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Cytologische Studien an Trichocysten

V1. Feinstruktur und Funktionsmodus der Trichocysten des Flagellaten
Oxyrrbis marina und des Ciliaten Pleuronema marinum®

K. HausmanN

Institut fiir Cytologie und Mikromorphologie der Universitidt Bonn;
Bonn, Bundesrepublik Deutschland

ABSTRACT: Cytological studies on trichocysts. VI. Fine structure and mode of function of
trichocysts in the flagellate Oxyrrbis marina and the ciliate Plexronema marinum. The dino-
flagellate Oxyrrhis marina and the ciliate Pleuronema marinum were investigated in regard
to their trichocysts. In O. marina the resting trichocyst consists of shaft and tip; while the tip
exhibits a tubulous inner structure, the material of the shaft possesses a longitudinally
oriented striation of 80 A, subdivided into periods of 40 A. The resting trichocyst of P. ma-
rinum has a paracrystalline character with a periodicity of 65-80 A. The elongated trichocyst
of O. marina is characterized by a cross-striation of main periods of 680 A, subdivided into
subperiods of 160-170 A. It can be demonstrated that the smallest structural components of
the shaft are filaments with a diameter of 10 A, lying parallel to the long axis of the tricho-
cysts. The elongated trichocyst of P. marinum possesses a cross-striation with a periodicity of
560 A. Filaments measuring 10-15 A, which are arranged largely parallel to the long axis of
the trichocyst, form an ordered network similar to the structure of the elongated Paramecium
trichocyst. Inhibited trichocysts of O. marina and P. marinum reveal that discharge of tricho-
cysts can be interpreted as sudden elongation of one paracrystalline state into another. These
findings are compared with previous results obtained on the Paramecium trichocyst. These
three trichocyst types possess similar features, indicating that the elongation of O. maring and
P. marinum trichocysts also represents an unfolding process of preformed structures.

EINLEITUNG

Ein grofler Teil der Protisten besitzt Trichocysten: Organelle, die, dicht unter
der Pellicula gelegen, auf verschiedenartigste Reize hin unter Verinderung ihrer Mor-
phologie den ZellkSrper verlassen konnen (Hausmann 1972a, Hovasse 1965, 1969,
KrUGER 1936). Bei den Ciliaten sind drei in Funktion und Morphologie unterschied-
liche Trichocysten nachgewiesen: (1) Mucocysten (= Protrichocysten); (2) Spindel-
trichocysten; (3) Toxicysten (= Nesselkapseltrichocysten). Die Mucocysten und Spin-
deltrichocysten sind auf Grund neuerer Untersuchungen ihres Baues und ihrer Funk-
tionsweise zu einer Gruppe zusammenzufassen und somit von den Toxicysten abzu-

* Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzre die Untersuchung durch die Sach-
beihilfe WO 20/21.
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grenzen (HausmMann 1972b, 1973a, b, HausMann et al. 1972a, b, Kriiger 1931a, b,
1934b, StockEM & WOHLFARTH-BOTTERMANN 1970, WOHLFAHRT-BOTTERMANN &
PrEFFERKORN 1953),

Auch Flagellaten besitzen unterschiedlich gebaute Trichocysten (CuarToN 1914,
CuaTtToN & Hovasse 1944, Grever 1971, Hovasse 1963, Kriiger 1934a, Mrenot
et al. 1970, ScHUSTER 1966, 1970). Unter anderem sind Strukturen beschrieben, die
eine gewisse Ahnlichkeit mit den Spindeltrichocysten der Ciliaten aufweisen. Beson-
ders wurden diese Organelle bei einer Anzahl von Dinoflagellaten untersucht (An-
DERSON 1962, Bouck & SWEENEY 1966, DonGE & CRAWFORD 1968, 1971a,b, DracEsSCO
1952, Dracesco & Horranpe 1965, Grerr 1968, Messer & Ben-Suaur 1970, 1971,
SweENEY & Bouck 1966). Es zeigte sich, dafl bei diesen Trichocysten, dhnlich wie bei
einem Teil der Ciliaten-Spindeltrichocysten (Hausmann 1971, Jagus 1945, KrUGER
1930, WOHLFARTH-BOTTERMANN 1953), ein Schaft und eine Spitze unterschieden wer-
den konnen. Wihrend der ruhende Schaft durchweg einen parakristallinen Feinbau
besitzt, besteht die Spitze bei den meisten Flagellaten aus einem Biischel von tubuldren
oder filament8sen Strukturen.

Im folgenden sollen bei dem Dinoflagellaten Oxyrrhis marina und dem holotri-
chen Ciliaten Plenronema marinum mit Hilfe der Schrigbeschattungs-, der Negativ-
staining- und der Schnitt-Technik die Feinstrukturen der ruhenden und ausgeschie-
denen Trichocysten sowie der Funktionsmechanismus dieser Organelle untersucht und
die Ergebnisse im Zusammenhang mit den neuen Befunden an Spindeltrichocysten von
Paramecium candatum diskutiert werden.

MATERIAL UND METHODEN

Der Dinoflagellat Oxyrrbis marina wurde aus Dauerkulturen®, der Ciliat Pleu-
ronema marinum aus der Spritzwasserzone des Helgolinder Nordwattes entnommen
und wie folgt pripariert:

(1) Dinnschnitt-Technik. Die Zellen wurden durch eine Zentrifuga-
tion (1000 U/min, 5 min) angereichert und im Zentrifugenglas mit 5 %/s Glutaraldehyd
(SaBaTINI et al. 1963) bzw. 3%/0 OsO4/2%0 KCreO7 (WOHLFAHRT-BOTTERMANN 1957)
20 min fixiert. Nach griindlichem Waschen mit Puffer bzw. Ringer-Losung (Romeis
§ 119, 1968) und Entwisserung iiber eine Alkoholreihe steigender Konzentration mit
Nachkontrastierung durch 1 %/o Phosphorwolframsiure (PWS) und 0,5 %/ Uranylacetat
(UA) in 70 /s Alkohol (WOHLFARTH-BOTTERMANN 1957) wurden die Proben in Styrol-
Methacrylat eingebettet (Kusaipa 1961, Stockem & Komnick 1970). Die Diinnschnitte
wurden an einem LKB-Mikrotom hergestellt.

(2) Negativ-staining-Technik. Pir die Negativ-staining-Technik
wurden die Tiere durch eine intensivere Zentrifugation {4000 U/min, 15 min) zu
einem Sediment vereinigt. Fine Resuspension des Pellets in einigen Millilitern Aqua
bidest. bedingte ein weitgehendes Zerplatzen der Zellen, wodurch ruhende und aus-

# Dr. G. UnLis, Biologische Anstalt Helgoland, stellte freundlicherweise fiir die vor-
liegende Untersuchung Dauverkulturen von Oxyrrbis marina zur Verfilgung.
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geschleuderte Trichocysten freigesetzt wurden. Die Kontrastierung der Priparate mit
PWS bzw. UA erfolgte nach einer bereits ausfiihrlich beschriebenen Methode (Haus-
MANN et al, 1972a, MiLLer 1972, Remmer 1967, Stockem 1970).

(3) Schrigbeschattungs-Technik. Ein Teil des fiir die Negativ-
staining-Technik vorbereiteten Materials wurde anstelle der Negativkontrastierung
in der tblichen Art simultan mit Platin-Kohlenstoff unter einem Winkel von 20°
schrigbeschattet (Edwards-Bedampfungsanlage Typ E 12 E 2).

Simtliche Priparate wurden mit einem Philips EM 300 untersucht.

ERGEBNISSE

Da wegen der hohen Massendicke intakte Protisten nicht direkt durchstrahlbar
sind, ist eine Vorbehandlung des Materials fiir die Suspensions-Technik notwendig.
Als sehr giinstig und einfach erweist es sich bei Meerwasserprotozoen, die durch eine
Zentrifugation angereicherten Zellen Aqua bidestillata auszusetzen (vgl. Absdhmitt iiber
Material und Methoden). Dieser Prozef} bewirkt ein schnelles Zerplatzen der Tiere,
so dafl die Zellorganelle freigesetzt werden. Nach sofort folgender Negativkontrastie-
rung mit PWS bzw. UA lassen sich in den Suspensionspriparaten neben ruhenden und
ausgeschleuderten Trichocysten auch solche Zwischenstadien finden, die Riickschliisse
auf den Funktonsablauf dieser Organelle erm&glichen,

Oxyrrbis marina

Als erstes sollen die Ruheformen (Abb. 1), dann die Strukturverhiltnisse aus-
geschleuderter Trichocystenschifte (Abb. 2 und 3) und schliefllich die nicht zur vélli-
gen, sondern zur unterschiedlich weiten Streckung gelangten Stadien besprochen wer-
den (Abb. 4 und 5).

Ruhende Trichocysten

Im Ruhezustand besitzen die Trichocysten eine Linge von 1,5-2 um und eine
Breite von 0,3-0,4 um (Abb. 1a). Bei einer schwachen Vergroferung von PWS-
kontrastierten Priparaten sind im Schaft (Abb. 1a, Sch) keine auffilligen Struktur-
details auszumachen. In der Spitze (Abb. 1a, Sp) erkennt man jedoch eine lingsaus-
gerichtete, tubulire Struktur.

Bei dieser Vergroferungsstufe wird noch nicht deutlich, da die gesamte Tricho-
cyste von einer Membran umhiilic wird. Wie im weiteren noch gezeigt werden soll
(vgl. den Abschnitt {iber gehemmte Trichocysten), beginnt die Abgabe des Tricho-
cystenmaterials mit einem Aufbrechen dieser Membran, indem sich eine Kappe losl&st,
die die Spitze umgibt. Isolierte und deshalb gut durchstrahlbare Spitzenkappen las-
sen ein regelmifliges Muster erkennen (Abb. 1b): Zwei in Lings- und Querrichtung
verlaufende, aufeinander senkrecht stehende Streifungen ergeben ein gleichformiges
Gitterwerk. Dieses Muster ist nur auf den Kappen nachzuweisen. Isolierte Tricho-
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Abb. 1: Ruheformen der Trichocysten von Oxyrrbis marina. a Das Ubersichtshild zeigt die

beiden Strukturkomponenten der Trichocyste: Schaft (Sch) und Spitze (Sp) (1% PWS;

35000 :1). b FPeinstruktur einer isolierten Spitzenhiille (1% PWS; 100000 : 1). ¢ Isolierte

Spitzeninnenstruktur mit lingsausgerichtetem Material, das an der Basis verbreitert ist (Pfeile)

(1% PWS; 100000:1). d Lingsverlaufende Strukturen im ruhenden Trichocystenschaft bei

hoher Vergréfierung. Die Hauptperiode von 80 A (Pfeilspitzen) wird in den hellen Banden
durch eine weitere Streifung aufgeteilt (kleine Pleile) (1% UA; 445000 : 1)

cystenhiillen scheinen strukturlos zu sein (vgl. Abb. 5 d-f). Das Spitzeninnere besteht

aus lingsausgerichtetem Material, das sich zur Basis hin verbreitert (Abb. 1 ¢, Pfeile).
Nach einer Kontrastierung mit PWS treten bei den ruhenden Trichocysten nur

die beschriebenen Strukturdetails in Erscheinung. Durch die Anwendung von UA als

Abb. 2: Gestreckte Trichocysten von Oxyrrhis marina. a Bereits im Ubersichtsbild gestreckter
Trichocysten erkennt man die Querstreifung des Schaftes (Pfeile) (1% PWS; 30000:1).
b Im Schnittbild scheint die Streifung eine Periode von 160-165 A zu besitzen (Pfeilspitzen),
wobei an einigen Stellen jedoch Unregelmifiigkeiten in den dunklen Banden auftreten kbnnen
(Pfeile) (5 %6 Glutaraldehyd; 150000 :1). ¢ Im Querschnitt sind die Trichocystenschifte recht-
edsig mit Kantenlingen von 500600 A (5% Glutaraldehyd; 150000:1). d Im Negativ-
kontrast erscheint nach PWS-Behandlung eine Mauptperiode von 680 A (grofie Pfeilspitzen),
die durch drei Unterperioden aufgeteilt wird (kleine Pfeilspirzen) (1% PWS; 150000 : 1).
e Nach UA-Kontrastierung tritt die Hauptperiode distinkter hervor (grofle Pfeilspitzen). Die
Unterperioden (kleine Pfeilspitzen) sind teilweise nochmals untergliedert (Pfeile) (1% UA;
150000:1) (d und e vgl. HausmManx & Stockem 1973)
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Kontrastierungsmittel hingegen kdnnen im Schaft weitere Einzelheiten zur Darstel-
lung gebracht werden. Parallel zur Lingsachse wird eine aus hellen und dunklen Ban-
den bestehende Streifung sichtbar, die in regelmifligen Abstinden von 80 A wieder-
kehrt (Abb. 1 d, Pfeilspitzen), ein Strukturaspekt, der aus den Schnittuntersuchungen
bekannt ist (Dopce & Crawrorp 1971a). Uber die Schnittuntersuchung hinaus er-
scheint im Negativ-staining-Priparat in den hellen Streifen eine feine, dunkle Struk-
tur, die die hellen Banden in zwei gleichgrofie Teile aufgliedert (Abb. 1d, kleine Pfeile).
Diese Erscheinung wird besonders im hinteren, sich verjiingenden Ende des Schaftes
deutlich, da hier das Material nicht mehr so dicht vorliegt wie in den Mittelregionen.

Gestreckte Trichocysten

In den negativ kontrastierten Suspensionen sind oft Biindel von gestreckten Tri-
chocysten zu beobachten (Abb. 2 a). Bereits in der Ubersicht erkennt man eine regel-
miRige Querstreifung (Abb. 2 a, Pfeile), die sich iiber die gesamte Linge des Schaftes
erstreckt. Die Schaftbreite kann bei gleichbleibender Periode zwischen 0,1 und 0,07 ym
variieren. In lingsgeschnittenen Trichocysten tritt die periodische Streifung ebenfalls
auf (Abb. 2b, Pfeilspitzen). Hier wird sie von mehr oder minder gleichférmigen
hellen und dunklen Banden gebildet, die im Abstand von 160-165 A wiederkehren.
An einigen Stellen scheinen die dunklen Streifen unregelmifig und unterschiedlich
strukturiert (Abb. 2 b, Pfeile). Diese Erscheinung ist nicht auf eine durch den Fixie-
rungs- und Einbettungsvorgang bedingte artefizielle Verinderung des Materials zu-
riickzufithren, sondern als eine tatsichlich gegebene Struktur anzusehen, wie hhere
Vergroferungen des negativ kontrastierten Materials beweisen (Abb. 2 d, ¢). Die Kon-
trastierung mit PWS zeigt bereits andeutungsweise eine durch breitere Banden gekenn-
zeichnete Hauptperiode von 680 A (Abb. 2d, grofle Pfeilspitzen). Diese Haupt-
petiode wird in drei Unterperioden aufgegliedert (Abb. 2 d, kleine Pfeilspitzen), die
nach einer PWS-Kontrastierung gleichartig erscheinen. Das Material liegt bei dieser
Kontrastierungsart jedoch nicht mehr in einem anndhernd nativen Zustand vor. Die
gestreckten Trichocystenschifte sind nimlich, wie es die Schnittbilder zeigen, im Quer-
schnitt rechteckig (Abb. 2 c). Die Kantenlingen betragen ungefihr 500-600 A. Die
mit PWS kontrastierten Schifte hingegen haben eine Breitenausdehnung von iiber
1000 A. Aus diesen Breitendifferenzen mufl geschlossen werden, daf bei der Behand-
lung mit PWS eine betrichtliche Desintegration des Trichocystenmaterials eingetreten
ist und somit keine Vitalstrukturen mehr vorliegen.

Nach Anwendung von UA erscheint der Trichocystenschaft bei gleichbleibenden
Periodenabstinden schmaler (Abb. 2 ¢). Mit einer Breite von 600650 A entspricht
er fast den Ergebnissen der Schnittuntersuchung. Es treten die Hauptperioden von
680 A deutlicher hervor (Abb. 2e, grofle Pfeilspitzen). Sie setzen sich somit klar
von den Unterperioden ab, die nun im Vergleich zu den Hauptperioden offenbar
schmaler sind (Abb. 2 e, kleine Pfeilspitzen). Die Unterperioden sind teilweise noch-
mals untergliedert (Abb. 2 e, Pfeile). Bei den breiten Banden der Hauptperiode wire
es denkbar, dafl es sich um artefizielle Verinderungen des Musters handelt, indem nach
erfolgter Kontrastierung die Trichocysten an diesen Stellen zerrissen und somit elek-
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Abb. 3: Feinstruktureller Aufbau der gestreckten Trichocyste von Oxyrrbis marina. a Lings-

verlaufende Filamente mit einem Durchmesser von 10 A inserieren in den hellen Banden, die

teilweise aus globuliren Elementen aufgebaut zu sein scheinen (1% UA; 500000 :1). & Die

phototechnische Kontrastumkehr von Abb. # gibt die natiirlichen Kontrastverhidlinisse wieder.
¢ In einer Schemazeichnung sind die wesentlichen Strukturen des Schaftes zusammengefafit

tronendurchlissiger geworden sind, ein Phinomen, das an Paramecium-Trichocysten
oft beobachtet werden kann. Bei den Trichocysten von Oxyrrbis 138t sich jedoch
durch Schrigbeschattung beweisen, dafl an den entsprechenden Stellen verstirkt Ma-
terial vorliegt, das sich durch intensivere Schattenwirkung hervorhebt (Dopce &
CrawroORD 1971a). Im negativ kontrastierten Priparat wirkt sich eine solche Material-
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verdichtung natiirlich durch eine hellere Region aus. Nach Auswertung einer grofleren
Anzahl von Bildern muf} allerdings einschrinkend bemerkt werden, daff die Haupt-
banden wahrscheinlich infolge des Eintrocknens und des damit verbundenen Kolla-
bierens des Schaftes etwas breiter erscheinen, als sie in vivo vorliegen.

Neben der regelmifigen Untergliederung der Perioden erkennt man nun auch
schon diinne, lings ausgerichtete Filamente, die in einer starken Vergrofierung deut-
licher sichtbar werden (Abb. 3). Mit einem Durchmesser von 10 A verlaufen sie
parallel zur Lingsachse und strahlen in die im Negativkontrast hell erscheinenden
Banden ein. Teilweise scheinen die Unterbanden, die wegen der geringen Masse nicht
so stark kontrastiert sind, aus globuliren Elementen zu bestehen, in denen die Fiden
inserieren. Eine exakte Analyse dieser Bereiche ist aber wegen der durch die Priparat-
dicke bedingten Begrenzung des Aufldsungsvermdgens nicht moglich. In einer Schema-
zeichnung wird daher nur die Anordnung der unterschiedlich auvfgebauten Banden ver-
deutlicht, die mit verschiedenen Symbolen gekennzeichnet sind (Abb. 3 ¢). Eine photo-
technische Kontrastumkehr des negativkontrastierten Bildes soll eine Erleichterung
fiir das Verstindnis des Schemas darstellen und zugleich eine Dokumentation der nor-
malen Kontrastverhiltnisse bedeuten (Abb. 3 b).

Gebemmte Trichocysten

In den Suspensionspriparaten kinnen neben den oben beschriebenen ruhenden
und gestreckten Trichocysten Stadien auftreten, die Hinweise dafiir liefern, nach wel-
chem Modus der Ubergang von der Ruheform zum gestreckten Zustand vonstatten
geht. In den Abbildungen 4 und 5 sind solche Ubergangsformen nach dem Ordnungs-
grad der diinnen, den Schaft der gestreckten Trichocyste aufbauenden Filamente zu-
sammengestellt. Wenn auch diese Zusammenstellung nach plausibel erscheinenden Ge-
sichtspunkten erfolgte, kann sie nicht den Anspruch erheben, die chronologische Er-
fassung einzelner Phasen des Streckungsprozesses widerzuspiegeln. Denn zum einen
wurde die Streckung nicht gezielt zu definierten Zeitpunkten gehemmt und zum ande-
ren ist unbekannt, auf Grund welcher Einfliisse die Hemmstadien entstanden.

Die ersten beobachteten Veriinderungen der ruhenden Trichocyste (Abb. 4 a)
bestehen darin, daf} sich die Kappenhiille (Abb. 4 b, grofler Pfeil) vom Schaft abldst,
wobei gleichzeitig die Spitzeninnenstruktur freigelegt wird (Abb. 4 b, Pfeilspitze). Aus
dem Schaft treten diinne Fiden aus (Abb. 4b, kleine Pfeile), die dimensionsmiflig
mit den bei den ausgeschleuderten Trichocysten nachgewiesenen Filamenten identisch
sind (vgl. Abb. 3). Das nichste Stadium ist dadurch gekennzeichnet, dafl sich die
Kappe vom Schaft weitgehend abgesondert hat (Abb. 4 ¢, Pfeil) und die fidigen

Abb. 4: Zusammenstellung gehemmter Trichocysten von Oxyrrbis marina. a Die intakte, rubende

Trichocyste ist aus Schaft (Sch) und Spitze (Sp) aufgebaut. & Trichocyste, bei der sich die Spit-

zenkappe abgehoben hat (grofier Pfeil). Aus dem Schaftteil treten fidige Strukturen aus (kleine

Pfeile). ¢ Nach volliger Loslosung der Kappe (Pfeil) vergrofert sich das austretende Filament-

biischel. d Ein Stadium, bei dem lange, im lockeren Verband stehende Fiden die Schafthiille

verlassen haben (1% PWS; a~c: 55000:1, d: 37000:1) (4, ¢ und 4 vgl. Hausmann &
Stocxem 1973)
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Strukturen biischelartig den Schaft verlassen. Im weiteren Verlauf verlingert sich das
Filamentbiischel um ein Vielfaches des ruhenden Trichocystenschaftes (Abb. 4 d). Die
Fiden stehen im lockeren Verband, bilden in dieser Abbildung jedoch keine Struktur
héherer Ordnung aus. In anderen Priparaten kinnen Stadien auftreten, bei denen die
Fiden teilweise zu dem periodischen Muster der gestreckten Trichocyste aggregiert
sind. Abbildung 5 a zeigt eine solche Trichocyste. Neben Bereichen, in denen das fertige
Strukturmuster der gestreckten Form ausgebildet ist (Abb. 5a, **), treten einerseits
Areale auf, in denen das fidige Material noch v6llig ungeordnet vorliegt (Abb. 5 a, #),
andererseits Abschnitte, die bereits eine gewisse Periodizitit im Filamentverband
erkennen lassen (Abb. 5 a, Pfeilspitzen).

Der fiir den Vorgang der Streckung interessante Bereich ist natiirlich die Region,
in der sich aus dem Material der Ruheform der Schaft des ausgeschleuderten Zustandes
bildet. An Hand von Priparaten, in denen das Gebiet der Materialtransformation
von der ruhenden zur gestreckten Spindeltrichocyste gut sichtbar ist, kann gezeigt
werden, daf} der eine Zustand direkt in den anderen iibergeht (Abb. 5b,*). Es konnten
keine Trichocysten beobachtet werden, die an der betreffenden Stelle Ordnungszu-
stinde aufwiesen, wie sie in Abbildung 5 a innerhalb eines bereits weitgehend gestreck-
ten Schaftes dargestellt sind. In diesem Sinne sind die vorab beschriebenen Beobach-
tungen an Hemmstadien (Abb. 4 a—d und Abb. 5a) als Artefakte anzusehen, die
allerdings Anhaltspunkte fiir die Funktionsweise der Trichocysten abgeben (vgl. auch
Diskussion). In diesem Zusammenhang ist auch der Befund interessant, dafi Tricho-
cysten auftreten, in denen innerhalb der Schafthiille der Ruheform neben einem bereits
ausgeschleuderten Schaft mehrere Fragmente liegen, die das ausdifferenzierte Muster der
680 A-Periode besitzen (Abb. 5¢, Pleile). Auch hier fehlen Uberginge zwischen den
beiden Materialzustinden, beispielsweise in Form von unterschiedlich breiten Perioden-
abstinden.

Schlieflich sind Stadien zu finden, die belegen, dafl der Ausschleuderungsvorgang
der Trichocyste ein kontinuierlicher Prozef ist, wihrenddessen die Schafthiille nach
und nach entleert wird (Abb. 5 d und e), bis nur noch die leere Hiille vorliegt (Abb.
5 f). Wenn Schafthiille (Abb. 5 f, Pfeil) und Spitzenkappe (Abb. 5 f, Pleilspitze) ver-
einigt bleiben, erfolgt die Abgabe des Materials durch eine Offnung im obersten Teil
der Kappe. Solche Stadien werden jedoch selten gefunden, so daf sie entweder als
Sonderform oder aber als Artefakt anzusehen sind.

Abb. 5: Zusammenstellung gehemmter Trichocysten von Oxyrrbis marina. a Neben Bereichen,
in denen die ausgetretenen Filamente zu einer geordneten, periodischen Struktur aggregieren
(**), gibt es Areale, die v&llig ungeordnet erscheinen (%), und solche, die bereits eine gewisse
Periodizitit des Materials erkennen lassen (Pfeilspitzen). b In einer Ausschnittvergréflerung
der Stelle, an der das Trichocystenmaterial die Schafthiille verlifit, wird deutlich, dafl der ge-
streckte Trichocystenschaft iibergangslos aus dem fidig-granuliren Material der Ruheform ent-
steht (*). Der entleerte Teil der Schafthiille ist transparent. ¢ Teilweise liegen vor der Austrites-
offnung innerhalb der Schafthiille Trichocystenfragmente, die die charakteristische Querstrei-
fung der gestreckten Trichocyste besitzen (Pfeile). d—f Nach und nach entleert sich die Tricho-
cyste (d, ), bis schlieRlich nur noch die transparente Schafthiille vorliegt (f). Wenn Spitzen-
kappe (Pfeilspitze) und Schafthiille (Pfeil) verbunden bleiben (f), tritt das Material durch eine
Offnung in der Kappe aus (1% PWS; a—c: 63000 : 1, d—f: 50000 : 1) (2 und &: vgl. Haus-
MANN & Stockem 1973)
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Plenronema marinum

Pleuronema marinum ist, wie bereits lichtmikroskopisch erkennbar, mit Spindel-
trichocysten ausgestattet, die keine besonders strukturierte Spitze besitzen. Wie sich
zeigte, lassen sich die Ruhestadien am besten im Schnittpriparat untersuchen (Abb. 6),
wohingegen bei den gestreckten (Abb. 8) und den in der Ausschleuderung gehemmten
Formen (Abb. 7) durch die Suspensionstechnik die meisten Informationen erzieit wer-
den kdnnen. Im folgenden werden ausgehend von den Ruhbeformen iiber gehemmte
Stadien die Strukturverhiltnisse der gestreckten Trichocysten dargelegt und zugleich,
soweit moglich, Parallelen und Ubereinstimmungen mit den Trichocysten von Oxyrrbis
marina aufgezeigt.

Rubende und gehemmte Trichocysten

Ihrer Funktionsweise gemifd (blitzschnelles Austreten aus dem Zellkdrper) liegen
die ruhenden Trichocysten unmittelbar unter der Pellicula zwischen den Mitochondrien
(Abb. 6 a, Pfeile), die bei Ciliaten besonders zahlreich im corticalen Plasma der Zelle
angeordnet sind (Abb. 6a, M). Die Trichocysten sind mit einer durchschnittlichen
Grofle von 0,5-1 um rundlich-ovale Kérper, die von einer Elementarmembran um-
geben werden (Abb. 6 b, Pfeile). Die bei schwacher Vergroflerung andeutungsweise
erkennbare Parakristallinitic des Materials (Abb. 6 b) tritt bei einer stirkeren Ver-
griferung deutlich in Erscheinung (Abb. 6 c). Dunkle und hellere Banden wechseln
periodisch in Abstinden von 65-80 A und bilden dadurch das parakristalline Struk-
turgefiige, das fiir die Ruheform vieler Trichocysten charakteristisch ist (vgl. auch
den entsprechenden Abschnitt iiber ruhende Trichocysten bei Oxyrrhis marina, Abb.
1d).

Der parakristalline Aufbau der Ruheformen kann nur nach einer Osmium-Chrom-
Fixierung dargestellt werden. Fine Fixation mit Glutaraldehyd zeigt dahingegen Tri-
chocysten, die sowohl volumenmifig als auch in feinstruktureller Hinsicht von den
mit Osmium-Chrom-fixierten Organellen abweichen (Abb. 6 d). Das Material ist ge-
quollen und lockerer (Abb. 6 d, *). Es herrscht ein granuldrer, ungeordneter Struktur-
aspekt vor. Neben den noch in der Zelle verbliebenen Trichocysten kinnen bereits
Stadien auftreten, die mit der Ausschleuderung begonnen haben (Abb. 6d, ). In
diesen Fillen hat sich die Membran nach auflen gesfinet (Abb. 6 d, Pfzile), und das

Abb. 6: Ruhende und gehemmte Trichocysten von Plewronema marinum. a Die ruhenden
Trichocysten liegen dicht unter der Pellicula (Pfeile) zwischen zahlreichen Mitochondrien (M}.
C == Cilie (3% Osmium; 25000:1). b In einer stirkeren Vergroferung wird die Membran
deutlich, die die Trichocyste umgibt (Pfeile) (3 % Osmium; 50000 : 1). ¢ In einer starken
Vergroferung trite die Parakristallinitict des Materials in- Erscheinung (3% Osmium;
175000 : 1). d Nach einer langsam wirkenden Fixierung ist die Trichocyste gequollen (*).
Daneben gibt es Formen, die mit der Ausscheidung begonnen haben (**). Das Material tritt
durdh eine Offnung in der Membran aus (Pfeile) und wird lockerer (o) (5% Glutaraldehyd;
50000:1). e In ginzlich aus dem ZellkSrper ausgetretenen, jedoch nichr villig gestreckten
Trichocysten erkennt man fidige, teilweise miteinander verkniipfte Elemente (5% Glutaral-
dehyd; 100000 : 1)
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Trichocystenmaterial tritt aus der Zelle aus, wobei es sich weiter auflockert und einen
fidig-granuliren Strukturaspekt annimmt (Abb. 6 d, o). Diese Stadien weisen sehr
grofle morphologische Ahnlichkeit mit den Glutaraldehyd-fixierten Mucocysten auf
(vgl. HausmMann 1973a, b), ein Befund, der die Verwandtschaft zwischen Spindel-
trichocysten und Mucocysten noch enger erscheinen 1388t. Die Tatsache, dafl solche Zu-
standsformen nur nach einer Glutaraldehyd-Fixierung auftreten, zeigt, daff die ruhen-
den, parakristallinen Trichocysten in ihrer Konsistenz labile Systeme darstellen, die
durch ein langsam wirkendes Fixanz, wie zum Beispiel den Glutaraldehyd, nicht in der
ruhenden Form erhalten bleiben, wie es nach einer schneller wirkenden Osmium-
Chrom-Fixierung eher der Fall ist. Die Glutaraldehyd-Fixation erfolgt sogar in ein-
zelnen Fillen so langsam, dafl die Trichocysten den Zelleib noch wihrend der Fixierung
verlassen. Diese linglich gestreckten Formen bestehen aus locker angeordneten, 15-20 A
dicken Filamenten, die eine Vorzugsrichtung parallel zur Lingsachse einnehmen (Abb.
6¢). Die Filamente sind anscheinend regellos untereinander verkniipft und ergeben so-
mit ein ungeordnetes Netzwerk.

Da sich aus den Schnittbildern keine anderen Informationen tiber gehemmte Tricho-
cysten herleiten lassen, wurde zur weiteren Untersuchung an Suspensionspriparaten
das Negativ-staining-Verfahren angewandt.

In Abbildung 7 sind unterschiedliche Ausschleuderungsstadien zusammengestellt.
Der ruhende Teil der Trichocyste ist deutlich vom gestreckten Schaft zu unterscheiden
(Abb. 7 a, r Tr = ruhende Trichocyste, g Tr = gestreckte Trichocyste). Im Zusammen-
hang mit den Schnitcbildern ist der ruhende Bereich als der von einer Membran umgebene
Teil anzusehen, der normalerweise in der Zelle verbleibt (vgl. Abb. 7 a, r Tr mit
Abb. 6d, **). Die Offnung in der Membran, die bereits im Schnitt gezeigt wurde
(Abb. 6 d, Pfeile), tritt im negativkontrastierten Suspensionspraparat als heller Streifen
in Erscheinung (Abb. 7 a—c, Pfeile). Im Gegensatz zur Schnittuntersuchung (Abb.
6 ¢) ist die Struktur des gestreckten Schaftes durch eine gleichférmige Querstreifung
charakterisiert (Abb. 7 a~c, Pfeilspitzen). Die drei Stadien zeigen im wesentlichen un-
terschiedlich weit gestreckte Schifte ohne andersartige Strukturen.

Da die Trichocysten von Plewronema marinum dimensionsmifig giinstige Ob-
jekte sind, die in der Ubersicht gut total dargestellt werden konnen (im Gegensatz zu
Ouxyrrbis, bei dem die gestreckte Trichocyste fiir eine Ubersicht zu lang und zu diinn
ist), wurden bewuft solche Stadien ausgewihlt, die am ehesten als eine Dokumentation
des natiirlich ablaufenden Ausschleuderungsvorganges anzusehen sind: Eine kontinu-
ierliche, iibergangslose Streckung der ruhenden Trichocyste zu der periodisch querge-
streiften Form. Die Abbildungen 7 a bis ¢ sollen eine direkte Vorstellung dieses Vor-
ganges vermitteln.

In diesem Zusammenhang mufl erwihnt werden, dafl auch bei den Pleuronema-
Trichocysten solche Hemmformen beobachtet werden konnten, wie sie am Beispiel der
Ouxyrrhis-Trichocysten gezeigt wurden (vgl. Abb. 4 und 5). Da sich die Befunde in
den wesentlichen Punkten gleichen (vgl. den Abschnitt iber gehemmte Trichocysten
bei Oxyrrbis marina), soll im Fall von Pleuronema auf einen bildlichen Beleg dieser
Stadien verzichtet werden.
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Abb. 7: Unterschiedliche Ausschleuderungsstadien der Trichocysten von Plesronema marinum.

a~¢ Der ruhende Teil der Trichocyste (r Tt) besitzt keine erkennbare Innenstruktur, wihrend

der gestreckte Schaft (g Tr) periodisch quergestreift ist (Pfeilspitzen). Nihere Beschreibung
siehe Text (1 %0 PWS; 7300 : 1)
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Gestreckte Trichocysten

Wie aus den Suspensionspriparaten gehemmter Trichocysten hervorgeht, ist das
Charakteristikum des gestreckten Schaftes eine periodische Querstreifung (Abb. 7 a-c,
Pfeilspitzen). Der Periodenabstand dieser Streifung bleibt in ginzlich gestreckten
Trichocysten nach unterschiedlichen Behandlungen der Suspensionen gleich, ndmlich
560 A (Abb. 8 a—c, Pfeilspitzen). Die Breite des Schaftes variiert jedoch erheblich:
Nach Schrigbeschattung ca. 1,2 um breit (Abb. 8 a); nach UA-Kontrastierung ca.
0,7 um breit (Abb. 8 b); nach PWS-Kontrastierung ca. 1,7 um breit (Abb. 8¢).
Vergleichbare Erscheinungen wurden auch bei den Oxyrrhis-Trichocysten festgestellt
(vgl. Abb. 2b-e). Dort wie hier miissen diese Dimensionsschwankungen in unter-
schiedlichen Reaktionen des Materials auf die Kontrastierungsart gesehen werden. Es
kann angenommen werden, daf} die UA-Kontrastierung (Abb. 8 b} durch eine stirker
fixierende Wirkung die Strukturen am naturgetreuesten wiedergibt (vgl. auch Abb. 2b
und e). Der Schaft erscheint kompakt und lediglich in den Randregionen etwas lichter.
Nach der PWS-Kontrastierung (Abb. 8 ¢) ist das Material des Schaftes elektronen-
durchlissig, da es wahrscheinlich zu einer diinnen Struktur gespreitet ist.

Eine hohere Vergroferung der gestreckten Trichocyste zeigt nach UA- (Abb. 8 d)
und PWS-Kontrastierung (Abb. 8 e) unterschiedliche Strukturen. In beiden Fillen ist
jedoch zu erkennen, daB lingsverlaufende Fiden die wesentlichen Bauelemente des ge-
streckten Schaftes sind, die nach der PWS-Kontrastierung an einigen Stelien mitein-
ander verkniipft zu sein scheinen.

Bei den vorliegenden Bildern (Abb. 8 d und e) 48t es sich nicht entscheiden, welche
Darstellung des Trichocystenschaftes den natiirlichen Gegebenheiten entspricht. Ohne
im Detail auf die Abweichungen im morphologischen Bild einzugehen, sei auf die
Problematik hingewiesen, bei der Beschreibung feinstruktureller Einzelheiten nur die
mit Hilfe einer Kontrastierungsart gewonnenen Resultate heranzuziehen (vgl. den
Abschnitt iiber gestreckte Trichocysten bei Oxyrrhis marina; Abb. 2d und e; siehe
auch HausmanN & Stockem 1973).

Die vorliegenden Befunde an ruhenden, gehemmten und gestreckten Trichocysten
von Oxyrrhis marina sowie Plewronema marinum weisen im Hinblick auf Funktions-
mechanismus und Feinstruktur auffallende Parallelen zu den Ergebnissen der Unter-
suchungen an Spindeltrichocysten von Paramecium candatwm auf (vgl. Hausmann
et al. 1972 a, b). Die Besprechung dieser Homologieerscheinungen soll ein wesentlicher
Punkt des folgenden Kapitels sein.

DISKUSSION

Da in Bau und Funktionsweise zwischen den Oxyrrbis- und Pleuronema-Tricho-
cysten einerseits und den Paramecium-Trichocysten andererseits offenkundige Paralle-
len vorliegen, sollen, bevor diese Ubereinstimmungen niher diskutiert werden, die we-
sentlichen Fakten der Paramecium-Trichocyste in stark geraffter Form dargelegr wer-
den (vgl. HausMaNN et al. 1972 a, b).



Spindeltrichocysten von Oxyrrhis und Pleuronema 55

Abb. 8: Gestreckte Trichocysten von Pleuronema marinum. a~c Bei gleichbleibendem Perioden-

abstand (Pfeilspitzen) erscheint der gestreckte Trichocystenschaft nach verschiedenen Kontra-

stierungsarten unterschiedlich breit (¢ = Schrigbeschattung; & = 1% UA; ¢ = 1% PWS;

35000 :1). 4 In einer hoheren Vergroflerung werden die Filamente sichtbar, die den gestreck-

ten Trichocystenschaft aufbauen (1% UA; 150 000 : 1). ¢ Wie Abbildung d, jedoch nach PWS-

Kontrastierung. Nihere Beschreibung siehe Text (1 %0 PWS; 150000:1) d und e vgl. Haus-
MANN & StockEM 1973)

In der ruhenden Paramecium-Trichocyste sind alle gestaltlichen Elemente der
ausgeschleuderten Trichocyste in Form eines parakristallin angeordneten Struktur-
proteins vorgegeben. Die pldtzliche Streckung der parakristallinen Struktur zu einem
zweiten, ebenfalls parakristallinen Zustand mufl auf Grund von Dialyse- und Hemm-
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Abb. 9: Schematische Zusammenstellung verschiedener Trichocystenstadien von Oxyrrhis
marina, Nihere Beschreibung siehe Diskussion (vgl. Hausmann & Stockem 1973)
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Abb. 10: Schematische Zusammenstellung verschiedener Trichocystenstadien von Plenronema

marinuwm. Nihere Beschreibung sieche Diskussion

57
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versuchen als eine spontane Umordnung des hochgeordneten Eiweifisystems angesehen
und der Umordnungsvorgang als die Entfaltung einer priformierten Struktur inter-
pretiert werden.

Das Charakteristikum der ruhenden Oxyrrhis- und Pleuronema-Trichocyste ist
ebenfalls eine parakristalline Anordnung des Schaftmaterials. Allerdings wird bei
Oxyrrhis ausschliefilich eine Lingsstreifung beobachtet (Abb. 1d; Dopee & CraAWFORD
19712), wihrend bei Plenronema und Paramecinm eine Querstreifung iiberwiegt
{Abb. 6b und c; Hausmanw et al. 1972b). Ob die andersartige Ausrichtung der
Streifung bei den Ruheformen der Oxyrrbis-Trichocysten lediglich eine belanglose
Variation der Strukturanordnung bedeutet, oder ob diese auffillige Anderung des
Musters als ein Hinweis fiir besondere Eigenschaften der ruhenden Trichocyste zu
bewerten ist, kann auf Grund der vorliegenden Untersuchung nicht entschieden wer-
den.

Die Schifte der gestreckten Spindeltrichocysten von Oxyrrhis, Pleuronema und
Paramecium weisen eine Querstreifung auf, die aus einer periodischen Abfolge von
elektronendichten und weniger elektronendichten Banden resultiert. Im feinstruktu-
rellen Bereich treten jedoch unterschiedliche Strukturmuster auf, was unter Umstin-
den auf die unterschiedlichen Konfigurationen der Struktureiweifle zuriickgefithre
werden kann (vgl. hierzu Messer & Ben-Suaur 1971, STEERs et al. 1969). Als kieinste
nachweisbare Strukturkomponenten bilden bei den drei Trichocystentypen zum Schaft
lingsverlaufende Filamente mit einem Durchmesser von 10-15 A ein hdher geord-
netes Muster aus, das bei Paramecium und mit Einschrinkung auch bei Plexronema
komplizierter erscheint als bei Oxyrrhbis.

Das an Oxyrrhis-Trichocysten beobachtete Muster erinnert an die Struktur-
verhiltnisse des Kollagens (Drckerson & Gris 1969, Scamrrt 1968). Wenn auch die
chemische Zusammensetzung des Kollagens nicht mit der der Oxyrrhis-Trichocysten
gleichzusetzen ist (MEsSER & BEN-SHAUL 1971), wiire es lohnend, die Darstellung der
monomeren Komponenten durch Siurehydrolyse an isolierten Ouxyrrhis-Trichocysten
zu erproben, ein Experiment, aus dem die Kenntnisse {iber die Gestalt und Linge
des Kollagenmolekiils resultieren (SEIFTER & GALLOP 1966).

Die Beobachtung, dafl Trichocystenschifte auftreten, bei denen die Fiden im
lockeren, ungeordneten Verband vorliegen (Abb. 4), kann so gedeutet werden, daff
das Material der ruhenden Trichocyste wihrend des Ubergangs vom ruhenden zum
gestreckten Schaft kurzzeitig aufgelockert wird, um anschlieBend das Muster der ge-
streckten Trichocyste zu bilden, ein Vorgang, der in Bruchteilen von Sekunden vor
sich geht. Es ist unbekannt, wie die Hemmstadien entstehen. Moglich ist, dal in der
ruhenden Trichocyste reaktive chemische Gruppen bestehen, die wihrend der Aus-
schleuderung abgesittigt werden. Die Hemmung bestiinde dann in einer Blockade
dieser Gruppen, die verhindert, dafl das fidige Material zum Muster der gestreckten
Trichocyste aggregiert. Andererseits kann die Hemmung darauf beruhen, dafl eine
wihrend der Streckung der Trichocyste bendtigte Substanz in ihrer Wirkungsweise
gehindert wird und somit die Ausschlenderung zum Erliegen kommt.

Da die Morphologie ruhender und gestreckter Spindeltrichocysten von Oxyrrhis,
Plenronema sowie Paramecium in den wesentlichen Punkten iibereinstimmen und
dariiber hinaus die Hemmstadien in allen drei Fillen durch gleiche Eigenheiten cha-
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rakrerisiert sind, liegt der Schlufl nahe, dafl bei den drei Trichocysten derselbe Me-
chanismus fiir die Umordnung des Strukturproteins vorliegt, nimlich die Entfaltung
eines in den ruhenden Trichocysten priformiert vorliegenden Strukturmusters.

Die Entfaltung und damit verbundene Streckung der Oxyrrhis-Trichocyste lduft
demnach folgendermaflen ab (Abb. 9, 1—4): Ausgehend von der ruhenden Tricho-
cyste (vgl. Abb. 9, 1 mit Abb. 1 a und 4 a) erfolgt zuerst eine Loslésung der Spitzen-
kappe (vgl. Abb. 9, 2 mit Abb. 4b). Der Austritt ungeordneter Filamente (vgl.
Abb. 9, 2 a mit Abb. 4 b, c und d) muf als Artefakt angesehen werden. Das Material
geht vielmehr direkt und ibergangslos vom ruhenden in den gestreckten Zustand
iiber (vgl. Abb. 9, 2b mit Abb. 5 b). Die Entfaltung und Streckung des Trichocysten-
schaftes ist ein kontinuierlicher Vorgang (vgl. Abb. 9, 3b mit Abb. 5d und e), der
erst dann ein Ende findet, wenn simtliches Material vom einen in den anderen Zustand
ibergegangen ist (vgl. Abb. 9, 4 mit Abb. 5f). Dieser ProzeR kann infolge der
Praparation so verdndert sein, dafl Schifte mit einer lokalen Aufhebung des hoch-
geordneten Periodenmusters zur Darstellung gelangen (vel. Abb. 9, 3a mit Abb.
5a).

Ganz dhnlich verlduft die Ausschleuderung der Plenronema-Trichocyste (Abb. 10,
1-5): Der Ursprung der Trichocystenabgabe ist in der ruhenden, parakristallinen
Trichocyste zu sehen (vgl. Abb. 10, 1 mit Abb. 6a-c), die sich iiber Zwischenstadien
(vgl. Abb. 10, 2 mit Abb. 6 d*) kontinuierlich zu dem v6llig ausgeschleuderten Schaft
streckt (vgl. Abb. 10, 3-5 mit Abb. 7 a-c).

Der Nachweis, dafl in der Streckung der Trichocysten von Oxyrrhis und Plenro-
nema ebenfalls wie bei den Paramecium-Trichocysten ein Entfaltungsvorgang prifor-
mierter Strukturen vorliegt, ist insofern erstaunlich, als einerseits zwischen den beiden
Protisten Oxyrrhis und Paramecium eine betrichtliche Kluft hinsichtlich der syste-
matischen Eingliederung besteht und andererseits die 6kologischen Bediirfnisse der
besprochenen Meerwasserorganismen im Vergleich zum Siilwasserciliat Paramecium
sehr gegensitzlich erscheinen. Die Tatsache der offensichtlichen Ubereinstimmung in
Morphologie und Ausschleuderungsmodus der Spindeltrichocysten gibt noch mehr
als bisher Anlaf dazu, intensiv nach der weitgehend unklaren Funktion dieser Organelle
zu suchen.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Der Dinoflagellat Oxyrrhis marina und der Ciliat Plenronema marinum wurden
hinsichtlich der Feinstruktur und des Funktionsmodus ihrer Trichocysten untersucht.

2. Die ruhende Trichocyste von O. maring ist aus Schaft und Spitze aufgebaut.
Wihrend die Spitze eine tubulire Innenstruktur aufweist, besitzt das Material des
Schaftes eine lingsorientierte Streifung von 80 A mit einer Unterperiode von
40 A.

3. Die ruhende Trichocyste von P. marinum besitzt eine parakristalline Struktur
mit einer Periode von 65-80 A.

4. Die gestreckte Trichocyste von O. marina ist durch eine Querstreifung mit einer
Hauptperiode von 680 A mit Unterperioden von 160-170 A gekennzeichnet. Es
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werden als kleinste Strukturkomponenten des Schaftes Filamente mit einem Durch-
messer von 10 A nachgewiesen, die zur Trichocystenlingsachse parallel verlaufen.

5. Die gestreckte Trichocyste von P. marinum besitzt eine Querstreifung mit einer
Periode von 560 A. 10-15 A messende Filamente, die in der Hauptrichtung
parallel zur Trichocystenldngsachse verlaufen, bilden ein geordnetes Netzwerk, das
den Strukturen der gestreckten Paramecinm-Trichocyste dhnlich ist.

6. An Hand gehemmter Trichocystenstadien von O. marina und P. marinum kann
gezeigt werden, dafl die Ausschleuderung der Trichocysten als Streckung zu ver-
stehen ist, die durch den Ubergang cines parakristallinen Zustandes in einen an-
deren parakristallinen Zustand gedeutet werden mufl.

7. Die Befunde der Oxyrrhis- und Pleuronema-Trichocysten werden mit den an
Paramecium-Trichocysten erzielten Ergebnissen verglichen. Es zeigt sich, daf} bei
den drei Trichocysten gleichgeartete Verhiltnisse insofern vorliegen, als auch in
der Streckung der Oxyrrbis- und Pleuronema-Trichocysten ein Entfaltungsvorgang
priformierter Strukturen gesehen werden muf.
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