5 h) und in Araldit eingebettet.

Die Diinnschnitte wurden mit Glasmessern auf den Reichert Ultramikrotomen
Om U 2 und U 3 hergestellt, z. T. ohne Verwendung von Folien auf Kupfernetze
aufgezogen, mit Uranylacetat und/oder Bleicitrat nach Reynolds kontrastiert (RurH-
MANN, 1966) und in den Elmiskopen EM 101 (Siemens) (Lethgabe der Stiftung Volks-
wagenwerk) und 9-S2 (Zeiss) untersucht. Die Abbildung 1 verdanken wir Herrn
Dr. G. Unttc (Biologische Anstalt Helgoland).

BEFUNDE

Echiniscoides sigismundi lebt zwischen Algen, besonders Enteromorpha, im ober-
sten Litoral (vgl. Gromf, in Vorb.). Seine Grifle schwankt zwischen 200 und
300 um. Die Cuticula ist glatt und hyalin. Cirrus lateralis, Clava, finf bis neun
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untereinander gleichartige Krallen und Fehlen der Vasa malpighii kennzeichnen ihn
als Heterotardigraden (Abb. 1, Marcus, 1929; Ramazzorri, 1972).

Die Cuticula

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

Die Epicuticula. Die Kontaktzone zur Umwelt bildet die duflere Epi-
cuticula. Sie besteht in den meisten Fillen aus zwei elektronendichten Bindern, die
von einer transparenten Zone getrennt werden (Abb. 2a, ¢, d). Die Breite dieser drei
Lagen betrdgt etwa 120 A. Bisweilen kann die duflere Epicuticula auch mehrschichrig
sein; ihre Dicke betrdgt dann etwa 200 bis 250 A. Ob ihr noch osmiophile Substanzen in
Form einer Schleimschicht aufgelagert sind (vgl. BacceTTt & Rosati, 1971) kinnen wir
aus unseren Aufnahmen nicht eindeutig entnehmen. Allerdings mufl festgehalten wer-
den, dafl die Untersuchungen oft durch das Anhaften von Algen, Detritus und kleinen
Steinchen an der Cuticula erschwert werden. Die innere Epicuticula schliefit mit einer
Dicke von etwa 350 bis 1500 A an. Sie ist aus lockerem, fidigem Material aufgebaut und
hebt sich bei der Priparation leicht ab (Abb. 2).

Die Dreifachlage. Unter der Epicuticula ist eine wellig verlaufende
Dreifachlage zu erkennen; auch hier werden zwei dunkle Zonen von einer helleren
getrennt; thre Dicke betrigt etwa 150 A (Abb. 2b).

Die Intracuticula. Der Lage nach entspricht die nichste Schicht der
Intracuticula (BaccerT: & Rosati, 1971; GREVEN, 1975). Sie ist etwa 0,1 bis 0,2 um
dick, ziemlich osmiophil und deutlich von der darunterliegenden Procuticula abgesetzt
(Abb. 2a, b, ¢). Bei Tieren, die sich in der Hiutungsphase befinden und bereits Epicuti-
cula, Dreifachlage und Procuticula gebildet haben, ist die Intracuticula nur unvoll-
kommen als miflig dunkle Zone unter der Dreifachlage zu erkennen (Abb. 2d).

Die Procuticula. Den gréfiten Raum innerhalb der Cuticula nimmt die
Procuticula mit einer Dicke von 0,3 bis 0,8 um ein. Sie besteht aus fibrillirem Material

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

Abb. 2: Die Rumpfcuticula von Ecdbiniscoides sigismundi. a Epicuticula (E), Intracuticula (I),

Procuticula (P). Die duflere Epicuticula (~) ist dreischichtig (14700 : 1). b Dreifachlage (D)

unterhalb der Epicuticula (E) (120 000 : 1). ¢ Stark gewellte Cuticula mit osmiophilem Mate-

rial in der Procuticula (—) (14 700 : 1). d Neu angelegte Cuticula (Hiutungstier). Die Intra-
cuticula ist kaum erkennbar (~>) (40 000 : 1)

Abkiirzungen in den Bildlegenden

iE  duflere Epicuticula K Kralle

B Basallamelle L Lipidtropfen

Cu  Cuticula Mi  Mitochondrium

D Dreifachlage Mu  Muskelzelle

E Epicuticula N Zellkern

Ep  Epidermis P Procuticula

H Himocoel RER rauhes endoplasmatisches
I Intracuticula Reticulum
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und ist relativ elektronendicht (Abb. 2a, ¢, 5a). In ihr liegt bisweilen Material, dafl
der Substanz der Intracuticula dhnelt (Abb. 2¢).

In der Cuticula der Beintregion sind innerhalb der Epicuticula betrichtliche mor-
phologische Abwandlungen festzustellen. Die duflere Epicuticula ist deutlich mehr-
schichtig. In der inneren Epicuticula treten parallel zueinander angeordnete Stibchen
mit einer Periode von ca. 150 A auf, die im Querschnitt ein poly- oder hexagonales
Muster zeigen. Sie setzen an der innersten dunklen Lage der dufleren Epicuticula an
und reichen fast bis an die Dreifachlage, ohne aber mit dieser eine Verbindung ein-
zugehen (Abb. 3).

Die Epidermis

Die Epidermiszellen schlieflen mit dem apikalen Plasmalemm an die Procuticula
an (Abb. 4). Die Epidermis ist einschichtig, von variabler Dicke — an manchen Stellen
miflt sie nur 0,15 um — und sendet keine Fortsitze in die Cuticula hinein. Die la-
teralen Zellgrenzen sind miflig gewunden,

Im Cytoplasma befinden sich ravhes endoplasmatisches Reticulum, freie Riboso-
men, Mitochondrien, manchmal von Zisternen des rauhen ER umhiillt, und der Kern,
dessen Hiille mit Ribosomen besetzt ist. Vereinzelt treten Cytosomen, Lipidtropfen
und osmiophiles Material auf, das in seinem Aufbau dem Cuticula-Material dhnelt.
Den Abschluff zum Himocoel bildet eine diinne Basallamelle (Abb. 4). Driisenzellen
konnten wir nicht finden.

Damit dhnelt die Epidermis von E. sigismundi in threm Aufbau ganz der anderer
daraufhin untersuchter Eu- und Heterotardigraden.

Die Muskelansatzstellen

Die somatischen aus jeweils einer langgestreckten Zelle bestehenden Muskeln der
Tardigraden (Marcus, 1929; SHaw, 1974; WaLrz, 1974) inserieren oft zu mehreren
an der Cuticula.

Muskelansatzstellen haben bisher Crowe et al. (1971) fiir den Eutardigraden
Macrobiotus areolatus abgebildet mit dem Hinweis, dafl ihre Struktur den entspre-
chenden Stellen bei Arthropoden dhnelt. Genauere Untersuchungen an dem verwand-
ten Macrobiotus bufelandi bestitigten diese Ergebnisse (SHaw, 1974).

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

Abb. 3: Die Cuticula der Beine von Echiniscoides sigismundi. a ,Gestreifte* Epicuticula am
Krallenansatz (40 000 : 1). & Mehrschichtige duflere Epicuticula (4E) 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 Cuticula. Die Filamente durchziehen innere Epicuticula, In-
tra- und Procuticula und einen Teil der cuticularen Fortsdtze, die weit in die Epider-
miszelle hineinragen (Abb. 5a, b, ¢). Von hier aus zieht sich Zhnlich fibrillires Material
durch die auflerordentlich diinne und organellenarme Epidermiszelle und endet in dem
basal liegenden mit elektronendichtem Material angefiillten Bereich (,Verstirkungs-
zone®) (Abb. 5a, b, c). Innethalb der Epidermiszelle haben wir keine Mikrotubuli
identifizieren kdnnen.,

Das basale Plasmalemm der Epidermiszelle verliuft stark gewellt, ebenso das
nahe unter ihr liegende Sarkolemm der Muskelzelle, an das sich ebenfalls eine elektro-
nendichtere Zone anschlieft (Abb. 5b, ¢, d). Zwischen Epidermis- und Muskelzelle
liegt eine relativ homogene, mifiig elektronendichte Schicht, die den Einfaltungen der
Zellmembranen nur wenig folgt und sich am Rande der Muskelansatzstellen in die
Basallaminae der beiden Zellen aufspaltet (Abb. 5b, ¢). Das gilt auch fiir die ent-
sprechende Zone zwischen zwei oder mehreren Muskelzellen (Abb. 5d).

DISKUSSION

Bei den bisher untersuchten Heterotandigraden ist die Cuticula nicht einheitlich
aufgebaut. Die gepanzerten Echiniscus-Arten besitzen dorsal eine stark verdickte in-
nere Epicuticula mit einem kompliziesten Hohlraumsystem. Ventral gliedert sich diese
in feine vertikal verlaufende Kanilchen (,striated layer®) und darunterliegende Siu-
len auf. Weiterhin fallen feine, die dorsale Intracuticula durchzichende Filamente auf
(CroweE et al., 1970; GREVEN, 1971a, 1972, 1975). Die dorsale und ventrale Cuticula
der marinen Arten Halechiniscus (GREVEN, 1975) und Batillipes (KrisTENSEN, mdl.
Mittlg.) dhneln bis auf geringfiigige Unterschiede in der ,striated layer® der ven-
tralen Cuticula der Echiniscidae. Eine innere Begrenzung der Intracuticula und die
granulidre Schicht fehlen wahrscheinlich. Die bisher allen Heterotardigraden gemein-
same drei- bis mehrschichtige duflere Epicuticula, die wellig verlaufende Dreifachlage
und die fibrillire Procuticula sind morphologisch mit den entsprechenden Schichten der
Eutardigraden-Cuticula zu vergleichen (Greven, 1972, 1975).

Innerhalb der Eutardigraden zeigt die Cuticula einen einheitlicheren Aufbau
(vgl. die Zusammenfassung bei Greven, 1975). Die von Baccertt & Rosatr (1971)
fir Macrobiotus hufelandi beschriebenen zahlreichen Cuticula-Schichten (s. Einlei-
tung) sind von Nachuntersuchern allerdings eindeutig nur bei Milnesium tardigradum
identifiziert worden (GREVEN, 1975; vgl. auch SHAW, 1974). Bei Macrobiotus areolatus
und den bisher untersuchten Isobypsibius-Arten fehlen wahrscheinlich die innere

Abb. 5: Die Muskelansatzstellen von Echiniscoides sigismundi. a Gekriimmt und vertikal ver-

laufende cuticulare Filamente (73), die z. T. die Epicuticula durchdringen (<) und sich

auch in die Epidermiszelle fortzusetzen scheinen (->) (28 500 :1). b Cuticulare Fortsitze er-

reichen die elektronendichtere Zone an der Basis der Epidermiszelle. Plasmalemm und Sarko-

lemm sind stark gewellt. Dazwischen liegt eine dicke Basallamelle (B) (30 000 : 1), ¢ Schrig-

schnitt mit quergetroffenen cuticularen Zapfen (30000 : 1). d Ansatzstellen von zwei Muskel-
zellen. Die dicke Basallamelle spaltet sich auf (—) (30000 : 1)
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Abgrenzung der Intracuticala und die sich anschlieffende granulire Lage. Mog-
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 ssimmen nicht nur im Aufbau
iiberein, die Cuticula zeigt dariliber hinaus Merkmale, die bisher nur von der Eutardi-
graden-Cuticula bekannt waren: eine nicht auffallend strukturierte innere Epicuticula
und eine homogene Intracuticula. Andererseits erinneren Cuticula-Areale im Bereich
der Extremititen an die Verhiltnisse, wie sie bisher nur fiir Heterotardigraden be-
schrieben worden sind: Aufldsung der inneren Epicuticula in ein Streifenmuster
(,striated layer®). Unterhalb dieser Streifen schlieit sich unmittelbar die Dreifachlage
an. Eine weitere Aufgliederung der inneren Epicuticula in Siulen unterhalb des
Streifensaums wie z. B. bei Edhiniscus-Arten (Crowe et al,, 1970; GreveN, 1971a,
1972) und Batillipes (KriSTENSEN, mdl. Mittlg.) unterbleibt. Das erinnert an Cu-
sicula-Bezirke bei Haledhiniscus spec. (GREVEN, 1975).

Der morphologische Aufbau der Muskelansatzstellen stimmt im wesentlichen mit
dem der entsprechenden Stellen bei Macrobiotus hufeland; iiberein (Smaw, 1974).
Die cuticularen Filamente (zur Terminologie vgl. SHaw, 1974) entspringen bei M.
bufelandi 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. sigismundsi ziehen diese cuticularen Filamente bis an die
duflere Epicuticula, die an diesen Stellen hiufig geringfiigig eingesenkt ist. CAVENEY
(1969) konnte bei apterygoten Insekten zeigen, dafl die ,muscle astachment fibres®
die Pro- und Epicuticula passieren, aber nicht direkt an der dufleren Epicuticula
(cuticulin layer) ansetzen.

Zwischen Epidermiszelle und Muskelzelle verlduft bei E. sigismundi cin homo-
genes Band, das sich an den Enden der Muskelansatzstelle in die beiden Basallaminae
aufspaltet. SHAw (1974) hilt diese Zone, die bei M. hufelandi sehr viel inhomogener
ist, in Anlehnung an die Befunde von BaccerTr & Rosatr (1969), die kollagenhaltige
Laminae um die inneren Organe von M. bufelandi beschrieben haben, fiir eine modi-
fizierte Basallamelle bzw. Bindegewebe. Eine derartig ausgeprigte Basallamina kommt
offensichtlich bei Arthropoden nicht vor, Vielleicht ist sie mit der ,intercellular ma-
trix“ zwischen Muskel- und Epidermiszelle bei verschiedenen Apterygoten vergleich-
bar (Caveney, 1969). Generell 1ifit sich sagen, daf die Strukrtur der Muskelansatz-
stellen bei den bisher untersuchten Tardigraden (Heterotardigrada: E. sigismundi;
diese Arbeit; Eutardigrada: Macrobiotus hufelandi; Suaw, 1974) weitgehend dem
Arthropodenschema entsprechen. Die Strukour dieser Bezirke ist innerhalb der Arthro-
poden bis auf geringfiigige Unterschiede (z. B. Fehlen von Mikrotubuli in den Epider-
miszellen von Milben, verschiedenartige Ausbildung von Desmosomen und Hemi-
desmosomen) itiberraschend einheitlich (vgl. u. a. Lawook, 1967; Caveney, 1969;
Smrta et al, 1969; Kvo et al,, 1971; weitere Literatur und funktionelle Deutung
bei Sraw, 1974).

Daher konnten diese und andere feinstrukturelle aber auch histochemische Be-
funde (Cuticula, Kollagen, Spermien) als Hinweise fiir die stammesgeschichtliche
Affinitdt der Tardigraden zu den Arthropoden gedeutet werden (vgl. auch die Dis-
kussionen bei BaccerTt & Rosati, 1969, 1971; BaccerTI et al, 1971; Bussers &
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Jeuniaux, 1973a, b; GreveN, 1972; SHaw 1974), obgleich auch in neuerer Literatur
eine Verwandtschaft mit den Aschelminthen diskutiert wird (Crowe et al.,, 1970,
1971; Drwer & Crark, 1973a, b). Gewichtigere Argumente fiir die eine oder
andere Auffassung werden sich wahrscheinlich erst nach der neuerlichen Untersuchung
der Tardigraden-Embryologie anfiihren lassen.

ZUSAMMENFASSUNG

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

2. Die Rumpfcuticula besitzt eine drei- bis mehrschichtige duflere Epicuticula (viel-
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 der Beine und des Krallenansatzes lassen eine mehrschichtige
duflere und eine in ,Streifen® aufgeldste innere Epicuticula erkennen. Diese Struk-
turen sind bisher allen Heterotardigraden-Cuticulae gemeinsam.

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