Der elektronenmikroskopische Nachweis der fibrilliren Natur
des Silberliniensystems bei peritrichen Ciliaten

Electronmicroscopical Demonstration of the Fibrillar Nature

of the Silverline System in Peritrich Ciliates
Wilhelm Foissner

Zoologisches Institut der Universitdt Salzburg

(Z. Naturforsch. 30 ¢, 818—822 [1975] ; eingegangen am 8. Juli 1975)

Peritrich Ciliates, Silverlines, Fibrills, Ultrastructure

A comparative light and electronmicroscopical study about the structure of the cortex, and the
location and nature of the silverlines of Telotrochidium elongatum was performed. There is a fibril
in the epiplasm below each pellicular ridge. Ultrathin sections of silver stained specimens demon-
strate that silver is deposited at and in these fibrills, not only in animals stained with the wet
silver method but also in animals stained with the dry one. These findings confirm Klein’s and
our own view about the fibrillar nature of the silverline system. The significance of our findings
for the elucidation of the structure and function of the cortex is discussed.

Das 1926 von Klein! entdeckte Silberlinien-
system der Ciliaten ist trotz seiner auflerordent-
lichen Bedeutung fiir biologische und taxonomische
Studien (vgl.?2) feinstrukturell und funktionell noch
weitgehend unbekannt. Die bereits allgemein akzep-
tierte Hypothese von Puytorac3, Pitelka 4, Dipell ®
und Bradbury ¢, dafl die lichtmikroskopisch sicht-
baren Silberlinien durch Anlagerung von Silber an
die MembranstoBpunkte der pelliculdren Alveolen
gebildet wiirden, konnte vor kurzem auf Grund elek-
tronenmikroskopischer Untersuchungen an versil-
berten Colpidium colpoda widerlegt werden 7. Diese
Studien bestiitigten die schon von Klein® vermutete
subpelliculire Lage des Silberliniensystems. Der
Nachweis der Fibrillennatur der Silberlinien, den
Klein 8 9, Gelei1® und Foissner %> 12 auf Grund von
morphologischen und experimentellen Untersuchun-
gen gefordert hatten, gelang bei dieser Spezies aber
nicht, vermutlich mangels einer geeigneten Prépara-
tionsmethode.

Die Festlegung der Lage und Natur der Silber-
linien wird bei den holotrichen und spirotrichen
Ciliaten auch dadurch ungemein erschwert, dal} sich
in ihrem Cortex viele verschiedene Fibrillensysteme
befinden, die manchmal einen dem Silberliniensystem
dhnlichen Verlauf zeigen und wohl teilweise mit ihm
identisch sein konnen. Eine bemerkenswerte Aus-
nahme sind dagegen die peritrichen Ciliaten, in
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deren Cortex bisher nur eine einzige Fibrillenart
nachgewiesen werden konnte. Auf Grund von licht-
mikroskopischen Studien verschiedener peritricher
Ciliaten, waren wir schon frither zu dem Schluf3
gekommen, daf} diese Fibrillen die Silberlinien re-
prasentieren miifiten 3. Die vorliegende Arbeit
bringt nun den elektronenmikroskopischen Nach-
weis fir die Richtigkeit dieser Vorstellung und so-
mit erstmals den Beweis der fibrilliren Natur des
Silberliniensystems.

Material und Methoden

Telotrochidium elongatum (Abb. 1*) ist ein in
polysaproben Tiimpeln hiufig anzutreffender 80 —
145 yum grofer freischwimmender peritricher Ciliat.
Das hier bearbeitete Material entstammt einem
polysaproben Timpel aus der Niahe von Linz. Da
die Tiere dort in grofler Anzahl vorhanden waren,
eriibrigte sich eine Kultur. Fiir die licht- und elek-
tronenmikroskopischen Préaparationen wurden die
Tiere vorsichtig zentrifugiert und ohne vorher-
gehendes Waschen mit dem Fixans iibergossen.

Die licht- und elekironenmikroskopischen Unter-
suchungen erfolgten vergleichend an trocken 4 15
und nal} 1 priparierten Silberliniensystemen. Die
nasse Prdparation wurde genau nach der von Cor-
liss 17 angegebenen Vorschrift durchgefiihrt.

* Abbn.1—8 siehe Tafel auf Seite 820 a.



W. Foissner - Elektronenmikroskopischer Nachweis der fibrilliren Natur des Silberliniensystems 819

Elektronenmikroskopische Préiparationen

a. Fixierung nach Palade!® bei pH 7,5 auf
15 min. Nach Auswaschen des Osmiumtetroxides in
der Pufferstammlosung wurde iiber die aufsteigende
Alkoholreihe entwissert und nach 30 min langem
Aufenthalt in Propylenoxid in EPON 812 eingebet-
tet.

b. Fixierung nach Champy 717 auf 3-min. Dieses
Fixans wurde in zweimal gewechseltem Da Fano-
Gemisch™17 15min lang ausgewaschen. Uber die
aufsteigende Alkoholreihe und Propylenoxid wurde
wieder in EPON 812 eingebettet.

c. Bis in 50-prozentigen Alkohol gefiihrte, naf
versilberte T. elongatum wurden mitsamt der Gela-
tineschicht mit einer Rasierklinge vom Objekttriager
abgelost und dann in der aufsteigenden Alkohol-
reihe weitergefiihrt. Uber Propylenoxid wurden
dann die versilberten Ciliaten mitsamt der Gelatine-
schicht in EPON 812 eingebettet.

d. Trocken versilberte T. elongatum wurden nach
der Reduktion des Silbers fiir 5 min mit destillier-
tem Wasser iberschichtet. Dann wurden die Tiere
mitsamt der darunterliegenden Eiweillschicht mit
einer Rasierklinge vom Objekttriger abgeschabt.
Uber die aufsteigende Alkoholreihe und Propylen-
oxid wurde wieder in EPON 812 eingebettet.

e. Fir die rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchungen (vgl.1®) wurden die Tiere auf
einem mit Hithnereiweil bestrichenen Objekttrager
eingetrocknet und nach lichtmikroskopischer Kon-
trolle quadratische Stiicke von ca. 4 X 4 mm Seiten-
lange mit einem Diamanten herausgeschnitten und
auf einem SEM-Objekttrager mit UHU-hart aufge-
klebt. Glasobjekttrager und SEM-Objekttrager wur-
den durch eine Leitsilberbriicke miteinander ver-
bunden. Die Untersuchung der Priparate erfolgte
mit einem Rasterelektronenmikroskop ,,Cambridge
Mark II nach Gold-Kohle-Bedampfung bei einem
Kippwinkel von 30° und 5 kV.

Die Diinnschnitte wurden mit Hilfe von Diamant-
messern an einem REICHERT OMU-2 hergestellt
und auf kohleverstiarkten pioloformbefilmten Ob-
jekttragern aufgebracht. Die Kontrastierung er-
folgte je 15 min mit dthanolischer (50%) Uranyl-
acetatlosung und Bleicitrat nach Reynolds 2. Fiir
die elektronenmikroskopische Untersuchung stand
das Elektronenmikroskop EM 9S der Firma ZEISS

zur Verfligung.
Resultate

1. Lichtmikroskopische Untersuchungen

a. Das Silberliniensystem von Telotrochidium elon-
gatum nach trockener Silberimprignation

Da vor kurzem eine ausfiihrliche Beschreibung
des Silberliniensystems von T. elongatum nach trok-
kener Imprignation veroffentlicht worden ist?!, sei
hier nur eine ganz kurze, durch Abbildungen er-
ginzte Darstellung gegeben. Ahnlich wie bei vielen
anderen peritrichen Ciliaten verlaufen die Silber-
linien in konzentrischen Kreisen um das Tier
(Abb. 4). Diese horizontalen Silberlinien, denen
viele stark argyrophile Pelliculaporen (Abb. 6,
Pfeil) an- und aufliegen, werden in unregelmafi-
gen Abstinden durch feine, vertikal verlaufende
Silberlinien verbunden (Abb. 7). Die Silberlinien
weisen aullerdem haufig einen mehr oder weniger
ausgepragten kornigen Zerfall auf, was vermutlich
auf eine geringe Schiadigung bei der Préparation

zuriickzufiihren ist (Abb, 7).

b. Das Silberliniensystem von Telotrochidium elon-
gatum mnach nasser Silberimprégnation

Diese Methode bringt prinzipiell dieselben Resul-
tate wie die vorige. Meist ist jedoch zu bemerken,
dafl die Silberlinien infolge verminderter Silber-
anlagerung sehr viel diinner erscheinen als bei trok-
kener Impréagnation (vgl. Abb. 3 mit Abb. 7). Hau-
fig sind sie so fein impragniert, dall sie beinahe
unsichtbar werden und die stirker argyrophilen
Pelliculaporen, bei denen sich eine ringférmige Sil-
beranlagerung nachweisen lafit (Abb. 5, Pfeil), be-
sonders auffallig hervortreten.

2. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

a. Untersuchung von nach Methode a und e pripa-
rierten Telotrochidium elongatum

Die Organisation des Cortex von T. elongatum
entspricht vollkommen der anderer peritricher Cilia-
ten (vgl. z.B.%22725)  Typisch ist die in regel-
méafligen Abstinden aufgefaltete Pellicula (Abb.
10 *), wodurch die bereits lichtmikroskopisch sicht-
baren ringformigen Erhebungen und Einschniirun-
gen entstehen (vgl. 3). Die Hohe dieser Auffaltun-
gen ist vom Kontraktionszustand der Tiere abhén-
gig und kann regional verschieden sein. Die Auf-
faltungen lassen sich auch rasterelektronenmikrosko-
pisch an eingetrockneten Tieren gut demonstrieren
(Abb. 2).

Die Pellicula besteht aus der dufleren Zellmem-
bran, die kontinuierlich die ganze Zelle iiberzieht
und den membranbegrenzten Alveolen (Abb.
10, A). Die Grenzen der Alveolen sind meist recht

* Abbn. 9—13 siehe Tafel auf Seite 820 b.
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schwer zu erkennen und haufig bekommt man den
Eindruck, daB sie sich iiber mehrere pelliculire
Auffaltungen hinweg erstrecken. An den StoBpunk-
ten (Abb. 10, Pfeil) der mit granularem Material
gefiillten Alveolen sollte sich nach der bisherigen
Auffassung das Silber anlagern und so das licht-
mikroskopisch sichtbare Silberliniensystem bilden ©.

Die erste auffillige, an die innere Alveolenmem-
bran anschlieBende subpelliculdre Differenzierung
ist das Epiplasma 2® (Abb. 10, E). Diese etwa 30 nm
dicke Schicht ist nach Palade-Fixierung wenig auf-
fallig und besteht aus einem fibro-granularem Mate-
rial. Unterhalb jeder pelliculdiren Auffaltung liegt
eine in das Epiplasma eingebettete Fibrille (Abb.
10, F). Rund um diese Fibrille findet sich haufig
eine etwas heller kontrastierte Zone (vgl. 2%).

Die Pelliculaporen erscheinen im Langsschnitt als
sackartige Vertiefungen der Pellicula (Abb. 13, P).
Sie werden vom Epiplasma umgeben und von den
subpellicularen Fibrillen ringférmig umschlossen.

b. Untersuchung von nach Methode b priparierten
Telotrochidium elongatum

Die fiir die lichtmikroskopische Darstellung des
Silberliniensystems verwendete Champy-Fixierung
ergibt auch fiir die Elektronenmikroskopie brauch-
bare Resultate (Abbn. 11, 12). Besonders auffillig
sind nach dieser Fixierung der Alveoleninhalt und
das Epiplasma, die als dunkel kontrastierte Zonen
deutlich hervortreten (Abb. 12, A, E). Die subpelli-
culdren Fibrillen erscheinen unverandert (Abbn.
11, 12). Die Membranstofpunkte der pelliculdren
Alveolen lassen sich dagegen nicht mehr nachweisen.
Bei Colpidium colpoda wurden mit dieser Fixie-
rung dhnliche Resultate erhalten (vgl.7).

c. Untersuchung von nach Methode ¢ praparierten
Telotrochidium elongatum

Durch den Versilberungsvorgang, wahrscheinlich
vor allem durch die Gelatineeinbettung werden die
Pelliculamembranen meist schwer geschadigt. Nur
selten lassen sich die pelliculairen Membranen und
die subpelliculdren Fibrillen mit ausreichender Klar-
heit erkennen. Ein erschwerender Umstand fiir die
vorliegenden Untersuchungen war die Tatsache, dafl
sich im Semidiinnschnitt nur sehr schwer feststellen
laBt, ob man ein gut imprégniertes Tier angeschnit-
ten hat oder nicht. Die Erfahrung hat gezeigt, daf}
1—2 von 10 Tieren fiir die Elektronenmikroskopie
ausreichend gut prapariert sind. Erschwerend war

weiterhin auch, daB8 die Silberniederschlige hiufig
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sehr fein waren und teilweise auch die Pellicula
mehr oder weniger kréftig imprégniert worden
war (s. z.B. Abb. 15*). In diesen Fillen erhilt
man dann keine eindeutigen Befunde, da die
Silberaggregate in und auf der Pellicula kontinuier-
lich in die eigentlichen Silberlinien iibergehen.
Dennoch diirfte ein Teil der sich zwischen den pel-
liculdren Auffaltungen befindlichen Silberablagerun-
gen nicht nur ein Priparationsartefakt sein. Lassen
sich doch auch lichtmikroskopisch vertikal verlau-
fende Silberlinien nachweisen (Abb. 7).

Wie die Abb. 13 —18 eindeutig belegen, wird
der Grofiteil des Silbers unterhalb der pelliculdren
Auffaltungen angelagert, und zwar genau dort, wo
sich die subpelliculdaren Fibrillen befinden. Das Sil-
ber findet sich bei fein impragnierten Tieren haufig
nur an der Peripherie der Fibrillen, in jenem Raum,
der nach Palade-Fixierung heller kontrastiert er-
scheint (Abb. 10). Dadurch ist die Fibrille manch-
mal noch eindeutig identifizierbar (Abbn. 1517,
Pfeile) und jede Fehldeutung der Befunde ausge-
schlossen. Bei kraftiger impragnierten Tieren ist je-
doch auch die Fibrille von Silberaggregaten bedeckt
(Abbn. 13, 14).

Bei den Pelliculaporen findet sich im Quer- und
Schrigschnitt eine kreisformige Anlagerung des
Silbers (Abb. 17, P). Langsschnitte lassen erken-
nen, daf} die Poren von einem Mantel aus Silber-
aggregaten umgeben sind (Abb. 13, P). Bei beson-
ders kraftig imprignierten Tieren erscheint auch
das Lumen der Pori mehr oder weniger vollstindig
mit Silber ausgefiillt.

d. Untersuchung von nach Methode d préparierten
Telotrochidium elongatum

Mit dieser Methode sollte die schon wiederholt
aufgeworfene Frage 8 26728 geklirt werden, ob sich
bei trockener und bei nasser Silberimpriagnation
dieselben Strukturen imprignieren. Die Pellicula-
membranen werden bei dieser Prdparation meist
vollstindig zerstort. Abb. 8 zeigt ein trocken versil-
bertes T. elongatum, bei dem die innere Alveolen-
membran noch teilweise erhalten geblieben ist.
Ganz allgemein sind auch die Silberaggregate viel
grobkoérniger als nach nasser Priparation (vgl. z. B.
die Abb. 9 mit Abb. 18). Wenn sich auch die sub-
pelliculdren Fibrillen nicht mehr nachweisen lief3en,
so war dennoch die charakteristische Anlagerung
des Silbers in und unterhalb der pelliculiren Auf-

* Abbn. 14— 18 siehe Tafel auf Seite 820 c.
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faltungen in allen Fillen eindeutig erkennbar
(Abbn. 8, 9). Daraus darf geschlossen werden, dal3
sich bei beiden Methoden die subpelliculdren Fibril-

len impragnieren.

Folgerungen und Diskussion

Aus den hier vorgelegten Untersuchungen erge-
ben sich zwei wichtige Folgerungen: 1. Das Silber-
liniensystem der peritrichen Ciliaten ist eine fibril-
lare Differenzierung des Cortex (Abbn.13 —18).
2. Bei den heute meist verwendeten Silberimpragna-
tionsverfahren, den trockenen Entquellungs-Versil-
berungsmethoden *»1* und den nassen Fixierungs-
methoden 1% 17, werden die gleichen Strukturen
impréagniert und dargestellt (Abbn. 8, 9).

Auf Grund dieser Ergebnisse muf} zumindest fiir
die peritrichen Ciliaten die derzeit hdufig vertretene
Auffassung, da} das Silberliniensystem durch An-
lagerung von Silber an die pelliculairen Membran-
stoBpunkte gebildet wird 4 6 2930 endgiiltig auf-
gegeben werden. Dieser Verallgemeinerung steht
nicht entgegen, dall wir diese Folgerung nur aus der
Untersuchung einer einzigen Art ableiten, weil bei

den meisten peritrichen Ciliaten das Silberlinien-
system lichtmikroskopisch einen so einheitlichen
Aufbau aufweist (vgl. 1% 21), dal wir mit Recht an-
nehmen diirfen, dafl der Imprégnation gleiche
Strukturen zugrunde liegen. Vermutlich gilt dasselbe
auch fiir die neuerdings beschriebenen gitterférmi-
gen Silberliniensysteme der Gattungen Pseudovorti-
cella und Campanella'. Diese Auffassung wird
ferner auch durch alle bisher vorliegenden elektro-
nenmikroskopischen Befunde iiber den Aufbau des
Cortex der sessilen Peritrichida gestiitzt. Stets findet
sich unterhalb der MembranstoBpunkte der pellicu-
laren Alveolen die auch bei Telotrochidium elonga-
tum nachgewiesene (Abb. 10), in das Epiplasma
eingebettete Fibrille (vgl. z. B. & 2223, 25),

Neueste Untersuchungen (Foissner, Manuskript
in Vorbereitung) an Paramecium und Euplotes
haben den Beweis erbracht, dafl auch bei diesen
Ciliaten das Silberliniensystem aus Fibrillen auf-
gebaut ist. Damit wird die zuerst von Klein? ge-
dullerte Auffassung, der sich spiter viele andere
Forscher angeschlossen haben (z.B.10:31733)  der
Fibrillennatur des Silberliniensystems bestatigt.
Diese Ergebnisse zwingen uns dazu, die modernen

Legenden zu den Abbildungen 1 bis 18.

Abb. 1. Telotrochidium elongatum wiahrend der Nahrungs-

aufnahme (600:1).

Abb. 2. Teil der Pellicula eines eingetrockneten Tieres.
Die Hohe der pelliculiren Auffaltungen ist vom Kontrak-
tionszustand der Ciliaten abhingig. Methode e (5000:1).

Abbn. 3, 5. Stark vergroflerte Teile des Silberlinien-

systems nach nasser Préaparation. Die Silberlinien weisen

teilweise einen kornigen Zerfall auf (Abb. 3). Um die Pelli-

culaporen findet sich eine ringformige Silberanlagerung
(Abb. 5, Pfeil) (3200:1).

Abb. 4. Gesamtansicht des Silberliniensystems nach trocke-
ner Préparation. Der Pfeil weist auf den aboralen Wimper-
kranz (1000:1).

Abbn. 6, 7. Stark vergrioBerte Teile des Silberliniensystems
trocken préparierter Tiere. Die Silberlinien sind teilweise
kornig zerfallen (Abb. 6). Der Pfeil in Abb.6 weist auf
eine Pelliculapore. Héufig werden die horizontalen Silber-
linien durch sehr fein impridgnierte vertikal verlaufende
Silberlinien untereinander verbunden (Abb. 7) (3200:1).

Abbn. 8, 9. Lingsschnitte von trocken versilberten T. elon-

gatum. Der GroBteil des Silbers wird unterhalb der pellicu-

lairen Auffaltungen angelagert. Die dufleren Pelliculamem-

branen wurden durch die Prdparation weitgehend zerstort.

Der Pfeil in Abb. 8 weist auf die noch erhaltene innere

Alveolenmembran. Methode d (Abb.8, 64000:1, Abb.9,
40000:1).

Abb. 10. Der periphere Teil einer Zelle nach Palade-Fixie-

rung. Unterhalb der pelliculiren Auffaltungen liegt jeweils

eine in das Epiplasma (E) eingebettete Fibrille (F). Ndhere
Erkldarungen im Text. Methode a (48000:1).

Abbn. 11, 12. Periphere Teile von T. elongatum nach

Champy-Fixierung. Der Alveoleninhalt (Abb. 12, A) und das

Epiplasma (Abb. 12, E) treten als dunkel kontrastierte Zo-

nen deutlich hervor. Die subpelliculdren Fibrillen (Pfeile)

erscheinen unverdndert. Methode b (Abb.11, 40000:1,
Abb. 12, 156000:1).

Abbn. 13—18. Liangsschnitte von nal3 versilberten T. elon-
gatum. Der Grofiteil des Silbers hat sich in der Umgebung
der subpelliculdren Fibrillen (Abbn. 15, 16, 17, Pfeile) an-
gelagert. Bei kriftiger impréagnierten Tieren erscheinen auch
die Fibrillen von Silberaggregaten bedeckt (Abbn. 13, 14).
Um die Pelliculporen findet sich eine ringformige Silber-
anlagerung (Abb. 17, P). Nihere Erklarungen im Text.
Methode ¢ (Abb. 13, 34400:1, Abb. 14, 52000:1, Abb. 15,
64000:1, Abb. 16, 48000:1, Abb.17, 40000:1, Abb. 18,
64000:1).
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Vorstellungen tber den Aufbau des Cortex der
Ciliaten, zumindest teilweise zu revidieren. Wurde
doch in allen neueren morphologischen und physio-
logischen Untersuchungen das Silberliniensystem,
das sich nun als eine reale, fibrillare Differenzierung
des Cortex erwiesen hat, nicht in die Diskussion
miteinbezogen. Dal} aber einem derartigen System,
das sich bei allen Ciliaten nachweisen liBt8, mit
allen lokomotorischen und effektorischen Organellen
in engster Verbindung steht®, wihrend der Cyto-
morphogenese vielfiltige Umbildungen zeigt 8 32 34
und auf verschiedenste experimentelle Einwirkun-
gen sehr empfindlich reagiert!!: 12263536 eine
wichtige Funktion zukommen mul}, steht auller
Frage. Ob das Silberliniensystem tatsachlich eine
neurale und formbildende Leistung erbringt, wie es
Klein 37 und Foissner ' 2 auf Grund morphologi-
scher und experimenteller Untersuchungen zu be-
weisen versuchten, werden weitere Untersuchungen
zeigen miissen.

Erwartungsgemdl} ergaben auch die elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen, dal mit den
trockenen und nassen Versilberungsmethoden die-
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