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Ultrastruktur und Zyklus von Herpetomonas muscarum,
«Herpetomonas mirabilis» und Crithidia luciliae in
Chrysomyia chloropyga

RETO BRUN
Inhaltsverzeichnis

174 11 o3 £ 220
L EInleitung ..ottt i e e e e s 220
I1. Material nnd Methoden :cuc.os smessmm oss mmesoms s s a2 4 ame s s wae s 222
1. Fixation fiir die Elektronenmikroskopie .........ccvcviivuunnn 222
2. FlicgenZueht o s covn s s omon s s s s 5 5o 5 3 009 € 5 5005 § 5 208090 5 § 0 5 & 5 o 223
B KMIUT s v womss wmv s s mngs v s @wa s s o 9 5 000 & ¥ WiHEw § 5 5008 ¥ 5 H0s 8 3 Ww & 223
III. Lichtmikroskopische Resultate .........ccoiiiiiininrnenenenans 224
IV. Elektronenmikroskopische Resultate ...........ccvvevuvannennnns 229
1; Herpetoifionas WIlBEHFIIR . vu o » cnn v s oios § 5 b5 § 5 GEE © 5 Add § 5 5546 ¥ 229
a. promastigote FOIm .......cvvirernonscnonecnnssnnannenes 229
B BCUMUTEOTET 5 i i o 5 it o 5 i 55 i 55 6 Ao € F BBLE S B Rl ¥ 8 M8 3 6 90 4 233
2. “Herpetomonas mirabilis” ... ... eir i 235
a. cercoplasmatische Form ..........ocvvinirinanmnnenann. 235
b. opisthomastigote Form ..........ccvivrivrernnannnnns 239
G, UberganosTORTSTT s 5is o5 5ms 8550 55 5w ¢ 5 5500 £ 5 5005 £ § 5005 § 7 5904 5 240
3 Crithidia Juctlice KOIUT &5 5000 6 550 ¢ 5 500 7 5 5000 £ § 02090 5 § S8 § § 005 4 241
V. Ubertragungsexperimente . ......ovueeurneunenrnenneeraneneennnns 243
VI. Infektionsversuche mit Kulturen .............. ... ... ... oot 245
1. Herpetomonas MUSCATUIL . ... v e uneeenrennaenneeneensessnos 245
2. Crithidia luciliae .......... .. uuuiuiiini it itirieninennenss 246
3. “Herpetomonas mirabilis” ....... ... oo iiiiiinnnnnns 246
VIL DUSKUSSION, 5 s vme o s wsii s s 5ome v s 906 6 8 2505 £ 5 680 5 o0s 5 5 5090 & 5 B00m 5 § 5ism o 246
T UHrastrOKCUT o vcnme oo vms o8 sros s 5 oo o s 8455 6 & s & § 05808 £ 5 5005 & % e 5 246
A FIAPelIIINT & soomop s s o5 50v o 5 900 o 5 SR04 5 500 8 ¥ 6 BUSLE § 5 W00 0 4 % 08 & § 246
b: Kinetoplast :ovecsomess wnassmeessmsssnms sy o sy ome s § ome s 248
¢ Mitochondrivmy & ccwms vowm s samme s s am 5 s ois ¢ 5 oo § ¢ S & 5 wrs s 252
d: Golgi-Apparat, ER cuu s cuinwmessmmiss oo s omes s 252
e. bakteriendhnliche Mikroorganismen ..............cc0vvunnn 253
2. VUbertagungseXPErimENte & .« vov e onvsvssvaseinasvivisssesvmss 254
3. Infektionsversuche mit Kulturen ............ ... c.iiiiiinn. 255

4. Zyklus von Herpetomonas muscarum und “Herpetomonas mira-
A — 257
VIII. Literaturangaben ... ........inoniniintnin et inaaneaenananns 284
SUMIMEALY %555 00 85506 5 500 4 5 s F 9 8 5 5 aind s 5 MEF 7 ¥ 0efl 555 sl 5 5id 5 ¥ 5583 289



220 Acta Trop. XXXI, 3, 1974 — Parasitologie
Synopsis

Die Ultrastruktur der apathogenen Flagellaten Herpetomonas muscarum,
«Herpetomonas mirabilis» und Crithidia luciliae aus der Schmei3fliege Chryso-
myia chloropyga wurde untersucht. Mit isolierten Kulturen und reinen Fliegen
konnten Ubertragungsversuche durchgefiihrt werden, die weitgehend zur Abkli-
rung des Zyklus dieser Arten fiihrten. Dabei zeigte es sich vor allem, dall «H.
mirabilis» zum Zyklus von H. muscarum gehort also keine eigene Art darstellt.

I. Einleitung

Herpetomonas muscarum ist als apathogener Vertreter der Trypanosomatiden
auf den Darmtrakt von Insekten beschrinkt. Die weltweite Verbreitung sowie
ein breites Wirtssprektrum unter den nicht stechenden Fliegen fithrten dazu, daB
H. muscarum in den ersten drei Jahrzehnten dieses Jahrhunderts ausgiebig licht-
mikroskopisch untersucht wurde, wobei es oft zu widerspriichlichen Aussagen
gekommen ist.

Zusammen mit H. muscarum konnen in derselben Fliege oft auch «H. mira-
bilis» und Crithidia luciliae beobachtet werden. Dabei kann nicht zum vornherein
ausgeschlossen werden, daB es sich bei diesen drei Arten um Entwicklungsstadien
im Zyklus von ein oder zwei Flagellatenarten handelt.

Die Gattungen Leptomonas, Crithidia und Herpetomonas gehoren in die Fa-
milie Trypanosomatidae, zu der auch die krankheitserregenden Trypanosomen
zihlen. Das Problem der Evolution der Flagellaten wurde von verschiedenen
Autoren behandelt (z. B. von LEGER 1904; CHATTON & ALILAIRE 1908; BAKER
1963; WALLACE 1966; HOARE 1967). Dabei gibt es grundsitzlich die beiden Mog-
lichkeiten, dafl die Flagellaten zuerst in Insekten vorkamen, oder aber im Blut
von Wirbeltieren. Im Laufe der Evolution ist es dann zu einer Anpassung an
das Blut von Wirbeltieren resp. an den Darmtrakt von Insekten gekommen.
Da aber keine fossilen Funde von Flagellaten existieren, 146t sich dieses Problem
nur spekulativ diskutieren.

ALEXEIEFF (1913) war einer der ersten, der Synonyme zusammenstellte und
Ordnung in die Familie der Trypanosomatiden brachte. Fiir H. muscarum existie-
ren folgende Synonyme (zum Teil nach Hoare [1924]):

Bodo of the common housefly BURNETT 1851

Bodo muscarum LEIDY 1856

Herpetomonas muscae-domesticae KENT 1880

Herpetomonas muscae BUTSCHLI 1884

Herpetomonas sarcophagae PROWAZEK 1904

Herpetomonas calliphorae SWINGLE 1911

Herpetomonas luciliae STRICKLAND 1911

Herpetomonas homalomyiae BRUG 1914

Leptomonas muscae domesticae DUNKERLEY 1911

Leptomonas calliphorae WENYON 1926

Crithidia muscae domesticae WERNER 1908

Crithidia calliphorae SWELLENGREBEL 1911.

Diese Aufstellung zeigt, dall H.muscarum drei verschiedenen Gattungen zu-
geordnet wurde, und daB die Artbezeichnung vom Namen der Fliege abgeleitet
wurde, in der die Flagellaten gefunden wurden. Der Fliegenwirt ist aber ein
unspezifisches Kriterium fiir die Artbezeichnung, da H. muscarum ein breites
Wirtsspektrum unter den nicht stechenden Fliegen aufweist (WALLACE 1966). Die
unterschiedliche Zuordnung zu den Gattungen Leptomonas, Crithidia und Her-
petomonas kommt daher, dal diese Gattungen verschieden definiert wurden und
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einzelne Autoren nicht alle Formen (z. B. die opisthomastigoten Formen) gefun-
den hatten. CHATTON & ALILAIRE (1908) haben vorgeschlagen, alle eingeiflligen
Flagellaten der Gattung Leptomonas zuzuordnen, die zweigeilligen der Gattung
Herpetomonas. Das gebriauchlichste Unterscheidungsmerkmal zwischen diesen bei-
den Gattungen ist aber das Auftreten der opisthomastigoten Form bei Herpeto-
monas. Da diese Form nicht immer auftritt, ist die Zuordnung einer Flagellatenart
davon abhingig, ob die opisthomastigoten Formen iiberhaupt gesehen worden
sind.

«H. mirabilis» wurde weniger haufig beschrieben als H. muscarum. Die erste
Beschreibung stammt von RouBAuD (1908 a), der diese Art Leptomonas mira-
bilis* nannte; 1911 &nderte er den Namen auf Cercoplasma mirabilis.

Dieselbe Art wurde noch von SWINGLE (1911) als H. lineata und von FRAN-
CcHINI (1922) als H. graphomyiae beschrieben. PaTToN (1921) fand «H. mirabilis»
neben H.muscarum in Madras in verschiedenen Fliegenarten. WENYON (1926)
duBlerte die Vermutung, da es sich bei «H. mirabilis» um einen Teil des Zyklus
von H.muscarum handelt.

Alle erwihnten Beschreibungen von «H. mirabilis» decken sich weitgehend,
indem neben angehefteten cercoplasmatischen Formen auch freie opisthomastigote
Formen beschrieben wurden.

Crithidia luciliae wurde weniger hiufig untersucht und weist nur wenige Syno-
nyme auf. Die erste Beschreibung stammt von STRICKLAND (1911), der den Namen
H. luciliae verwendete. WENYON (1926) nannte dieselbe Art Leptomonas luciliae,
bis WALLACE & CLARK (1959) den heute gebrduchlichen Namen C. luciliae ein-
fiihrten.

Im Gegensatz zu den Trypanosomen haben die Flagellaten der Gattungen
Leptomonas und Herpetomonas keine Blutphase in Wirbeltieren, Sie sind auf
die verschiedensten Insektenwirte beschrinkt und verbreiten sich durch infektidse
Formen, die im Kot ausgeschieden werden. Eine Reihe von Arbeiten (FANTHAM
& PoRTER 1915a,b,c; 1916 a,b; FrRaANCHINI & MANTOVANI 1915; LAVERAN &
FrancHINI 1913, 1914, 1920) berichten iiber ein erfolgreiches Inokulieren von
Flagellaten in Wirbeltiere. Die verwendeten Flagellaten wurden aus Miicken,
Fliegen, Flohen und Wanzen gewonnen und in verschiedene Wirbeltiere (meist
Warmbliiter) inokuliert. Dabei traten im Blut und in verschiedenen Organen
runde Korper auf, die als amastigote Formen betrachtet wurden. BegeiBlelte For-
men wurden nur selten erwahnt, FANTHAM & PORTER (1916 b) beschrieben sogar
Krankheitssymptome, die sie als akute und chronische Herpetomoniasis bezeich-
neten. Da es nie gelungen ist, begeiBelte Formen eindeutig in experimentell
infizierten Tieren nachzuweisen, miissen diese Arbeiten mit groBter Vorsicht auf-
genommen werden. Eine Reihe von Autoren (z. B. HoARE 1921; GLASER 1922;
BECKER 1923; DRBOHLAV 1925; NoGUcHI & TILDEN 1926) haben erfolglos versucht,
diese Experimente zu reproduzieren.

Die Frage, ob es sich bei H.muscarum um einen ein- oder zweigeilligen
Flagellaten handelt, wurde kurz nach der Jahrhundertwende verschiedentlich dis-
kutiert. Da die ZweigeiBiligkeit von einzelnen Autoren als entscheidendes Krite-
rium fiir die Gattung Herpetomonas betrachtet wurde, hat dies zu einiger Ver-
wirrung in der Nomenklatur gefiihrt. PRowAzEK (1904) beschrieb H.muscarum
wohl deshalb als zweigeilllig, weil die Flagellaten normalerweise zwei Geif3eln
aufweisen, manchmal bei der Teilung sogar vier Geileln. Andere Autoren (z. B.
LINGARD & JENNINGS 1906; FLU 1911) vertraten ebenfalls die Theorie der zwei-
geiflligen Flagellaten. In Wirklichkeit dupliziert sich die Geiflel kurz nach der

1 Da diese Flagellatenart auch opisthomastigote Formen bildet, mul3 sie ge-
mafl WENYON (1926) der Gattung Herpetomonas zugeordnet werden.
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Zellteilung, liegt also zwischen den Teilungen doppelt vor (Fig. 1, 3). Dadurch
mull H. muscarum als eingeilllig betrachtet werden, wie dies in vielen Alteren
Arbeiten dargelegt wurde (PORTER 1909; PaTTON 1910; MACKINNON 1910; WENYON
1910, 1911, 1913; BeckeEr 1923; BELLoOSILLO 1937).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Ultrastruktur von H. musca-
rum, «H. mirabilis» und C. luciliae sind bisher kaum gemacht worden. Ein erstes
Ziel der vorliegenden Arbeit ist deshalb die Abkldrung der Ultrastruktur dieser
drei Arten an den Darmformen, zum Teil auch an Kulturformen. Spezielle Auf-
merksamkeit wird dem Kinetoplasten und seinen Transformationen gewidmet. Ein
zweites Ziel ist die Abklarung des Zyklus dieser drei Flagellatenarten in Chryso-
myia chloropyga. Da diese Arten nebeneinander in derselben Fliege vorkommen
konnen, muB3 auch die Moglichkeit einer gegenseitigen Beziehung untersucht
werden. Dazu werden Infektionsversuche mit Kulturen und reinen Fliegen durch-
gefiihrt.

Die vorliegende Arbeit wurde als Dissertation am Schweizerischen Tropen-
institut in Basel durchgefiihrt. An erster Stelle mochte ich meinem verehrten
Lehrer, Herrn Prof. Dr. R. Geigy, herzlich danken fiir sein lebhaftes Interesse
und seine unermiidliche Hilfe sowie fiir den Arbeitsplatz an der Elektronen-
mikroskopischen Station. Im weiteren gebiithrt mein Dank Dr. H. Hecker, der
mich in die Technik der Elektronenmikroskopie eingefiihrt hat und mir in ultra-
strukturellen Fragen viele Anregungen geben konnte. Zu danken habe ich auch
Herrn Dr. R.J. Onyango, ehemaliger Direktor der E.A.T.R.O., Tororo/Uganda,
fiir seine Gastfreundschaft, Dr. G. Riou und Dr. E. Delain fiir die DNS-Unter-
suchungen an den Kulturformen von H. muscarum sowie Prof. F. Zumpt (Johan-
nesburg) fiir die Fliegenbestimmung. Mein Dank geht auch an Dr. R. Steiger,
Dr. L. Jenni, Prof. Dr. S. Krassner sowie an alle Freunde und Bekannten, die mir
in wertvollen Diskussionen Ideen und Anregungen gegeben haben.

Diese Arbeit wurde teilweise vom «Schweizerischen Nationalfonds zur For-
derung der wissenschaftlichen Forschung» finanziert.

II. Material und Methoden

1. Fixation fiir die Elektronenmikroskopie

Die Fliegen wurden unter einem Stereo-Mikroskop in physiologischer NaCl-
Losung seziert und die zu untersuchenden Darmabschnitte sofort in die Fixa-
tionslosung gebracht. Fixiert wurde wiahrend 1% h bei 4° C in 2,5% oder 3,0%0
Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer, iiber Nacht bei 4° C in 0,2 M Cacodylat-
puffer mit 59/p Saccharose gewaschen und wihrend 1% h bei 4° C in 29/ Osmium-
tetroxid in 0,2 M Cacodylatpuffer nachfixiert.

Die so fixierten Organe wurden in einer aufsteigenden Acetonreihe entwissert
(zum Teil mit «blockstaining» in 70°s Aceton mit 1°o Uranylacetat), in einer
Propylenoxid-Epon-Mischung durchdrungen, in Epon eingebettet und wahrend
drei Tagen bei 60° C polymerisiert,

Kulturen wurden bei 1500 rpm zentrifugiert, das iiberstehende Kulturmedium
abgeschiittet und die Flagellatenanreicherung mit der Fixierungslosung versetzt.
Nach 1% h Fixierungszeit in Glutaraldehyd wurde wieder zentrifugiert und die
Flagellaten mit dem Waschpuffer versetzt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde
das Zentrifugat in wenig 2% Agar, in Waschpuffer gelost, aufgenommen und
wie ein Darmstiick weiterbehandelt.

Ultradiinnschnitte wurden auf einem Reichert OmU, und einem LKB Ultro-
tome IIT Mikrotom mit Glas- resp. Diamantmesser geschnitten und auf Parlo-
dium/Kohle beschichtete Kupfertragernetze aufgenommen. Die Schnitte wurden
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anschlieBend wahrend 10 Minuten in 590 Uranylacetat (sofern kein «block-
staining» in 709 Aceton erfolgte) und mit REYNoLDs (1963) Bleicitrat kontrastiert.
Die Aufnahmen wurden auf einem ZEISS EM 9 gemacht. Die Primér-Vergrofe-
rung variierte zwischen 1750 x und 40 000 x.

2. Fliegenzucht

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendete Fliegenart war die in Tororo und
Ifakara vorwiegend vertretene Chrysomyia chloropyga. Es wurden auch einzelne
Exemplare der sehr groen Art Chrysomyia marginalis untersucht, die sich gleich
verhielten wie C. chloropyga. Die Fliegen, welche von der nahen Abfallstelle
eines Schlachthofes stammten, wurden in den frithen Nachmittagsstunden an
den Fenstern der E.A.T.R.O. (East African Trypanosomiasis Research Organiza-
tion), in Tororo, Uganda, gefangen; in Ifakara wurden sie mit Hilfe eines toten
Fisches angelockt. Fiir das Halten der Fliegen wurden speziell hergestellte Kifige
aus Karton mit Gazefenstern von 15x 20 x 25 cm verwendet, fiir Experimente
meist kleinere Kifige. Die Fliegen wurden tdglich mit frischem Wasser sowie
mit einer Futtermischung aus Zucker-Milchpulver-Trockeneigelb 1:1:1 (oder
Honig-Milchpulver-Pferdeserum 1:1:1) versorgt. Tote Fliegen wurden regel-
miafBig entfernt und die Kifige nach 7-10 Tagen gewechselt. Zum Ablegen der
Eier wurde den Fliegen eine tote, aufgeschnittene Maus in den Kifig gelegt.
Die ausgeschliipften Larven wurden in feuchte Sdgespane mit gehacktem Fleisch
oder Leber gebracht. Die Entwicklung von der Eiablage bis zum Schliipfen
dauerte bei ca. 25° C 10-12 Tage, konnte aber durch kiihles Lagern der Puppen
erheblich verlingert werden.

3. Kultur

Isolierte Staimme von H. muscarum und C. luciliae wurden in einem fliissigen
Medium von folgender Zusammensetzung geziichtet:
10,0 g Protease Pepton
5,0 g Neopepton
1,5g Yeast Extract
1,5g Liver Infusion
8,0g Glukose
3,0 mg Folsdaure

41g KH,PO,

80g Na,HPO,.2H,0 } Futter

8,0 mg Haemin

0,7 ml Triaethanolamin } zusammen losen
1,9 ml H,O dest.

750 ml H,O dest.

Den pH vor der Zugabe des Puffers mit 1IN HCI auf 7,0 einstellen und bei
1 atii/cm2 wahrend 20 Minuten autoclavieren.

Pro cm?® Kulturmedium wurden 1000 Einheiten Penicillin G zugegeben. Die
Kulturen wurden in «universal bottles» mit 2-15 ml Kulturmedium bei 25°C
gehalten und Subpassagen nach 3-5 Tagen gemacht.
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III. Lichtmikroskopische Resultate

Bei der untersuchten Chrysomya-Art handelt es sich um einen Ver-
treter der Schmeiflfliegen mit einem bldulich bis griinlich schimmernden
Abdomen. Die aduiten Tiere saugen auf frischem oder faulendem
Fleisch Gewebesaft, wobei sie regelmidflig Kot abgeben. Die Larven
entwickeln sich in Fleisch oder Aas; wegen ihres negativen Phototro-
pismus (BELLOSILLO 1937) sind sie kaum an der Oberflaiche von Ka-
davern anzutreffen. Die Weibchen legen ihre Eier bevorzugt auf Aas,
notigenfalls auch auf frisches Fleisch ab. Bei den in Tororo gefangenen
Fliegen handelte es sich bei 999/, um weibliche Tiere, in Ifakara bei
969/p. Wie die Aufzucht aber zeigte, schliipfen aus den Puppen zu
gleichen Teilen Minnchen und Weibchen; auch die Lebenserwartung
beim Halten im Labor ist fiir beide Geschlechter gleich.

Die gefangenen Fliegen wurden entweder sofort oder nach hoch-
stens 24 h seziert, wobei im letzteren Falle aufer physiologischer NaCl-
Losung kein Futter angeboten wurde. Die Sektion von iiber 1000 Flie-
gen ergab, daf3 in Tororo 969/p und in Ifakara 940/, mit Flagellaten
infiziert waren. Diese waren in folgenden Darmabschnitten anzutreffen:
Mitteldarm, im exo- und endoperitrophen Raum; Rektalampulle und
exoperitrophen Raum der ‘pyloric region’ (PR) (vorderster Teil des
Enddarms bei der Einmiindung der Malpighischen Gefidlle). Auch im
Kot konnten meistens lebende Flagellaten beobachtet werden, hingegen
erwiesen sich der Vorderdarm, der Kropf sowie die Malpighischen Ge-
taBe als nicht infiziert.

In den verschiedenen Darmabschnitten wurden mehrere Flagellaten-
arten gefunden, doch nur die folgenden in dieser Arbeit beriicksichtigt:

Herpetomonas muscarum im endoperitrophen Raum des Mittel-

darms

Herpetomonas mirabilis im exoperitrophen Raum der PR

Crithidia luciliae in der Rektalampulle

Herpetomonas muscarum war bei frischgefangenen Fliegen mit
90,89/yp in Tororo und 87,79/y in Ifakara die hdufigste dieser drei Fla-
gellatenarten. Sie war als einzige Art im endoperitrophen Raum des
Mitteldarms anzutreffen. Die Flagellaten sind in groflen Mengen vor-
handen, so daB sie die peritrophe Membran oft vollstindig ausfiillen.
Eine so hohe Flagellatendichte erstreckt sich aber nie iiber den ganzen
Mitteldarm, sondern ist stets auf einige Stellen konzentriert.

H. muscarum kann in drei Formen auftreten: Als promastigote
Form, als opisthomastigote Form und als amastigote Form. Die weit-
aus hiufigste Form ist die promastigote (Fig. 1, 1-4). Sie ist stdbchen-
formig mit einer Lange von 20-35 4 und einer Breite um 2 y. Der
Kern ist kugelig bis langlich und liegt in der Zellmitte, etwas gegen
das posteriore Zellende zu. Der grofle Kinetoplast ist langlich-birnen-
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Fig. 1. 1-8 H.muscarum aus dem endoperitrophen Raum des Mitteldarms: 1-4
promastigote Formen mit Teilungsstadien, 5-6 Ubergangsformen zwischen pro-
mastigoten und opisthomastigoten Formen, 7 opisthomastigote Form, 8 amasti-
gote Form. — 9-13 C. luciline aus dem Enddarm, choanomastigote Formen.
Vergr. 3000 x.

formig und liegt im vordersten Zelldrittel. Die Geil3el ist bei fast allen
promastigoten Formen doppelt vorhanden und hat eine Lange von
35-75 . Zellteilungen sind hdufig anzutreffen (Fig. 1, 3 + 4).

Die opisthomastigote Form (Fig. 1, 6 + 7) wurde in Tororo nur sehr
selten gefunden, in Ifakara recht hiufig (ca. 309/y der H. muscarum-
Infektionen), aber immer zusammen mit der promastigoten Form im
endoperitrophen Raum des Mitteldarmes. Sie konnte auch im Kot und
in der Rektalampulle gefunden werden. Die opisthomastigote Form
entsteht aus der promastigoten durch Riickwanderung des Kineto-
plasten am Kern vorbei zum hinteren Zellende. Gleichzeitig verkiirzt
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sich die Zelle, ebenso die Gei3el, bei einem leichten Anschwellen der
Zellbreite. SchlieBlich weist die Zelle eine Ldnge von 8-14 ¢ und eine
Breite von 2-3 ;¢ auf. Die Form von Kern und Kinetoplast verindert
sich dabei nicht. Die Geil3el ist immer nur einfach vorhanden und hat
eine Lidnge von 25-40 . Zellteilungen konnten nie beobachtet werden.
Die amastigote Form (Fig. 1, 8) war bei eingefangenen Fliegen nie
anzutreffen. Sie trat nur bei Ubertragungsversuchen auf sowie bei In-
fektionsversuchen mit Kulturen. Die amastigoten Formen haben einen
kugeligen bis oval-langlichen Zellkorper bei einer Linge von 5-8 .
Der Kern ist oval und liegt meist etwas exzentrisch; der Kinetoplast
erscheint kugelig mit einem Durchmesser von ca. 1,5 . Weder eine
freie, noch eine im Zellinneren verlaufende Geif3el war lichtmikrosko-
pisch festzustellen. Zellteilungen konnten keine beobachtet werden.

Fig.2. «H. mirabilis» aus der PR des Enddarms. 1 promastigote Ausgangsform,
2-5 Ubergangsformen zur cercoplasmatischen Form, die ans Enddarmepithel
angeheftet ist, 6-7 Ubergangsformen zur opisthomastigoten Form, 8-9 opistho-
mastigote Formen. Vergr. 3000 x.
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Alle drei Formen von H. muscarum sind auch im Enddarm und im
Kot zu finden, allerdings in geringerer Konzentration als im Mittel-
darm. Dic starke Teilungsrate der promastigoten Formen zusammen
mit dem Nahrungsstrom im Mitteldarm fiihren zu einem andauernden
Ausscheiden der Flagellaten im Kot. Im exoperitrophen Raum des
Mitteldarmes, der wohl nur durch eine Riickwanderung aus dem End-
darm zu erreichen ist, konnten vereinzelt promastigote Formen gefun-
den werden.

«H. mirabilis» war in Tororo bei 20,09/, in Ifakara bei 6,59/y der
frischgefangenen Fliegen anzutreffen. Diese Art ist auf einen kleinen
Teil des Enddarms beschrinkt, die ‘pyloric region’ (PR). Die PR ist
der Anfang des Enddarms, unmittelbar hinter der Einmiindungsstelle
der Malpighischen GefdBle. Im exoperitrophen Raum der PR ist «H. mi-
rabilis» so zahlreich vorhanden, daB3 eine makroskopisch sichtbare Ver-
dickung des Darmes entsteht. Die Flagellaten liegen in zwei Formen
vor: der cercoplasmatischen und der opisthomastigoten. Die cerco-
plasmatischen Formen sind mit der Geiflel am Enddarmepithel ange-
heftet, die opisthomastigoten Formen liegen frei im Darmlumen. Beide
Formen entwickeln sich aus einer kleinen promastigoten Form (Fig. 2, 1)
von 15-18  Linge mit einem kugeligen Kinetoplasten. Diese Aus-
gangsform ist eingeiBllig, zeigt aber Zellteilungen.

Die Transformation zur opisthomastigoten Form (Fig. 2, 6-9) be-
steht unter anderem aus einer Riickwanderung des Kinetoplasten zum
posterioren Zellende. Der urspriinglich ovale Kern verldangert sich auf
ca. ¥ der Zellinge. Die Geillel verlduft im Reservoir im Innern der
Zelle; eine undulierende Membran ist nicht vorhanden. Die Zelle ver-
liert dabet die gestreckte Gestalt und wird leicht spiralisiert. Zellteilun-
gen konnten bei dieser Form nie beobachtet werden. v

Die Entwicklung zur cercoplasmatischen Form (Fig.2, 2-5) geht
auch von der promastigoten Form aus. Der Vorderpol der Zelle
schwillt an, wiahrend das Hinterende verlingert wird. Die Geil3el ist
ans Enddarmepithel der PR angeheftet; dabei verliert sie ihre urspriing-
liche Struktur und wird zu einer klumpenformigen Masse, die mit dem
Darmepithel in engem Kontakt steht. Der Kern rundet sich ab und
verschiebt sich in den angeschwollenen vorderen Zellteil. Der urspriing-
lich runde Kinetoplast verldngert sich quer zur Lingsachse und wird
zu einer Scheibe. Die cercoplasmatischen Formen konnen tiber 100 x
lang werden. Das lange, fadenformige Zellende kann abgestolen und
der Rest der Zelle abgerundet werden, wodurch gro3e amastigote For-
men mit bis 10 ;¢ Durchmesser entstehen. Dabei handelt es sich ver-
mutlich um Degenerationsformen, die nicht ausgeschieden werden. Tei-
lungen wurden in allen Entwicklungsstadien beobachtet.

Eine weitere Flagellatenart, C. luciliae (Fig.1, 9-13), konnte in
Tororo bei 18,2°0/y der Fliegen im Enddarm gefunden werden, in Ifa-



Fig. 3. Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ausstrichen, 1 promastigote Mittel-
darmformen, 2 amastigote Mitteldarmformen, 3 Kulturformen von H. muscarum;
4,5 cercoplasmatische und je eine opisthomastigote Form von «H. mirabilis» aus

der ‘pyloric region’ des Enddarms; 6 choanomastigote Enddarmformen von C. lu-
ciliae. Vergr. 750x .
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kara bei 69,09/ in der Rektalampulle. Da in Tororo nur der Enddarm
auf C. luciliae untersucht wurde, sich diese Flagellaten aber vor allem
in der Rektalampulle entwickeln, ist der Wert fiir Tororo sicher zu
klein. Die Flagellaten sind choanomastigot und mit der Geiflel am
Darmepithel angeheftet oder frei im Lumen des Enddarms resp. der
Rektalampulle. In der PR sind sie nie anzutreffen. C. luciliae weist eine
Linge von 7-12 y auf, eine Breite von 3-5 y. Die freien Formen sind
etwas langer, dafiir weniger breit als die angehefteten. Der Kern liegt
zwischen der Zellmitte und dem Zellende, der Kinetoplast kurz vor
dem Kern oder daneben, aber nie hinter demselben. Die Geiflel zieht
sich exzentrisch durch ein breites Reservoir. Teilungen konnten be-
obachtet werden.

Neben diesen drei hdufigsten Flagellatenarten wurden noch zwei wei-
tere gefunden, die aber in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt werden
konnen. Bei ca. 129/y der sezierten Fliegen in Tororo waren im exo-
peritrophen Raum des Mitteldarms kleine promastigote Formen in
sehr grofer Zahl anzutreffen. Sie konnten nicht genau bestimmt wer-
den, gehoren aber wohl zur Gattung Leptomonas. Einige Male wurde
in der PR auch H. mesnili (RouBaup 1908 b) gefunden. Diese Art ist
«H. mirabilis» sehr dhnlich, doch etwas kleiner.

Pilze und Bakterien waren im Darm in unterschiedlicher Zahl vor-
handen. Bei starken Flagellateninfektionen fehiten die Bakterien oder
waren nur in geringer Zahl anzutreffen.

IV. Elektronenmikroskopische Resultate
[. Herpetomonas muscarum
a. Promastigote Form aus Mitteldarm endoperitroph

Die promastigoten Formen liegen im Mitteldarm immer innerhalb
der peritrophen Membran (Abb. 1). Bei einer hohen Flagellatendichte
richten sie sich parallel zur Lédngsachse des Darmes. Dabei sind die
Flagellaten immer frei im Lumen der peritrophen Membran und nie
mit der Geilel angeheftet.

Das Cytoplasma und die GeiBlel der promastigoten Form wird von
einer ‘unit membrane’, der Pellicula, begrenzt. Ungefdahr 100 A unter
der Pellicula verlaufen die regelmidBig angeordneten Pellicula Tubuli
(‘subpellicular microtubules’: ANDERSON & ELLIs 1965; ‘subpellicle
striations’: MEYER & PORTER 1954) (Abb. 11). Sie weisen einen Durch-
messer von 200-270 A auf und sind durch feine Membranen verbunden
(FuGke 1968). Der Abstand der einzelnen Tubuli liegt zwischen 150 und
300 A. Thre Struktur und Anordnung wurde von ANGELOPOULOS (1970)
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an isolierten Zellhiillen studiert. Unterhalb dieser ‘pellicular tubules’
liegen manchmal noch vereinzelte Tubuli (Abb. 11); diese liegen immer
zwischen zwei Pellicula Tubuli. Bei der Einstiilpung der Zellmembran
zur Geillelbasis fehlen die Tubuli, bis auf zwei bis vier untereinander
verbundene Tubuli, die dem Reservoir bis auf die Hohe des Basal-
korpers der Geillel folgen (Abb.4b-f). Sie liegen ctwa 250 A vom
Reservoir entfernt und haben unter sich einen kleineren Abstand als
die iibrigen Pellicula Tubuli. Die von TAYLOR & GODFREY (1969) be-
schriebene ‘subpellicular organelle’ konnte nie gesehen werden.

Der Kern liegt in der Mitte der Zelle und ist meist linglich, oft un-
regelmiBig gelappt (Abb. 3). Der kleinere Durchmesser liegt um 1 4,
der groBere zwischen 1,5 und 3,0 . Das Kernplasma wird von zwei
Membranen begrenzt, die ca. 200 A auseinanderliegen und die peri-
nucleidre Zisterne bilden. Kernporen sind nur sparlich anzutreffen. Das
leicht granuldre und nicht sehr elektronendichte Kernplasma wird durch-
zogen von elektronendichtem Heterochromatin, ‘chromatin-like mate-
rial’: VICKERMAN & PRESTON (1970) (Abb. 3), das oft der inneren Kern-
membran entlang liegt. Das Endosom liegt in der Mitte des Kerns und
weist einen Durchmesser von 0,35-0,80 ;. auf.

Das Flagellum verldauft zum groBtenteil frei, doch fiir 3-5 4 im
Reservoir, einer Einstiilpung der Pellicula ins Zellinnere. Die freie
GeiBel enthalt innerhalb der Geilelmembran die 9 + 2-Fibrillenstruktur
sowie die ‘intraflagellar structure’ (IFS: ANDERSON & ELLIS 1965; FUGE
1969). Die Fibrillenstruktur besteht aus zwei zentralen sowie aus neun
peripheren Fibrillen, die aus den Subfibrillen A und B zusammenge-
setzt sind. Die IFS ist in der freien Geillel als Gitterstruktur neben dem
Axonem vorhanden. Sie besteht aus Filamenten, die in verschiedenen
Ebenen angeordnet sind. Beim Verlauf der Gei3el im Reservoir ist die
IFS rudimentdr vorhanden und im Querschnitt als dunkler Punkt oder
als schwach entwickelte Struktur zu erkennen (Abb. 4f).

Als Basalkorper bezeichnen wir den Beginn der 9 4 2-Fibrillen-
struktur, die unmittelbar vor dem Kinetoplasten liegt. Er wird begrenzt
durch zwei Septen, die sich von den peripheren Fibrillen nach dem
Zentrum des Basalkorpers erstrecken. Das hintere Septum ist ring-
formig und oft schwer zu erkennen. Das vordere Septum ist gebogen
und wird von den zentralen Fibrillen durchbrochen, die kurz dahinter
in der Basalplatte enden (Abb. 2, 4c, 8). Die peripheren Fibrillen tei-
len sich posterior vom hinteren Septum in drei Subfibrillen und bilden
so die ‘triplets’. Im Querschnitt sind sie leicht spiralig angeordnet
(Abb. 4 a). Die Geilelmembran geht auf der Hohe des Basalkorpers
in die Reservoirmembran iiber. Der Raum zwischen dem Flagellum
und der eingestiilpten Pellicula wird als Reservoir bezeichnet (Abb. 2).
Es wird bei den Trypanosomen als Aufnahmeort fiir Nahrungsstoffe
angesehen. Diese Aufnahme kann durch Pinocytose durch die Reser-



Brun, Ultrastruktur und Zyklus von Herpetomonas muscarum , , . 231

voirmembran ins Cytoplasma erfolgen (GEiGY et al. 1970; STEIGER
1973). Eine solche Pinocytose konnte bei H. muscarum nie beobachtet
werden. Der Feinbau von Trypanosomengeifleln wurde von KLEIN-
SCHMIDT & ScHLEICH (1951) untersucht.

Unmittelbar hinter dem Basalkdrper liegt der Kinetoplast. Er stellt
einen speziellen Teil des Mitochondriums dar mit einer Konzentration
von mitocchondrialer DNS (MUEHLPFORDT 1963, 1964 ; STEINERT 1964).
Er wird begrenzt durch zwei Mitochondriumsmembranen. Die DNS
liegt in Langsfibrillen vor, die einen stdbchen- bis birnenférmigen
‘kinetonucleus’ (INok1 et al. 1971) bilden (Abb.2, 5-8). Die DNS-
Fibrillen sind an zwei ‘basement plates’ (INOKI1 et al. 1971) befestigt
und verlaufen longitudinal, wobei sie untereinander vernetzt erschei-
nen (Abb.S5). Die vordere ‘basement plate’ ist immer groBer als die
hintere, da beim Anschwellen des Kinetoplasten vor allem die vordere
Platte an Grofle zunimmt. Die Liange der DNS-Fibrillen betragt 1,56
+ 0,03 «, die Breite kurz hinter der vorderen ‘basement plate’ 0,67—
1,30 « (die groBte Breite wird kurz vor der Kinetoplastteilung erreicht).
Zwischen der DNS und der Doppelmembran des Mitochondriums liegt
die Mitochondriumsmatrix mit vereinzelten, kurzen Cristae.

Die Teilung des Kinetoplasten ist eine Lingsteilung. Die Verdoppe-
lung des Flagellums erfolgt jeweils kurz nach einer abgeschlossenen
Zellteilung (Fig. 1, 2), so dal} die Zelle im Ruhestadium zwischen zwei
Teilungen bereits zweigeiBlig vorliegt. Vor der Teilung schwillt der
Kinetoplast am Vorderpol an; die vordere ‘basement plate” wird ver-
grofert (Abb. 6). Hier setzt auch die Teilung der DNS ein. Die vordere
‘basement plate’ teilt sich, danach werden die DNS-Fibrillen durchge-
spalten (Abb. 7, 8). Dieses Durchtrennen erfolgt nicht symmetrisch,
sondern einseitig (Abb. 9b,c). Dies zeigt eine Reihe von Querschnitten
(Abb. 9 a—f). Das den ‘kinetonucleus’ umgebende Mitochondrium wird
erst nach beendeter Teilung der DNS durchgetrennt.

Das Mitochondrium erstreckt sich vor allem im Zellteil hinter dem
Kinctoplasten. Es ist leicht verzweigt und netzformig entwickelt; die
einzelnen Aste verlaufen meist der Pellicula entlang. Die Matrix ist
maBig elektronendicht und weist regelmafig tubuldre Cristae auf. Vom
Kinetoplasten aus erstrecken sich ein oder zwei zum Teil verzweigte
Mitochondriumsdste neben dem Reservoir gegen den Vorderpol der
Zelle. Die einzelnen Aste haben einen Durchmesser von 0,1-0,3 .

Der Golgi-Apparat oder Golgi-Komplex (‘parabasal body’: GRrim-
STONE 1959) liegt zwischen dem Kern und dem Kinetoplasten. Er be-
steht aus ilibereinandergeschichteten Zisternen, die sich peripher etwas
erweitern und Vesikel abschniiren (Abb. 12). Eine Zisterne erscheint
im Querschnitt als ein Kanilchen von 150-200 A mit einer Linge von
0,65-1,10 . Die Zahl der Zisternen liegt zwischen 6 und 10. Die
Zahl der abgeschniirten Golgi-Vesikel ist unterschiedlich, ebenso die
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GroBe der Vesikel; die kleinsten messen ca. 400 A, die groBten etwa
0,4 x. Durch Invagination konnen Vesikel mit einer Doppelmembran
entstehen (Abb. 10). Vereinzelte ‘multivesiculate bodies’ (mvb) liegen
manchmal in der Nahe des Golgi-Apparates. Sie scheinen in Lysosomen
(Abb. 10 inset) iiberzugehen. Das Endoplasmatische Reticulum (ER)
ist nur schwach entwickelt und erstreckt sich liber den gesamten Be-
reich der Zelle. Das rauhe oder granulire ER (rER) ist im Quer-
schnitt als mit Ribosomen besetzte Schlauche von ca. 300 A Durch-
messer zu finden. Es bildet manchmal iiber 1, lange Zisternen, die
oft der Pellicula entlang laufen. Das glatte oder agranuldire ER (SER)
tritt als Schlduche und Blischen auf.

Beide Typen des ER kommen im Bereich des Golgi-Apparates, also
zwischen Kern und Kinetoplast, etwas hdufiger vor als im iibrigen Cyto-
plasma. Diese Zone mit dem Golgi-Apparat, dem ER und lysosomalen
Strukturen wurde als GERL beschrieben (NovIKOFF et al. 1971).

Lipideinschliisse (Abb. 13) sind iiber das ganze Cytoplasma verteilt.
Es sind membranlose, kugelige Tropfchen von 0,15-0,35 ;¢ mit einer
maBigen Elektronendichte. Oft sind sie ausgewaschen, so daf3 sie im
Diinnschnitt als runde Locher hervortreten.

‘Peroxisome-like organelles’ (VICKERMAN 1969a), identisch mit
‘dense bodies’ (VICKERMAN 1971) und ‘microbodies’ (RHODIN 1954),
sind ein sehr hdufiger Bestandteil des Cytoplasmas. Sie kommen in der
ganzen Zelle vor, sind aber in der GERL-Zone hidufiger anzutreffen.
Ihre Form ist kugelig bis linglich bei einem Durchmesser von 0,25-
0,60 « (Abb.9e, 13, 14). Sie sind von einer Membran begrenzt und
enthalten eine fein granulierte Matrix, die manchmal einen Kkristall-
formigen Innenkorper enthélt (Abb. 14). Sofern die einfache Membran
nicht sicher festgestellt werden kann, ist es nicht leicht, die ‘peroxisome-
like organelles’ von Lipidvakuolen oder vom Mitochondrium zu unter-
scheiden.

Lysosomen (Abb. 10 inset) sind nur selten vorhanden, aber immer
in der Nihe des Golgi-Apparates; nach dem Kontrastieren mit Blei-
citrat weisen sie oft einen flockigen Inhalt auf.

Freie oder zu Gruppen formierte Ribosomen sind regelmiBig im
ganzen Cytoplasma verteilt, ebenso dem rER entlang.

Im hinteren Teil des Flagellaten sind oft Symbionten anzutreffen.
Dabei handelt es sich um Bakterien oder rickettsiendahnliche Organismen
von stabchenformiger Gestalt mit einer Lange von ca. 1 ¢ und einem
Durchmesser von 0,25-0,50 4. Sie liegen meist in einer Gruppe von
3—6 Organismen zusammen (Abb. 16, 19).

Die bakterienidhnlichen Mikroorganismen konnen in zwei Gruppen
unterteilt werden, die normalerweise nicht in derselben Fliege vorkom-
men. Dabei kann aber die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden,
daf3 es sich um dieselbe Art handelt. Die erste Gruppe von Mikro-
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organismen weist eine ca. 140 A dicke Zellwand auf. Zwei Schichten
von Doppelmembranen werden nacheinander darum gebildet, wobei
sich die innere in Tubuli unterteilt (Abb. 17, 19). Diese Membranen
sind mit sER zu vergleichen und werden vermutlich vom Cytoplasma
des Flagellaten gebildet. Neben glatten Membranen kdnnen auch Mito-
chondriumsiste den Mikroorganismus umhiillen (Abb. 18). Die zweite
Gruppe von Mikroorganismen weist keine Zellwand auf und ist von
einem lytischen Hof umgeben (Abb. 15, 16). Die einzelnen Symbionten
sind durch ER oder Teile des Mitochondriums verbunden. Ob es sich
dabei um eine bloBe Anlagerung handelt, oder ob die Membranen
ineinander iibergehen, konnte nicht eindeutig festgestellt werden.

Zellteilungen sind sehr héaufig. Im Anschlufl an eine abgeschlossene
Teilung wird ein neuer Basalkorper aufgebaut und wichst zur neuen
GeiBlel aus. Nach dieser Verdoppelung der Geif3el tritt eine Ruhepause
ein. Zu Beginn der nachsten Teilung wird die Zelle verbreitert und der
Kinetoplast schwillt etwas an. Der Kern teilt sich, wobei die Spindel-
fasern nicht so deutlich hervortreten wie bei der cercoplasmatischen
Form von «H. mirabilis». Die Teilung des Kinetoplasten kann vor oder
nach der Kernteilung erfolgen. Dabei wird das Mitochondrium wahr-
scheinlich nicht symmetrisch geteilt, sondern zuféllig und durch spéteres
Auswachsen auf die endgiiltige GroBe erweitert. SchlieBlich trennt sich
die Zelle beim Reservoir beginnend ldngs durch.

b. Kulturform

Das Kultivieren von H. muscarum fiihrt zu einer von der promasti-
goten Mitteldarmform stark verschiedenen Form. Diese zeigt gegen-
tiber der Fliegenform eine andere Ultrastruktur, aber auch andere
Dimensionen der Zelle sowie eine neue Kern-Kinetoplast Relation. Der
Kinetoplast kann vor oder hinter dem Kern liegen; von promastigoten
bis opisthomastigoten Formen sind alle Zwischenstadien vorhanden.
Dies wurde schon von CLARK (1959) beschrieben. Die Zelle ist gegen-
iiber der Fliegenform stark verkiirzt; die Linge liegt zwischen 10 und
15 u (durchschnittlich 12 x), die Breite um 2 y (Fig. 3, 3). Das Vorder-
und Hinterende der Zelle ist abgerundet, besonders bei den opistho-
mastigoten Formen, die etwas kiirzer sind als die promastigoten Formen.

Der oval bis langliche Kern liegt in der Mitte der Zelle; seine Linge
betrdgt 1,5-3,0 u, die Breite 0,7-1,0 u (Abb. 20-24). Die GroBe und
der innere Aufbau stimmen mit der Mitteldarmform iiberein, doch ist
der Kern der Kulturform weniger verzweigt und erscheint deshalb
runder.

Je nach der Lage des Kinetoplasten verlduft die Gei3el in einem
mehr oder weniger langen Reservoir. Liegt der Kinetoplast am hinte-
ren Zellende (opisthomastigote Form), so zicht sich die Geiel im
engen Reservoir am Kern vorbei zum Vorderende, wo sie die Zelle
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verlaBt. Flagellum und Basalkorper zeigen bis auf die ‘intraflagellar
structure’ den bekannten Aufbau. Bei der Fliegenform liegt die IFS
in der freien Geifel neben dem Axonem innerhalb der Geilelmembran;
beim Verlauf im Reservoir ist sie als Anlage vorhanden. Bei der Kultur-
form hingegen wird in der freien Geifel keine IFS gebildet. An ihrer
Stelle liegt im Querschnitt ein dunkler Punkt (Abb. 20).

Der Kinetoplast unterscheidet sich wesentlich vom Kinetoplasten
der Fliegenform. Die DNS bildet eine Scheibe (flacher Zylinder), die
in einem oft stark erweiterten Mitochondriumsteil liegt. Die leicht ovale
Scheibe hat einen Durchmesser von 0,42-1,25 4 und eine ziemlich kon-
stante Hohe von 0,25 u (Abb. 24, 26, 28).

Mikrodensitometrische Untersuchungen der DNS nach Ultrazentri-
fugation in einem CsCl-Gradienten ergaben fiir die Kinetoplast-DNS
eine Dichte von 1,698 g/ml und fiir die Kern-DNS 1,719 g/ml. Die
DNS des Kinetoplasten besteht aus ‘circles’ von 0,78 u (dieses Resul-
tat wurde in Zusammenarbeit mit G. Riou und E. Delain erhalten).
Der Kinetoplast setzt sich aus solchen ‘circles’ zusammen, die parallel
zur Liangsachse der Zelle angeordnet sind. Nimmt man an, daB} die
‘circles’ einem Kreis entsprechen, so kommt man aufgrund der Linge
von 0,78 u rechnerisch auf einen Durchmesser von 0,25 u. Dieser Wert
entspricht genau der Hohe der DNS-Scheibe. Man kann daraus schlie-
Ben, daB der Kinetoplast aus mehreren Reihen dieser ‘circles’ aufge-
baut ist, wie das fiir Trypanosoma cruzi (BRACK 1968; DELAIN & Riou
1969) beschrieben worden ist. In einem Schnitt parallel zur Langsachse
der Zelle erscheint die DNS als Rechteck (Abb. 24), im Querschnitt
als eine Scheibe (Abb.25). Die Doppelschleifen liegen parallel zur
Langsachse des Flagellaten (Abb. 23). Auf der dem Basalkorper zu-
gewandten Seite liegt ca. 150 A iiber der DNS-Struktur eine 250 A dicke
Platte von elektronendichtem Material (Abb.24), die nur schwach
sichtbar ist. Die DNS-Struktur des Kinetoplasten liegt oft in einem
erweiterten Mitochondriumsfeld, das sich posterior und/oder lateral
ausdehnt (Abb. 20, 24, 26). Dieses Mitochondriumsfeld weist wenig
tubuldre Cristae und vereinzelte Tubuli auf; die Matrix ist nicht sehr
elektronendicht. Gegen die Geillelbasis ist der Abstand von den DNS-
Fibrillen zur Doppelmembran des Mitochondriums ziemlich konstant
und betrigt 0,1 u.

Das restliche Mitochondrium besteht aus einzelnen Asten, die sich
vom Kinetoplasten aus in beide Richtungen der Langsachse ausdehnen.
Sie weisen tubuldre Cristae auf, die dichter angeordnet sind als im
Kinetoplastbereich. Zwischen Kinetoplast und Kern findet man manch-
mal einen stark erweiterten Mitochondriumsteil, der von Membranen
durchsetzt ist (Abb. 26, 33).

Der Golgi-Apparat liegt neben dem Kinetoplasten oder etwas davor
auf der Hohe des Basalkorpers. Die 5-8 parallel zur Liéngsachse der
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Zelle verlaufenden Zisternen sind 0,75-1,30 4 lang (Abb. 30, 33, 34).
In der Niahe liegen abgeschniirte Golgi-Vesikel von 300-1000 A Durch-
messer (Abb. 30, 34). Durch Invagination konnen Vesikel entstehen,
die von einer Doppelmembran umgeben sind. Neben den Golgi-Vesi-
keln findet man regelméBig ‘multivesiculate bodies’ (Abb. 32). Diese
von einer Membran umgebenen kugeligen Korper von 0,20-0,35 u
enthalten Bldschen, die in der GroBle den Golgi-Vesikeln entsprechen.

Das rER erstreckt sich iiber das ganze Cytoplasma und erscheint im
Diinnschnitt als mit Ribosomen besetzte, oft iiber 1 x lange Kanile.
Peripher der Pellicula entlang trifft man ldngere Kanile als im zentralen
Cytoplasma.

Das sER ist besser entwickelt als das rER und setzt sich aus kurzen
Tubuli und Blidschen von verschiedener Grof3e zusammen. Diese zeigen
keine erkennbare Orientierung und sind im ganzen Cytoplasma vor-
handen, jedoch in vermehrtem MaBe in der GERL-Zone (Abb. 34).

Die Lipideinschliisse sind regelmidBig in der ganzen Zelle verteilt
(Abb. 34). Die kugeligen Tropfchen messen 0,15-0,65 ¢ im Durch-
messer. Sie sind nicht von einer Membran begrenzt, zeigen aber nach
Osmiumfixierung oft einen verstirkten Kontrast an der Peripherie,
was mit einer Membran verwechselt werden konnte (FAWCETT 1966).

Die ‘peroxisome-like organelles’ sind membranbegrenzte, kugelige
Einschliisse im Cytoplasma. Ihre GroBe liegt zwischen 0,2 und 0,5 u
(Abb. 26, 31, 32). Ihr Inhalt erscheint fein granuldr, manchmal eher
flockig. Sie sind iiber die ganze Zelle verteilt. Membraneinschliisse, wie
sie bei der langen Blutform von 7. brucei (STEIGER 1973) vorkommen,
konnten nie beobachtet werden.

Bei der Teilung wird als erster Schritt die Geilel verdoppelt. Die
Kulturform liegt im Gegensatz zur Mitteldarmform in der Ruhephase
zwischen zwei Teilungen eingeifllig vor. Der Kinetoplast verbreitert
sich, wobei die DNS-Scheibe einen maximalen Durchmesser von 1,30 u
erreichen kann. Dann teilt sich der Kern quer zur Langsachse der
Zelle. Nach der Teilung des Kerns wird die DNS-Scheibe des Kineto-
plasten geknickt (Abb.27) und quer geteilt (Abb.28), anschlieBend
schniirt sich das Kinetoplast-Mitochondrium durch. Die beiden Kineto-
plasten streben auseinander und das Cytoplasma der Zelle teilt sich
(Abb. 28, 29).

2. «Herpetomonas mirabilis»

a. Cercoplasmatische Form

Die cercoplasmatischen Formen sind mit der umgeformten Geilel
ans Enddarmepithel der PR angeheftet (Abb. 35, 36). Aufgrund der
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Kern-Kinetoplast Beziehung sind es promastigote Formen; ihr Vorder-
pol ist aber angeschwollen und das Hinterende stark verldngert (Lénge
der Zelle bis 150 u).

Der Kern liegt gewohnlich im vorderen Zellabschnitt, ca. 5-10 u
vom Vorderpol entfernt. Er ist kugelig bis langlich (groBerer Durch-
messer 1,2-2,5 u), bei noch nicht ausgewachsenen Formen langgezogen
(3-5 «) und in der Mitte der Zelle lokalisiert. Das Kernplasma zeigt
nur wenig Heterochromatin, das der Kernmembran entlang gelagert
ist sowie um das nur schwach erkennbare Endosom. Die Kerne sind
oft aktiv, was sich an haufigen Kernteilungen zeigt. Vor der Teilung
verschwindet das Heterochromatin und es werden ca. 20 ‘spindle-
microtubules’ sichtbar (Abb. 38). Die meisten liegen im Zentrum des
Kerns, doch kommen einzelne auch in der Nihe der Kernmembran vor
(Abb. 38). BiancHI et al. (1969) fanden im Kern von Leishmania tro-
pica 8 parallel laufende Mikrotubuli.

Der Kern verbreitert sich vor der Teilung quer zur Lingsachse der
Zelle. Die Spindeln verlaufen dabei nur mehr oder weniger parallel
(Abb. 40). Der verldngerte Kern schniirt sich in der Mitte durch, wah-
rend an der Peripherie bereits wieder Heterochromatin auftritt (Abb. 41).

Das Flagellum verlduft max. 3 x im Reservoir im Innern der Zelle.
Eine freie Geillel ist meist nicht vorhanden; sie ist unter Verlust des
Axonems und der IFS zu einem Anheftungsapparat umgebaut. Die
GeiBel verbreitert sich beim Verlassen des Reservoirs zu einer klum-
penférmigen Masse, die ans Darmepithel angeheftet ist (Abb. 42). Die
GeiBelmembran bleibt dabei erhalten und steht auf einer Fliche von
3-4 «* mit dem Enddarmepithel in Kontakt. Zwischen Darmepithel
und Geifelmembran ist ein Abstand von 200-500 A. Unter der GeiB3el-
membran liegt eine ca. 100 A breite, helle Schicht, gefolgt von einer
300-350 A breiten, elektronendichten Zone (Abb. 42). Von dieser Zone
erstrecken sich rechtwinklig Filamente ins Innere der Geifel, die jedoch
nur schwach zu erkennen sind. Die GeiBlel ist durch eine hemidesmoso-
male Bindung an das Darmepithel angeheftet. Eine dhnliche Anheftung
wurde bei C. fasciculata (BROOKER 1971b) im Anopheles-Darm ge-
funden. Das Innere der zu einem Klumpen erweiterten Gei3el besteht
aus einer flockigen, amorphen Masse (‘intraflagellar area’: MOLYNEUX
1969). Die GeiBelstrukturen (Axonem und IFS) ragen in diese Masse
hinein und enden plotzlich (Abb. 42). Die beiden zentralen Fibrillen
bilden an dieser Stelle einen dunklen, knopfartigen Korper (Abb. 43).
Am vorderen Teil des Reservoirs verbreitert sich die GeiBBel, wobei es
zu einem Kontakt zwischen der Geielmembran und der Reservoir-
membran kommt. An dieser Stelle werden kurze, ringformig ums Re-
servoir verlaufende Desmosomen ausgebildet (Abb. 42). Ahnliche
Desmosomen fand BROOKER (1970, 1971b) bei C. fasciculata. Desmo-
somen treten auch zwischen nebeneinanderliegenden, angehefteten Gei-
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Beln auf (Abb. 36). In ihrem Bereich erweitert sich der interzelluldre
Spalt auf ca. 300-400 A, der durch eine Membran unterteilt ist. Beid-
seitig ca. 100 A unterhalb der GeiBelmembran liegt eine 200-250 A
dicke, elektronendichte Schicht. Dieselben Desmosomen treten auch
zwischen angehefteten und freien (normalstrukturierten) Geileln auf
(Abb. 42 inset).

An der Anheftungsstelle der Geif3el ans Enddarmepithel sind regel-
miBig Pinocytosebldschen zu beobachten (Abb. 42, 44, 45). Invagina-
tion der Geiflelmembran fiihrt zu kleinen Bldschen, die noch von der
unter der Geilelmembran liegenden, elektronendichten Zone umgeben
sind (Abb. 42). Diese Pinocytosebldschen nehmen meist noch an GroBe
zu, wobei die elektronendichte Zone dann verschwindet. Die groBeren
Blaschen enthalten fast immer lamellen- oder membranartige Strukturen
(Abb. 44, 45). Es scheint so, als ob kleinere Bldschen zu groBeren ver-
schmelzen wiirden, was dann zu Blasen von iiber 1y Durchmesser
fiihren kann. Nach dem Ablosen von der Geiflelmembran liegen diese
Blaschen frei in der ‘intraflagellar area’.

Der Kinetoplast liegt im verbreiterten vorderen Zellteil ca. 2-3 u
vom anterioren Pol entfernt. Die DNS bildet eine leicht gekriimmte
Scheibe, die konkave Seite gegen den Basalkorper gerichtet (Abb. 46).
Zwischen dem Basalkdrper und der Mitochondriumsdoppelmembran
des Kinetoplasten liegt ein Zwischenraum von 0,1 x. Die DNS-Scheibe
weist eine Dicke von 0,146 + 0,005 x auf; sie ist aus vielen Reihen
von ‘circles’ zusammengesetzt (vgl. 7. cruzi, BRAck 1968). Im Quer-
schnitt ist sie kreisformig bis oval mit einem kleineren Durchmesser
von ca. 0,8 » und einem groBeren Durchmesser von 0,8-1,6 u (ver-
einzelte Werte bis 2,3 u). Der grofite Durchmesser wird vor der Teilung
erreicht, wo der Kinetoplast stark in der Breite zunimmt. Auf der kon-
kaven Seite der DNS liegen im Mitochondrium nur sehr wenig tubulire
Cristae, wihrend sie auf der konvexen Seite sehr haufig sind (Abb. 46).
Der Mitochondriumsanteil hinter der DNS ist etwas groBer als auf der
Vorderseite, doch nur selten so ausgedehnt wie bei der Kulturform von
H. muscarum. Vor der Kinetoplastteilung wird die DNS-Scheibe auf
den doppelten Wert verbreitert. Der Kinetoplast wird geknickt und
bildet einen stumpfen Winkel. An dieser Stelle erfolgt die Trennung
der DNS, gefolgt von einer Durchschniirung des Kinetoplastmitochon-
driums.

Das Mitochondrium bildet ein wahrscheinlich zusammenhangendes,
stark verzweigtes Netz von einzelnen Asten, die vorzugsweise der Peri-
pherie entlang laufen. Der Mitochondriumsanteil des Kinetoplasten
steht damit in Verbindung. Vor dem Kinetoplasten nimmt das Mito-
chondrium stark zu und erreicht seine gro3te Ausdehnung am vorderen
Zellpol (Abb.47). Auf der Hohe des Reservoirs konnen im Quer-
schnitt bis zu 40 Mitochondriumsiste gezidhlt werden. Der Mitochon-
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driumsanteil am Cytoplasma liegt in dieser Region nicht selten iiber
509/y, meistens aber iiber 409/o. Hinter dem Kern nimmt die Dichte
des Mitochondriums langsam ab. Ins langgezogene, diinne Hinterende
der Zelle ziehen sich 1-2 Mitochondriumsiste, die aber vor dem Er-
reichen des Hinterendes aufhdren. Die einzelnen Mitochondriendste
haben einen Durchmesser von ca. 0,2 4. In der hellen Matrix liegen
maBig dicht tubulidre Cristae, die keine erkennbare Orientierung auf-
weisen. Sie sind teilweise bldaschenartig bis scheibenformig ausgebildet,
was sich an kreisférmigen Querschnitten der inneren Mitochondriums-
membran dullert (Abb. 47).

Der Golgi-Apparat ist auBergewohnlich stark ausgebildet und do-
miniert die Zone zwischen Kern und Kinetoplast (Abb. 51). Er liegt
oft neben dem Kinetoplasten oder auf der Hohe des Basalkdrpers
(Abb. 50). Es konnen zwei Golgi-Apparate vorhanden sein, die neben-
einander oder hintereinander liegen, wobei es sich um eine Teilungs-
phase handeln konnte. Die 5-9 Zisternen sind gewdhnlich iiber 1 u
lang, in vereinzelten Fillen sogar bis 3,5 4. An ihrer Peripherie er-
weitern sie sich und Vesikel von 0,04 bis 0,12 4 werden abgeschniirt
(Abb. 49, 51). Auch von einer Doppelmembran begrenzte Vesikel lie-
gen in der Nahe des Golgi-Apparates (Abb. 49, 51). ‘Multivesiculate
bodies’ sind immer mit der Golgi-Zone assoziiert; sie sind von einer
Membran begrenzt und messen 0,15 bis 0,45 4 im Durchmesser. Sie
enthalten je nach GroBe bis iiber 100 Bldschen in der GréBe der klein-
sten Golgi-Vesikel (Abb. 49, 51).

Das ER ist recht gut ausgebildet. Das rER bildet einige langliche
Zisternen, die im Schnitt als Kanile erscheinen (Abb.49). Das sER
iiberwiegt quantitativ das rER und tritt als Tubuli und Bléschen auf.
Es ist in der GERL-Zone stiarker konzentriert als im iibrigen Zell-
bereich.

Lipideinschliisse kommen in der ganzen Zelle in Form von Tropf-
chen vor (Abb. 41, 50). Sie sind von kugeliger Gestalt und messen
0,2 bis 0,5 4 im Durchmesser. Sie sind nicht membranbegrenzt und
durch die Osmium-Fixierung nur schwach geschwirzt. Zwischen Kern
und Kinetoplast sind sie in groBerer Zahl vorhanden als im restlichen
Cytoplasma.

‘Peroxisome-like organelles’ (Abb. 49, 50, 51) sind im ganzen Cyto-
plasma verteilt, am hdufigsten aber in der GERL-Zone. Sie sind kugelig
bis linglich bei einem Durchmesser von 0,1 bis 0,3 x. IThre Matrix
ist relativ elektronendicht (starker osmiophil als Lipideinschliisse und
Mitochondrium); ein kristalliner Innenkorper ist nur selten zu er-
kennen.

Lysosomen sind selten, treten aber vereinzelt in der GERL-Zone
auf. Dabei handelt es sich vermutlich um ehemalige ‘multivesiculate
bodies’, deren Inhalt stirker konzentriert wurde.
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Vor der Zellteilung wird der Kinetoplast verbreitert, der mehr oder
weniger langliche Kern kugelig. Der Vorderpol der Zelle schwillt an,
gleichzeitig oder kurz danach teilt sich der Kinetoplast. SchlieBlich wird
die Zelle von der Anheftungsstelle her durchgetrennt. Dabei ist es mog-
lich, daB neu auswachsende Geieln nicht von der alten Geillel ge-
trennt werden, so daB3 nach weiteren Teilungen mehrere Axoneme in
derselben Geillelmembran liegen konnen. Die einzelnen Axoneme sind
dabei isoliert in der ‘intraflagellar area’ (Abb. 48). Denselben Vorgang
beschrieb MOLYNEUX (1969) bei T. lewisi im Rektum von Nosopsyllus
fasciatus.

b. Opisthomastigote Form

Die opisthomastigoten Formen kommen in der PR neben den cerco-
plasmatischen Formen vor, sind aber nicht am Enddarm angeheftet.
Sie sind frei im Lumen vorhanden, ca. 15 i lang und s-férmig gewun-
den. Der Kinetoplast liegt am hinteren Zellende; dort beginnt auch die
Geilel, die im langen Reservoir durch die ganze Zelle verlduft. Es
ist keine undulierende Membran vorhanden.

Der Kern liegt in der Zellmitte; er ist langgestreckt und zeigt einen
ovalen Querschnitt (Abb. 52, 57). Seine Linge betrigt mehrere u, sein
kleinerer Durchmesser 0,4-0,5 y, sein groBBerer Durchmesser 0,7-1,3 n.
Nicht selten sind 2 Kerne oder Kernstiicke pro Zelle vorhanden
(Abb. 57). Diese liegen gewohnlich hintereinander, sie kdnnen sich aber
auch etwas iiberlappen (Abb. 55, 57). Das Kernplasma ist flockig und
an der Peripherie mit einer diinnen Schicht Heterochromatin besetzt.
Ein Endosom konnte nie beobachtet werden.

Die Geillel hat ihren Ursprung im Basalkorper, der kurz vor dem
Kinetoplasten liegt. Sie zieht sich im engen Reservoir durch die ganze
Zelle zum Vorderpol, wo sie die Zelle verldaBt. Die IFS entsteht kurz
nach dem Basalkorper. Sie ist somit bereits im Zellinnern ausgebildet
und nicht erst in der freien Geiel. Einzelne Pellicula Tubuli, die dem
Reservoir entlang laufen, konnten nicht beobachtet werden.

Der Kinetoplast liegt am posterioren Zellende. Die DNS bildet drei
iibereinanderliegende Schichten von ‘circles’ (Abb. 56). Jede Schicht ist
0,15-0,17 u dick und weist einen Durchmesser von 0,6-0,9 « auf; zu-
sammen ergeben sie einen kugeligen Kinetoplasten. In seiner Liangs-
achse miBt er 0,5 x bei einer Breite von 0,65-1,00 x. Im Kinetoplast-
mitochondrium sind vor allem auf der posterioren Seite tubulédre Cristae
ausgebildet (Abb. 56). BRACK (1968), MEYER (1968), SaNABRIA (1970)
fanden bei T. cruzi einen analog aufgebauten Kinetoplasten.

Das Mitochondrium bildet ein leicht verzweigtes Netz von einzel-
nen Asten, das beim Kinetoplasten beginnt. Die einzelnen Aste haben
einen Durchmesser von ca. 0,2 x und erstrecken sich vom posterioren
Ende bis zur Austrittsstelle der GeiBel. Pro Querschnitt sind jeweils
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zwei bis mehrere Aste getroffen. Die innere Membran bildet zwei
Cristae-Typen; am hdufigsten findet man tubuldre Cristae, daneben
etwas seltener kugelige Membraneinstiilpungen. Die fein granuldare Ma-
trix ist in allen Zellabschnitten stark mit diesen beiden Cristae-Typen
besetzt.

Der Golgi-Apparat ist schwach entwickelt; er besteht aus 3—4 Zister-
nen (ca. 0,5 4 lang) und einigen Golgi-Vesikeln (Abb. 52, 54). Er
liegt gewohnlich zwischen Kinetoplast und Kern, kann sich aber auch
auf der Hohe des Kerns befinden.

Das ER ist nur schwach ausgebildet. Das rER zeigt sich im Ultra-
diinnschnitt als kurze, mit Ribosomen besetzte Kanidlchen. Das sER
bildet Schlduche und Bléschen, die aber nur spirlich vorhanden sind.
Eine Konzentration auf ein bestimmtes Gebiet der Zelle ist nicht zu
erkennen.

Lipideinschliisse sind regelm#Big im Cytoplasma verteilt (Abb. 52).
Ihre GroBe liegt zwischen 0,20 und 0,35 . Sie sind wenig osmiophil,
besitzen aber eine elektronendichtere Zone der Peripherie entlang.

Die ‘perioxisome-like organelles’ sind hdufiger im Cytoplasma an-
zutreffen als die Lipideinschliisse. Sie sind kugelig bis ldnglich mit einem
kleineren Durchmesser von 0,1 bis 0,2 i (Abb. 52, 55). Sie erscheinen
aufgrund ihrer kleineren Elektronendurchlassigkeit dunkler als die Li-
pide. Ein kristallformiger InnenkOrper ist nur ausnahmsweise zu er-
kennen.

Teilungsvorginge konnten nie beobachtet werden, ebensowenig das
Vorhandensein von zwei Geif3eln.

c. Ubergangsformen

Sowohl die cercoplasmatischen wie auch die opisthomastigoten For-
men entwickeln sich aus kleinen promastigoten Formen (Fig. 2, 6 + 7).
Diese sind ca. 15 u lang, besitzen einen langgestreckten Kern und einen
Kinetoplasten wie die opisthomastigote Form (dreischichtig, kugelig)
(Abb. 58). Ihre Ultrastruktur entspricht weitgehend derjenigen der
opisthomastigoten Form. Finzig das ER, der Golgi-Apparat und die
Lipideinschliisse sind besser entwickelt; zudem konnen sich diese For-
men teilen.

Die Transformation dieser promastigoten Ausgangsformen zu den
opisthomastigoten Formen besteht hauptsichlich in einer Kinetoplast-
verschiebung vom vorderen zum hinteren Zellpol (Abb. 58). Dabei
folgt die Geilel dem Kinetoplasten, ebenso der Golgi-Apparat. Die
Zelle verliert ihre gestreckte Form und wird leicht s-formig spiralisiert.
Die Membransysteme des Cytoplasmas werden zuriickgebildet, zudem
geht die Teilungsfahigkeit verloren.
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Die Entwicklung der promastigoten Ausgangsformen zu den cerco-
plasmatischen Formen ist mit groBen ultrastrukturellen Verdnderungen
verbunden. Der langgestreckte Kern erfahrt erst bei &lteren cercoplas-
matischen Formen oder vor Teilungen eine Veridnderung, indem er
sich abrundet. Mit zunehmender Grofle der Zelle verschiebt er sich
in den vordersten Zellteil, der in der Breite zunimmt. Die GeiBel, die
mit dem Enddarmepithel der PR in Kontakt kommt, wird umgebaut.
Zuerst wird die Geiflelmembran an die Cuticula des Darmes angeheftet,
wobei eine hemidesmosomale Bindung zustandekommt. Die Fibrillen-
struktur des Axonems wird von der Spitze her abgebaut. Dadurch wird
immer mehr Geilelmembran frei fiir die Schaffung einer noch groBeren
Anheftungsfliche. Dieser Vorgang fiihrt dazu, dal nach einer gewissen
Zeit die ganze PR vollstindig mit GeiBBeln besetzt ist, die liickenlos
aneinander anschlieBen. Auch der Kinetoplast erfihrt Verdnderungen,
indem die DNS-Fibrillen umgebaut werden. Der kugelige, dreischichtige
DNS-Korper geht in eine einschichtige Scheibe iiber. Dies vollzieht sich
folgendermaBen: die oberste, dem Basalkorper zugewandte Schicht von
‘circles’ beginnt auf einer Seite auszuwachsen (Abb. 59). Die dazu be-
notigten ‘circles’ werden den beiden unteren Schichten entnommen.
Dadurch wichst die oberste Schicht in die Breite, wihrend die beiden
unteren mehr und mehr zusammenschmelzen (Abb. 60). Uber diesen
Umbau im einzelnen kann nichts ausgesagt werden. Am Ende dieses
Vorgangs ist die DNS der drei Schichten des kugeligen Kinetoplasten
in der obersten Schicht vereinigt. Eine Neusynthese von DNS ist dabei
wohl nicht nétig, da das Volumen der DNS wihrend dieses Umbaus
ungefidhr konstant bleibt. Das Mitochondrium ist in der opisthomasti-
goten Form nur maBig entwickelt, ebenso bei der promastigoten Aus-
gangsform. Beim Ubergang zur cercoplasmatischen Form wichst das
Mitochondrium auBergewohnlich stark. Vor dem Kinetoplasten, im
Gebiet um das Reservoir, ist dieses Wachstum am auffilligsten. Auch
der Golgi-Apparat erfihrt eine VergroBerung, vor allem in Richtung
der Lingsachse der Zelle. Zwischen Kinetoplast und Kern kommt es zur
Ausbildung einer deutlichen GERL-Zone mit Golgi-Vesikeln, ‘multi-
vesiculate bodies’ und sER. All diese Zellelemente sind in der Aus-
gangsform nur spirlich vorhanden und werden bei der Umwandlung
zu den cercoplasmatischen Formen stark vermehrt.

3. Crithidia luciliae-Kultur

Die Kulturformen von C. luciliae unterscheiden sich kaum von den
Enddarmformen. Sie zeigen eine Tendenz, sich mit der Gei3el an
Partikel oder tote Formen anzuheften. Es ist auch moglich, daB sich
mehrere Flagellaten mit ihrer Geifel aneinanderheften, was zur Ent-
stehung von Rosetten fiihrt (Abb, 61). Die Formen sind nach der Ter-
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minologie von HOARE & WALLACE (1966) choanomastigot. Die Linge
der Zelle liegt zwischen 4,5 und 8,0 u, die Breite zwischen 2,5 und
4,0 u. Angeheftete, festsitzende Formen sind gedrungen, fast kugelig,
wihrend die freien Formen ldnger und schmiler sind.

Der Kern liegt im hinteren Zellabschnitt, in unmittelbarer Nahe des
Kinetoplasten (Abb. 61, 63). Er ist kugelig bis oval mit einem gréBeren
Durchmesser von 1,5-1,8 ;. Das Kernplasma des heterochromatischen
Kerns enthilt zentral das Endosom, einzelne zentrale, aber vor allem
der Kernmembran entlang liegende Anteile des Heterochromatins
(Abb. 62, 63).

Die Geif3el beginnt im Basalkorper, der kurz vor dem Kinetoplasten
liegt und erstreckt sich durch ein breites Reservoir. Die GeiBlel enthilt
das Axonem und eine rudimentdare IFS, die nie voll ausgebildet vor-
liegt (Abb. 65). Am Vorderende der Zelle verengt sich das Reservoir,
gleichzeitig schwillt die Geiel an. An dieser Stelle werden zwischen
der GeiBlelmembran und der Reservoirmembran Desmosomen gebildet
(Abb. 606). Eine entsprechende Desmosomenbildung wurde bei C. fasci-
culata beschrieben (BROOKER 1970, 1971b). Die GeiBel kann sich an
feste Partikel im Kulturmedium, an tote Formen oder an andere Gei-
Beln anheften. Dies fiihrt zu Rosettenbildungen, indem sich mehrere
Flagellaten mit ihren Geifleln aneinanderheften (Abb. 61). Wenn ein
solcher Kontakt zustande kommt, wird die freie GeiBlel wie bei den
cercoplasmatischen Formen von «H. mirabilis» zu einem Anheftungs-
apparat umgebaut (Abb. 66). An der Kontaktstelle liegt unterhalb der
GeiBBelmembran eine helle Schicht von ca. 100 A, gefolgt von einer
elektronendichteren Schicht von ca. 200 A. Von dieser Schicht aus
erstrecken sich Filamente ins Innere der Gei3el.

An der Basis des stark erweiterten Reservoirs liegt der scheiben-
formige Kinetoplast (Abb. 61, 63). Die DNS-Struktur hat einen Durch-
messer von 0,7 bis 1,0 » und eine Dicke von 0,14 y. Sie besteht aus
mehreren Reihen von ‘circles’, die im Mitochondrium eingebettet lie-
gen. Uber der DNS-Scheibe ist eine diffuse Platte von elektronendich-
tem Material zu erkennen (vgl. Kulturform von H. muscarum). Vor der
Teilung verbreitert sich die DNS-Scheibe auf ca. 1 4 und teilt sich quer
durch (Abb. 68). Die Mitochondriumsmatrix des Kinetoplasten enthilt
nur wenig tubuldre Cristae, die immer auf der posterioren Seite der
DNS liegen, wo der Mitochondriumsanteil auch groBer ist.

Das Mitochondrium bildet ein verzweigtes Netz von Asten, in das
auch der Kinetoplast eingebaut ist. Es ist recht dicht, in einzelnen Fillen
sogar @hnlich stark entwickelt wie bei der cercoplasmatischen Form
von «H. mirabilis». Die innere Membran bildet tubulidre Cristae und/
oder kugelige bis scheibenférmige Einstiilpungen, die recht zahlreich
anzutreffen sind (Abb. 64). Die Matrix ist fein granuldr und miaBig
elektronendicht.
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Der Golgi-Apparat (Abb. 61) ist unscheinbar und liegt neben dem
Kern oder etwas davor. Er besteht aus wenigen, flachen Zisternen und
einigen abgeschniirten Golgi-Vesikeln.

Das ER ist hingegen etwas besser entwickelt. Das sER ist haupt-
sachlich auf eine Stelle zwischen Kern und Reservoir beschriankt, wo
die Kanile sehr dicht liegen. Das rER bildet einzelne, flache Sicke
von ribosomenbesetzten Membranen, die im ganzen Cytoplasma anzu-
treffen sind.

Lipideinschliisse in Form von kugeligen Tropfchen (Durchmesser
0,3 bis 0,5 u) sind nicht sehr hiufig (Abb. 63).

‘Peroxisome-like organelles’ (Abb. 68) haben etwa die gleiche GroBe
wie die Lipideinschliisse, sind aber viel hiufiger im Cytoplasma vor-
handen. Ein kristalliner Innenkorper ist nur selten und schwach er-
kennbar.

V. Ubertragungsexperimente

In den untersuchten Fliegen konnten bei ca. 909/p im Mitteldarm
H. muscarum-Infektionen gefunden werden. Da eine transovarielle
Ubertragung der Flagellaten bei SchmeiBfliegen nicht vorkommt (Rou-
BAUD 1912; BECKER 1923; STRICKLAND 1925; BELLOSILLO 1937), muf}
bei den adulten Fliegen ein guter Ubertragungsmodus existieren. Es
besteht ferner die Moglichkeit, daB sich bereits die Larven infizieren
und die Infektion iiber das Puppenstadium bis zur Imago erhalten
bleibt. Um diese Frage abzukliren, wurden zu verschiedenen Zeit-
punkten dltere Larven (3-5 Tage alt) seziert, die in Tierkadavern ge-
funden wurden. Keine der untersuchten Larven war mit Flagellaten
infiziert. Im weitern wurden Larven mit infizierten Darmen gefiittert,
was zwar zu einer zeitlich begrenzten Anhdufung von Flagellaten im
Larvendarm fiihrte, aber nie zu etablierten Infektionen. Zur Kontrolle
wurden auch frisch geschliipfte Fliegen seziert, die sich jedoch aus-
nahmslos als nicht infiziert erwiesen.

Beim Saugen von Gewebesaft auf Fleisch geben die Fliegen regel-
maBig Kottropfchen ab; dasselbe erreicht man durch ein leichtes Zu-
sammenpressen des Abdomens. So erhaltene Kotproben wurden auf
einen Objekttriger gebracht, getrocknet, fixiert und mit Giemsa-Roma-
nowski gefarbt. Es zeigte sich, da neben Nahrungsresten und Bak-
terien auch begeilelte Flagellaten abgegeben werden. Neben lebenden
werden auch tote oder degenerierte Formen ausgeschieden. Pro Kot-
tropfchen konnten bis zu 50 000 Flagellaten gefunden werden. Amasti-
gote Formen oder Zysten konnten nie beobachtet werden.

Was fiir Formen kénnen nun im Kot gefunden werden? Im Falle
von H. muscarum werden die promastigoten Formen zahlreich ausge-
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schieden, ebenso die nicht immer im Mitteldarm vorhandenen opistho-
mastigoten Formen. Bei «H. mirabilis» sind es die freien opisthomasti-
goten Formen aus der PR, wihrend die cercoplasmatischen Formen nur
selten im Kot erscheinen, dann aber immer als absterbende, degene-
rierte Formen, die sich vom Epithel abgeldst haben. Bei C. luciliae
werden regelmiBig choanomastigote Enddarmformen ausgeschieden.

Um die Infektiositit der verschiedenen Formen priifen zu konnen,
wurden Darmformen in etwas NaCl-Losung reinen, frischgeschliipften
Fliegen angeboten. Mit promastigoten resp. opisthomastigoten Formen
von H. muscarum konnten reine Fliegen zu 1009/, infiziert werden
(nach 3 Tagen schon starke Infektionen im Mitteldarm). Bei einer Fliege
trat in diesem Experiment nach 7 Tagen eine «H. mirabilis»-Infektion
auf. C. luciliae ist noch stirker infektiGs, konnten doch bereits nach
24 h bei 1009/y der Fliegen starke Infektionen der Rektalampulle be-
obachtet werden. Die opisthomastigoten und cercoplasmatischen For-
men von «H. mirabilis» konnten in reinen Fliegen keine Infektionen
auslosen.

In einem weiteren Experiment wurden Darmformen von H. mus-
carum und C. luciliae auf ein Stiick frisch abgeschnittenes Fleisch ge-
bracht und fiir mehrere Stunden bei 10009/ Luftfeuchtigkeit isoliert
aufbewahrt. Danach wurde das Fleisch hungrigen, reinen Fliegen vor-
gesetzt, die nach einigen Tagen seziert wurden. Es zeigte sich, daB beide
Arten mindestens 16 h auf dem Fleisch liegenbleiben konnen, ohne
ihre Infektiositdt zu verlieren.

Aber auch die im Kot ausgeschiedenen Formen sind infektios, wie
mit dem folgenden Experiment gezeigt werden konnte: Ein Stiick
Fleisch wird wihrend 2 h zu infizierten Fliegen gebracht; die Fliegen
saugen daran und geben Kot (mit Flagellaten) ab. Danach wird das
Fleisch zu reinen Fliegen transferiert, die sich daran mit H. muscarum
und C. luciliae infizieren, nie aber mit «H. mirabilis». Ein entsprechen-
des Ergebnis erhielten wir beim Halten von infizierten (markierten)
und reinen Fliegen im selben Kifig (dieses Experiment wurde in Tororo
durchgefiihrt). Die urspriinglich reinen Fliegen wurden nach 4-13 Ta-
gen seziert, wobei 32 von 44 (72,7%/y) H.muscarum-Infektionen auf-
wiesen, 12 (27,3 /) C. luciliae-Infektionen. Eine Infektion der PR mit
«H. mirabilis» wurde dabei nie gefunden.

Die beschriebenen Versuche und Beobachtungen haben gezeigt, daB3
die H. muscarum- und C. luciliae-Infektionen durch begeielte Darm-
formen von Fliege zu Fliege iibertragen werden. Die Bildung von meta-
zyklischen Formen oder Zysten ist also nicht notwendig. Die Darm-
formen gelangen mit dem Kot auf Fleisch, wo sie bei giinstigen Ver-
hiéltnissen einige Stunden infektios bleiben, bis sie von reinen Fliegen
bei der Nahrungssuche aufgenommen werden. Bei «H. mirabilis» sind
die Darmformen aus der PR nicht infektios, auch werden wohl keine
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metazyklischen Formen gebildet (das Ausbleiben von «H. mirabilis»-

Infektionen in den beiden zuletzt genannten Versuchen spricht auch
dafiir).

VI. Infektionsversuche mit Kulturen
1. Herpetomonas muscarum-Kultur

Zur Isolation von H.muscarum wurden Fliegen verwendet, die
neben einer Infektion des endoperitrophen Raumes des Mitteldarms
keine anderen infizierten Darmabschnitte aufwiesen. Da zudem im
Mitteldarm endoperitroph nur H. muscarum vorkommt, wurde auf ein
Klonieren verzichtet. Die Fliege wurde mit Ather getotet, Fliigel und
Beine entfernt und 2 Minuten in einer 0,6 /o HgCl,-Losung duBerlich
desinfiziert. Nach 3maligem Waschen in steriler NaCl-Losung wurde
das Abdomen geoffnet und der Darm mit sterilen Instrumenten her-
ausprapariert. Aus dem Mitteldarm wurde die pM herausgezogen und
auf einem abgeflammten Objekttrager untersucht. Im Falle einer H. mus-
carum-Infektion wurde die pM in etwas steriler NaCl-Losung zerdriickt
und die Flagellatensuspension auf mehrere ‘universal bottles’ mit dem
fliissigen Kulturmedium verteilt. Die so erhaltene Kultur wurde spéter
licht- und elektronenmikroskopisch untersucht. Sie erwies sich als iden-
tisch mit einer H. muscarum-Kultur vom Molteno-Institute, Cambridge.
Mit der isolierten Kultur wurde in verschiedenen Experimenten ver-
sucht, reine Fliegen zu infizieren. Frisch geschliipfte Fliegen erhielten
am ersten Tag weder Futter noch Wasser, sondern nur mit kulturge-
trinkte Watte vorgesetzt. Vom zweiten Tag an wurden sie mit Wasser
und der Futtermischung gefiittert, nach 1-15 Tagen seziert. Dabei
konnte die urspriingliche Mitteldarminfektion nie gefunden werden.
Es traten aber «H. mirabilis»-Infektionen der PR auf.

In drei Versuchen konnten bereits nach 1-2 Tagen «H.mirabilis»-
Infektionen gefunden werden. Zwei Tage nach dem Verfiittern der
Kultur wurden immer nur cercoplasmatische Formen gefunden, die am
Darmepithel angeheftet waren. Nach 3-6 Tagen zeigte sich dann das
typische Bild einer «H. mirabilis»-Infektion mit angehefteten cerco-
plasmatischen Formen und freien opisthomastigoten Formen. Von 58
sezierten Fliegen in drei Experimenten waren 7 (12,19/o) mit «H. mira-
bilis» infiziert. Die zum Infizieren verwendeten Kulturen waren 2-3 Tage
alt und in der 3.-5. Passage. Drei dieser Infektionen wurden fixiert und
spater im Elektronenmikroskop untersucht. Die Ultrastruktur war iden-
tisch mit «H. mirabilis» aus gefangenen Fliegen.

Im endoperitrophen Raum des Mitteldarms konnten manchmal
amastigote Formen gefunden werden (Fig. 3, 2).
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2. Crithidia luciliae-Kultur

Zur Isolation von C. luciliae wurde ein infizierter Enddarm resp.
eine Rektalampulle einer Fliege verwendet, die keine Mitteldarmfor-
men von H. muscarum aufwies, aber auch keine «H. mirabilis»-Infek-
tion. Dadurch sollte eine Mischinfektion mit H. muscarum ausgeschlos-
sen werden konnen.

Das Infizieren reiner Fliegen mit dieser Kultur fiihrte bereits nach
24 h bei 1000/ der Fliegen zu starken Infektionen der Rektalampulle.
Diese Infektionen unterschieden sich nicht von C. luciliae-Infektionen
in wildgefangenen Fliegen.

3. «H. mirabilis»-Kultur

Mit dem verwendeten Medium gelang es nicht, sich vermehrende Kul-
turen von «H. mirabilis» zu erhalten. Brachte man cercoplasmatische
und opisthomastigote Formen aus der PR in unser fliissiges Medium,
dem pro ml 1 Tropfen Moskitoextrakt zugegeben wurde (WALLACE &
TobD, 1964), so starben die cercoplasmatischen Formen nach wenigen
Stunden ab. Die opisthomastigoten Formen konnten einige Tage iiber-
leben, doch traten weder Teilungen noch morphologische Verinderun-
gen auf. Wurden diese Formen an reine Fliegen verfiittert, so traten
keine Infektionen auf. Dieser Befund ist nicht iiberraschend, denn auch
die mit dem Kot ausgeschiedenen opisthomastigoten Formen sind ver-
mutlich nicht infektios.

VII. Diskussion

1. Ultrastruktur

a. Flagellum

Das Flagellum enthilt in der GeiBelmembran zwei Strukturen: das
Axonem und die IFS. Die Fibrillen des Axonems wurden von GRIM-
STONE & KrLuG (1966) untersucht, die IFS von FUGE (1969). Das
Axonem tritt immer als eine aus 20 Mikrotubuli bestehende Fibrillen-
struktur auf, wiahrend die IFS verschieden gut entwickelt sein kann.
Bei den Darmformen von H.muscarum und «H. mirabilis» ist die
IFS in der freien GeiBel als Gitterstruktur anzutreffen, wihrend die
Kulturformen von H. muscarum und C. luciliae keine ausdifferenzierte
IFS besitzen. An ihrer Stelle findet man im Querschnitt einen unter-
schiedlich groBen, osmiophilen Korper, der als Strang parallel zum
Axonem verlduft. Dadurch haben die Geifleln der Kulturformen eine
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kleinere Querschnittsfliche als die der Darmformen. Normalerweise
liegt die IFS bei Darmformen erst in der freien Geiflel als Gitterstruk-
tur vor. Im Reservoir ist sie als Anlage bereits zu erkennen, in der
Nahe des Basalkorpers als dunkler Strang, weiter anterior als kleine
Anlage der IFS. Bei der opisthomastigoten Form von «H. mirabilis» ist
die IFS bereits beim Verlauf der GeiBel im Reservoir voll ausge-
bildet vorhanden. Diese ungewohnliche Erscheinung erklart sich, wenn
man sich erinnert, wie diese Formen entstanden sind. Das im Reservoir
verlaufende GeiB8elstiick war in der promastigoten Ausgangsform ein
Teil der freien GeiBlel, bevor durch Riickwanderung des Kinetoplasten
die opisthomastigote Form entstanden ist. Die Kulturformen von T. co-
norhini (MILDER & DEANE 1967) und C. fasciculata (PAULIN 1969; KUSEL
et al. 1967) zeigen eine rudimentire IFS, die in der freien Geilel deut-
lich kleiner ist als z. B. in den Insektenformen von 7. lewisi (ANDERSON
& ELLis 1965; MOLYNEUX 1969), T.avium (BAKER & BIRD 1968) oder
Phytomonas elmassiani (PAULIN & MCGHEE 1971). Diese Beispiele
deuten darauf hin, daf3 die IFS bei Kulturformen nur rudimentéar aus-
gebildet wird, wihrend sie bei den Insektenformen als Gitterstruktur
vorliegt.

Die GeiBel kann neben ihrer Funktion als Bewegungsapparat auch
der Anheftung an ein Darmepithel oder in Kulturen an Festkdrper ver-
schiedener Art dienen. Die cercoplasmatischen Formen von «H. mira-
bilis» sind mit ihrer GeiBlel ans Enddarmepithel der PR angeheftet. An
der Anheftungsstelle, die eine hemidesmosomale Bindung darstellt,
findet durch Invagination der Geilelmembran Pinocytose statt. Es ist
moglich, da3 Material der Cuticula, die bei jungen Fliegen vermutlich
noch nicht fest gebildet ist, auf diese Weise aufgenommen wird. Da
der Weg der pinocytierten Bldschen in der ‘intraflagellar area’ nicht
weiter verfolgt werden kann, muB3 angenommen werden, daB sich die
Blédschen auflosen. Die dafiir bendtigten Hydrolasen konnten mit dem
pinocytierten Material in die Bldschen gelangt sein. Die so freigesetzten
Kohlenhydrate und Proteine konnen auf verschiedenen Wegen in den
Zellkorper gelangen. Der Transport durch die Geilel am Basalkdrper
vorbei bedingt das Uberwinden einer groferen Strecke, jedoch ohne das
Passieren von Membranen. Der Weg via Reservoir, das im vorderen
Teil eng ist, ware sehr viel kiirzer und benotigt wohl weniger Energie.
Dieses Problem kann nur mit Hilfe von Tracern geldst werden.

C. luciliae heftet sich im Enddarm und Rektum analog ans Epithel
wie «H. mirabilis». In der Kultur zeigen die Flagellaten eine Tendenz,
sich an feste Partikel, wie etwa tote Formen, anzuheften. Die Art der
Anheftung ist ultrastrukturell vollig identisch, ob sich die Formen an
ein Darmepithel oder an tote Formen in der Kultur anheften. Mehrere
Flagellaten konnen sich auch mit ihren Geifleln zusammenheften und
so eine Rosette bilden. Die Geifieln von C. luciliae und der cercoplasma-
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tischen Form von «H. mirabilis» bilden regelméBig am vorderen Teil
des Reservoirs Desmosomen zur Reservoirmembran. Diese Desmo-
somenbildung wurde bei L. costoris (WALLACE et al. 1965) und bei
C.fasciculata (KUSEL et al. 1967) gezeigt. BROOKER (1970) untersuchte
die Desmosomenbildung bei C. fasciculata sehr ausgiebig. Kurze Fila-
mente, die ihren Ursprung in den Kontaktstellen der Geiflel zur Reser-
voirmembran haben, erstrecken sich ins Cytoplasma des Flagellaten.
Dieselben Desmosomen fand BROOKER (1971b) auch bei den Darm-
formen von C. fasciculata in Anopheles gambiae. ANDERSON & ELLIS
(1965) beschrieben bei T. lewisi eine ‘atachment zone’ im Reservoir.
Dabei handelt es sich um Desmosomen zwischen Flagellum und Re-
servoirmembran, wobei die von der Reservoirmembran ausgehen-
den Filamente fehlen. Diese Desmosomen haben wahrscheinlich me-
chanische Funktionen, indem sie eine stirkere Verbindung zwischen
Geillel und Zellkorper bewirken. Die Anheftung von Flagellaten mit
der Geifel an ein Darmepithel oder an Partikel in Kulturmedien, wurde
auch fiir andere Trypanosomatiden beschrieben. T'.lewisi (MOLYNEUX
1969) zeigt eine dhnliche Anheftung ans Enddarmepithel wie die cerco-
plasmatische Form von «H. mirabilis», ebenso T. vivax in der Proboscis
von Glossina fuscipes (VICKERMAN, 1973). Bei der Zellteilung bei 7. le-
wisi werden die Geifleln oft nicht getrennt, so daB in einer Geil3elmem-
bran mehrere Axoneme und die damit verbundenen IFS vorliegen
konnen (vgl. Abb. 48). C. fasciculata heftet sich nach demselben Prin-
zip an das Enddarmepithel von Anopholes gambiae (BROOKER 1971 b).
Die von der Anheftungsstelle ausgehenden Filamente sind dabei sehr
auffillig. Nach einer Behandlung mit Wasser 10sen sich die angehefte-
ten Flagellaten vom Darmepithel. Dabei treten durch Invagination der
GeiBelmembran Vesikel auf, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit
gefunden wurden. Sie werden aber nicht als Pinocytosebldschen ge-
deutet, sondern als erster Schritt der Ablosung vom Darmepithel durch
Reduktion der Anheftungsfliche. Bei Kulturformen konnte BROOKER
(1971 a) zeigen, daB sich die Flagellaten von C. fasciculata an Millipor-
filter anheften, die wahrend vier Tagen auf der Oberflaiche des Kultur-
mediums schwammen. Die Anheftungsart war dabei dieselbe wie im
Miickendarm.

Desmosomen werden aber nicht nur zwischen GeiB3elmembran und
Darmepithel gebildet, sie konnen auch zwischen benachbarten, ange-
hefteten Geifleln auftreten (Abb.36), oder zwischen angehefteten und
freien Geifleln (Abb.42 inset).

b. Kinetoplast

MUEHLPFORDT (1963, 1964) untersuchte die Ultrastruktur des Ki-
netoplasten bei verschiedenen Trypanosomatiden sowie seine Be-
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ziehung zu anderen Zellorganellen. Dabei zeigte es sich, daB der
Kinetoplast ultrastrukturell keine Beziehung zum Flagellum hat und
funktionell zum Mitochondrium gehort. Der Kinetoplast ist bei den
verschiedenen Flagellaten sehr unterschiedlich gebaut. Der Grundbau-
plan ist fast immer derselbe, doch variieren Form und Gréf3e des DNS-
Korpers betrdchtlich. CLARK & WALLACE (1960) untersuchten sechs
Flagellatenarten und fanden verschieden ausgebildete Kinetoplasten.
Selbst innerhalb einer Art kann der Kinetoplast im Laufe eines Zyklus
in verschiedenen Formen einen anderen Aufbau zeigen (z.B. T. cruzi,
Brack 1968).

Eine Vorstufe eines Kinetoplasten besitzt der Flagellat Ichtyobodo
necator (JoyoN & Lom 1969). Die DNS ist dabei auf mehrere Stellen
im Mitochondrium konzentriert, so daf} eine Zelle mehrere kinetoplast-
dhnliche Anschwellungen besitzt, welche DNS-Fibrillen enthalten.

Der Kinetoplast der Mitteldarmform von H. muscarum stellt in der
Anordnung der DNS-Fibrillen einen Spezialfall dar. Die DNS-Fibrillen
verlaufen zwischen zwei ‘basement plates’, woran sie befestigt sind. Auf-
fallig ist dabei die ldnglich-birnenférmige Form des Kinetoplasten, der
bei den meisten Flagellatenarten eine Scheibe oder einen kugeligen
Korper darstellt. Die Kulturform von H. muscarum besitzt einen schei-
benférmigen Kinetoplasten, der aus ‘circles’ von 0,78 x Linge zusam-
mengesetzt ist. Die nach Ultrazentrifugation in einem CsCl-Gradienten
erhaltenen densitometrischen Werte fiir Kinetoplast-DNS (1,698 g/ml)
und Kern-DNS (1,719 g/ml) liegen im Bereich von anderen Trypano-
somatiden. Die Messung an C. fasciculata (RENGER & WOLSTENHOLME
1972) ergab sehr dhnliche Werte (1,701 g/ml/1,717 g/ml) wie H.mus-
carum, wihrend z.B. T.equiperdum klar tiefere Werte (1,691 g/ml/
1,707 g/ml) ergeben hat (Riou et al. 1971). Die Linge der schlaufen-
artigen DNS-Molekiile (‘circles’) variiert bei verschiedenen Trypano-
somatiden ziemlich stark: 0,27 y fiir T. congolense, 0,31 y tiir T. equi-
perdum (RENGER & WOLSTENHOLME 1971); 0,4 y fiir T. lewisi (RENGER
& WOLSTENHOLME 1970); 0,45 y fiir T. cruzi (R1ou & DELAIN 1969);
0,73 u fiir C. fasciculata (RENGER & WOLSTENHOLME 1972); 0,74
fiir 7. mega (LAURENT & STEINERT 1970); 0,78 y fiir H. muscarum
(personliche Mitteilung von G. Riou und E. Delain). Diese Unter-
schiede in der Liange der ‘circles’ duBlert sich direkt in der Hohe der
DNS-Scheibe, in der die ‘circles’ als Kreise oder verdreht als 8er Schlau-
fen vorliegen. Die aus der Schlaufenldnge errechnete Hohe des Kineto-
plasten stimmt mit den aus EM-Aufnahmen erhaltenen Werten recht
gut iiberein. Man kann sich vorstellen, dal sich der Kinetoplast bei
der Transformation von der Mitteldarmform zur Kulturform in der
Langsachse verkiirzt. Dabei werden die DNS-Fibrillen zu den Schlau-
fen umgebaut, die den scheibenformigen Kinetoplasten bilden. Eine
dhnliche Umstrukturierung finden wir bei 7. cruzi beim Ubergang von
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der trypomastigoten Blutform zur epimastigoten Kulturform (INOKI
et al. 1971). Der Kinetoplast der trypomastigoten Blutformen zeigt
gewisse Ahnlichkeit mit dem Kinetoplasten der Mitteldarmform von
H. muscarum, indem von einer ‘basement plate’ longitudinal DNS-
Fibrillen verlaufen. Im Kulturmedium werden die Fibrillen nach 24 h
zusammengezogen. Sie zeigen nach 90 h einen scheibenformigen Kineto-
plasten. Auch bei L. donovani findet beim Kultivieren der intrazelluldren
Formen eine Umstrukturierung der DNS statt (RUDzINSKA et al. 1964).

«H. mirabilis» in der PR des Fliegendarmes liegt als cercoplasma-
tische und opisthomastigote Formen vor, die sich beide aus einer pro-
mastigoten Ausgangsform entwickeln. Die opisthomastigote Form und
die Ausgangsform besitzen einen kugeligen Kinetoplasten, der aus drei
Schichten besteht. Dieser Kinetoplast entspricht in seinem Bau dem-
jenigen der trypomastigoten Form von 7. cruzi (BRACK 1968; SANABRIA
1970; MEYER 1968). Bei der Transformation der Ausgangsform zur
cercoplasmatischen Form wird der kugelige Kinetoplast in einen schei-
benformigen umgebaut, indem die oberste Schicht auswichst und die
beiden unteren Scheiben ihre DNS-Schlaufen an die oberste Schicht
abgeben. Dadurch entsteht ein 0,14 4 dicker, scheibenformiger Kineto-
plast.

Bei der Transformation der Kulturform von H. muscarum zu «H.
mirabilis» in der PR des Fliegendarms wird der Kinetoplast von einer
0,25 u dicken Scheibe in den dreischichtigen, kugeligen Kinetoplasten
umgeformt. Diese Umwandlung konnte elektronenmikroskopisch nicht
verfolgt werden. Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung der Kineto-
plastumwandlung fiir H. muscarum und «H. mirabilis».

Der Kinetoplast von C. luciliae ist in der Enddarmform und der
Kulturform morphologisch gleich. Die DNS-Scheibe besitzt dieselbe
Dicke (0,14 1) wie bei der cercoplasmatischen Form von «H. mirabilis»,
hat aber einen etwas kleineren Durchmesser.

Die Untersuchung dieser fiinf verschiedenen Formen zeigt deutlich,
dafl der Kinetoplast resp. die Anordnung der DNS-Fibrillen stark
verschieden sein kann. Dies gilt auch fiir die Gattung Trypanosoma
und die iibrigen Trypanosomatiden. SiMPsON (1972) gibt einen Uber-
blick iiber Kinetoplast-DNS verschiedener Gattungen unter Anwendung
von DNS-Isolation und Molekulargewichtsbestimmungen. Die Ultra-
struktur des Kinetoplasten wurde bei verschiedenen Arten untersucht, so
z.B. C. oncopelti (NEwTON 1958), C. fasciculata (KUSEL et al. 1967,
PAuLIN 1969), Phytomonas elmassiani (PAULIN & MCcGHEE 1971),
T. avium (BAKER & BIRD 1968), T. conorhini (MILDER & DEANE 1967),
T.cruzi (BRACK 1968; SANABRIA 1970; INOKI et al. 1971), T.lewisi
(ANDERSON & ELLIS 1967; BURTON & DusaNic 1968), T'. brucei sub-
group (VICKERMAN 1969 a; STEIGER 1973). Anhand dieser Beispiele
zeigt es sich, daB die Kinetoplasten der Trypanosomatiden morpho-
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opisthomastigote Form Form

Fig. 4. Kinetoplasttransformationen im Zyklus von H.muscarum (inkl. «H. mira-
bilis»). 1 promastigote Form aus dem endoperitrophen Raum des Mitteldarms,
2 Kulturform, 3 opisthomastigote Form von «H. mirabilis», 4 cercoplasmatische
Form von «H. mirabilis». beobachteter oder experimentell bestitigter
Ubergang; ——— vermuteter Ubergang.

logisch in drei Klassen eingeteilt werden konnen. Am hadufigsten ist
der scheibenformige Kinetoplast, bestehend aus einschichtigen Reihen
von ‘circles’, deren Hohe fiir jede Art (resp. Form) ziemlich konstant
ist. Der Durchmesser der Scheibe variiert innerhalb einer Form sehr
stark, da er vor der Teilung an Breite zunimmt. Seltener ist der kuge-
lige, aus drei Schichten aufgebaute Kinetoplast. Jede dieser Schichten ent-
spricht etwa einem kleinen, scheibenformigen Kinetoplasten, der wie-
derum aus DNS-Schleifen zusammengesetzt ist. Der dritte, sehr seltene
Kinetoplasttyp konnte bisher nur bei der Mitteldarmform von H. mus-
carum gefunden werden. Die DNS-Fibrillen sind dabei gestreckt und
verlaufen zwischen zwei ‘basement plates’. Bei T'. avium (BAKER & BIRD
1968) und 7. cruzi (INOKI et al. 1971) treten #hnliche Merkmale auf.
Die DNS ist auch mehr oder weniger gestreckt, zudem ist eine ‘base-
ment plate’ vorhanden; der Kinetoplast zeigt aber nicht die gestreckte
Form von H.muscarum. WALLACE & HERTIG (1968) fanden in einer
Sandfliege (Phlebotomus) Flagellaten, deren Kinetoplast groBe Ahn-
lichkeiten mit dem Kinetoplasten der Mitteldarmform von H. musca-
rum aufweist.
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¢. Mitochondrium

Das Mitochondrium umfafBt neben dem Kinetoplasten ein zusam-
menhédngendes System von Schlduchen, das ein mehr oder weniger stark
verzweigtes Netz bildet. Innerhalb von «H. mirabilis» ist dieses unter-
schiedlich ausgebildet. Die opisthomastigote Form besitzt ein sehr ein-
faches Mitochondrium, die cercoplasmatische Form ein dichtes Netz
von Mitochondriumsisten, das im Vorderteil der Zelle bis zu 509/,
des Cytoplasmas ausmacht. Das Vorhandensein eines so stark ausge-
bildeten Mitochondriums 1dBt auf einen hohen Energieverbrauch
schlieBen. Die Energie konnte einerseits fiir den Transport des von
der Geillel durch Pinocytose aufgenommenen Materials gebraucht wer-
den, andererseits fiir die Aufnahme und den Transport von Material
aus dem Reservoir.

C. luciliae (Kulturform) besitzt ein gut ausgebildetes Mitochondrium,
das manchmal dhnlich dicht auftritt wie bei der cercoplasmatischen
Form von «H. mirabilis». Die Konzentration ist aber auf den posterio-
ren Zellteil beschrinkt, d.h. hinter den Kern und nicht auf die Hohe
des Reservoirs. Die innere Mitochondriumsmembran kann tubuldre
Cristae bilden, selten Tubuli und auch kugelige oder scheibenférmige
Einstiilpungen. Im Bereich des Kinetoplasten liegen die Cristae stets
auf der posterioren Seite der DNS.

Bei der Kulturform von H. muscarum liegt an dieser Stelle meistens
ein groBerer Mitochondriumssack, der eine fein granulierte Matrix
enthilt, in der nur wenig tubulidre Cristae vorhanden sind. Eine andere
Erweiterung des Mitochondriums liegt manchmal zwischen Kinetoplast
und Kern. Sie ist von Doppelmembranen durchzogen (Cristae?) und
hat Zonen mit flockigem Inhalt (Abb. 33). Es konnte sich dabei auch
um eine Vorstufe eines Lysosoms handeln. Bei C. fasciculata fanden
HiLL et al. (1968) lange Mitochondriumséste mit longitudinal verlau-
fenden Cristae. Es wurden daneben auch Mitochondriumsfelder mit
kreisformig verlaufender Cristae gefunden. KUSEL et al. (1967) be-
schrieben dhnliche Mitochondriumsfelder bei C. fasciculata. Sie nann-
ten die kreisformig verlaufenden Cristae «membranous whorls» und
die longitudinal verlaufenden «lamellar membranes». Diese wurden
auch bei T.lewisi gefunden (ANDERSON & ELLIS 1965).

d. Golgi-Apparat, ER

Die Membransysteme der Golgi-Zone und des ER treten oft zu-
sammen mit lysosomalen Strukturen auf. Die Vereinigung dieser Orga-
nellen wurde bei Neuronen als GERL beschrieben (NovIKOFF 1967,
NOVIKOFF et al. 1971).
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Da diese Membransysteme dauernd im Umbau sind, ist es schwie-
rig, selbst bei nur einer Form Aussagen iiber die GroBe des Golgi-
Apparates und des ER zu machen. Die Menge der ER-Kanile, die
Grofle der Golgi-Zone, die Zahl der abgeschniirten Vesikel sowie lyso-
somale Strukturen sind zudem vom metabolischen Zustand der Zelle
abhingig.

H.muscarum zeigt in der Mitteldarmform einen dhnlichen Golgi-
Apparat wie in der Kulturform. Die Kulturform ist aber etwas drmer
an Golgi-Vesikeln, besitzt dafiir mehr ‘multivesiculate bodies’ als die
Fliegenform, in der mvb sehr selten gesehen werden konnen. Die Kul-
turform ist reicher an sER als die Mitteldarmform, in der rER und
sER etwa zu gleichen Teilen vorhanden sind.

Die beiden Formen von «H. mirabilis» zeigen deutliche Unterschiede
in bezug auf Golgi-Zone und ER. Die cercoplasmatische Form besitzt
einen enormen Golgi-Apparat, wahrend die Golgi-Zone bei der opistho-
mastigoten Form unscheinbar ist. Da die cercoplasmatische Form aber
ein viel groBeres Volumen als die opisthomastigote Form aufweist,
kann nicht sicher gesagt werden, ob der Volumenanteil des Golgi-
Apparates am Cytoplasma bei der cercoplasmatischen Form wirklich
groBer ist. Eine Antwort auf diese Frage konnten nur quantitative
Untersuchungen geben. Zur Ausbildung einer deutlichen GERL-Zone
kommt es nur bei der cercoplasmatischen Form, wo zwischen Kern
und Kinetoplast im Gebiet des Golgi-Apparates eine Konzentration
von Golgi-Vesikeln, mvb, lysosomalen Strukturen und sER festzu-
stellen ist.

Die Kulturform von C. luciliae besitzt einen eher schwach ausge-
bildeten Golgi-Apparat und wenig rER. Das sER ist auf eine be-
stimmte Zone konzentriert, wo die Tubuli sehr dicht liegen. Sie haben
aber immer den normalen Durchmesser und sind nicht angeschwollen,
wie das bei der Blutform von T.brucei der Fall sein kann (STEIGER
1973). Eine entsprechende Ansammlung von sER wurde bei keiner
anderen Form gefunden. Bei T. lewisi (ANDERSON & ELLIS 1965) und
T. cruzi (SANABRIA 1966) kommt es zu rER-Konzentrationen, wo die
rER-Kanile parallel resp. konzentrisch verlaufen.

e. Bakteriendhnliche Mikroorganismen

WENYON (1913) fand im posterioren Zellteil von H. muscarum stib-
chenformige Korper, die sich bipolar anfirben lieBen. Er betrachtete
sie als Bakterien und nicht als Zellorganellen. NEwTON & HORNE (1957)
untersuchten an Strigomonas oncopelti bipolare Korper, die Ribo-
nucleoprotein enthielten. Die Ultrastruktur dieser Korper deutet auf
bakteriendhnliche Symbionten hin, ebenso der hohe Gehalt an RNS.
NEwTON (1968) diskutiert erneut die bipolaren Korper von C. onco-
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pelti, wobei er abschlieBend feststellt, daf}3 es sich dabei wohl um sym-
biontische Bakterien handelt. GUTTERIDGE & MacapaMm (1971) fanden
bei einer elektronenmikroskopischen Untersuchungen von C. oncopelti
bipolare Korper, die sie als Bakterien oder Rickettsien deuteten. In der
vorliegenden Arbeit wurden nur bei der Mitteldarmform von H. musca-
rum bipolare Korper, also bakteriendhnliche Mikroorganismen gefun-
den; alle anderen Formen waren im untersuchten Material frei davon.
Die Frage, ob es sich dabei um selbstindige Mikroorganismen oder
bereits um Symbionten oder gar um organellendhnliche Zellbestand-
teile handelt, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden.
Der enge Kontakt zu Zellorganellen (ER, Mitochondrium) deutet aller-
dings eher auf eine Symbiose hin. CoHEN (1970) untersuchte mit bio-
chemischen Methoden die Frage, ob Mitochondrien Mikroorganismen
sind oder waren; mit der gleichen Frage beschiftigten sich auch MUNJAL
& NICKERSON (1973). Falls zwischen Mikroorganismen und Mitochon-
drien eine verwandtschaftliche Beziehung besteht, konnte dies den
engen Kontakt von den Mikroorganismen zum Mitochondrium und
ER erkldren.

2. Ubertragungsexperimente

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnten nie infizierte
Larven gefunden werden, wie dies bereits von STRICKLAND (1911),
BECKER (1923), BELLOSILLO (1937) beobachtet wurde. Dazu im Gegen-
satz stehen die Arbeiten von PRowAZEK (1904), MACKINNON (1910),
BRrUG (1914), PATTON (1921) und BAILEY & BROOKS (1971), die mit
Herpetomonas infizierte Larven verschiedener Fliegen beschrieben.

Sehen wir von der Moglichkeit ab, daf} sich die Fliegen bereits im
Larvenstadium infizieren, so bleibt nur noch die Ubertragung unter
adulten Tieren. Fliegen mit einer starken Flagellateninfektion scheiden
begeiBelte, infektiose Formen aus. Dies haben bereits PATTON (1910)
und FLu (1911) beschrieben, neben begeielten Formen aber auch
Zysten als infektiose Formen erwdhnt. In den meisten dlteren Arbeiten
werden Zysten als die iibertragenden Formen erwdhnt (PROWAZEK
1904; BERLINER 1909; PAatTON 1909, 1910; RosenBuscH 1910; FLu
1911; SwWINGLE 1911; SWELLENGREBEL 1911; STRICKLAND 1911; RouU-
BAUD 1912; BECKER 1923; BELLOSILLO 1937). Bei diesen Zysten handelt
es sich um amastigote Formen, die von einer verstiarkten Hiille um-
geben und durch ein Abrunden aus begeiBBelten Formen entstan-
den sind. Diese haben die Fahigkeit, einige Tage aullerhalb des Flie-
gendarmes zu iiberdauern. Wenn sie innerhalb dieser Zeit wieder in
einen Fliegendarm gelangen, wachsen sie zu begeiflelten Formen aus.
Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden im Kot nie Zysten ge-
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funden, immer nur begeiflelte Formen. Es stellt sich nun die Frage,
wie die zahlreichen Beschreibungen von Zysten zu erkldren sind.

Bei der Sektion der eingefangenen Fliegen zeigte es sich, daBl in To-
roro 18,29/, in Ifakara 69,09/p mit C. luciliae im Enddarm resp. in der
Rektalampulle infiziert waren. Die kleinen, choanomastigoten Formen,
die im Kot ausgeschieden werden, wirken durch ihre fast kugelige Ge-
stalt wie Zysten. PATTON (1910) beschrieb fiir H. muscarum eine En-
zystierung im Enddarm von Musca nebulo. Dabei konnte es sich um
eine Mischinfektion von H. muscarum und C. luciliae gehandelt haben.
Auch BECKER (1923) beschrieb kleine Formen sowie Zysten, die eben-
so C. luciliae sein konnten. Es ist moglich, daB in vielen Fillen, wo
Zysten beschrieben wurden, in Wirklichkeit eine Mischinfektion von
H. muscarum und C. luciliae vorlag.

Ubertragungsexperimente wurden bereits mehrfach durchgefiihrt
und brachten durchwegs dieselben Ergebnisse. PATTON (1910) konnte
mit einem Stiick Milz, das wahrend einer Stunde bei infizierten Fliegen
war, frischgeschliipfte Fliegen infizieren. Dabei lag die Infektionsrate
tiefer als bei ‘wilden Fliegen’. ROUBAUD (1912) hielt reine und infizierte
Fliegen im gleichen Kifig. Die Sektion der ehemals reinen Fliegen
zeigte, dal3 sie sich durch das gemeinsame Halten infizieren. Dabei
wurde «H.mirabilis» nicht iibertragen, wie ja auch aus unseren Ver-
suchen hervorging. BECKER (1923) fand H. muscarum in sechs Fliegen-
arten, namlich in Musca domestica, Phormia regina, Lucilia sericata,
Sarcophaga bulata, Cochliomyia macellaria und Calliphora erythro-
cephala. Durch das Verfiittern von infizierten Dirmen einer Art in
physiologischer NaCl-Losung konnte er reine Fliegen der restlichen
fiinf Arten infizieren. Dies zeigt, dall die Darmformen von H. musca-
rum infektios sind und zudem, daBl diese Flagellatenart nicht auf eine
bestimmte Fliegenart beschrinkt ist.

«H.mirabilis» lieB sich durch Formen aus der PR nicht iibertragen.
Mit dem Kot wurden nur die opisthomastigoten Formen ausgeschieden,
die aber weder im Fliegendarm noch im Kulturmedium Teilungen zeig-
ten. Falls diese Formen nicht infektios sind, und alles deutet darauf
hin, so stellt sich die Frage, wie neue «H. mirabilis»>-Infektionen ent-
stehen konnen. Diese Frage wird in den beiden folgenden Kapiteln
diskutiert.

3. Infektionsversuche mit Kulturen

Das Verfiittern einer Kultur von H.muscarum fiihrte iiberraschen-
derweise zu «H. mirabilis»-Infektionen der PR, jedoch nie zu den ur-
spriinglichen Mitteldarminfektionen von H. muscarum. Bringt man Mit-
teldarmformen in das Kulturmedium, so transformieren sich diese zu
Kulturformen, deren Morphologie und Ultrastruktur in wesentlichen
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Punkten von der Fliegenform abweicht. Gleichzeitig verlieren sie offen-
bar die Fahigkeit, wieder Mitteldarmformen zu werden. Dafiir erhalten
die Kulturformen die Fihigkeit, in der PR «H. mirabilis»-Infektionen
zu bilden.

Durch eine Riickwanderung um die peritrophe Membran koénnen
vereinzelte Kulturformen in die PR gelangen, wo durch die Einmiin-
dung der Malpighischen Gefile ganz spezielle physiologische Bedin-
gungen herrschen. Harnsdure und Allantoin bewirken ein stickstoff-
reiches Milieu (BROWN, 1938). Innerhalb von wenigen Tagen entwickelt
sich aus den Kulturformen von H.muscarum eine «H.mirabilis»-In-
fektion. Daraus mufl nun geschlossen werden, daf} es sich bei H. mus-
carum und «H. mirabilis» nicht um zwei verschiedene Arten, sondern
um verschiedene Formen desselben Zyklus handelt.

Da nur der Ubergang von H.muscarum zu «H.mirabilis» beob-
achtet werden konnte, mochten wir «H. mirabilis» als die PR-Formen
von H. muscarum benennen. Zum besseren Verstidndnis wurde die Be-
zeichnung «H. mirabilis»> in dieser Arbeit noch beibehalten, jedoch in
Anfiihrungszeichen gesetzt.

Bei genauerer Betrachtung der Entwicklung einer «H.mirabilis»-
Infektion nach dem Infizieren mit einer Kultur von H.muscarum fillt
auf, daB nach 1 bis 2 Tagen nur cercoplasmatische Formen beobachtet
werden konnen; die opisthomastigoten Formen treten erst spéter auf.
RouBauD (1908 b) beschreibt fiir «H. mirabilis» einen Fall, wo er nur
wenige cercoplasmatische Formen (‘formes géantes’) gefunden hat, aber
keine opisthomastigoten Formen. Das gestaffelte Auftreten von cerco-
plasmatischen und opisthomastigoten Formen kann durch die folgende
Hypothese erklart werden: Einzelne Kulturformen von H.muscarum
gelangen in die PR, wo sie sich in kleine promastigote Formen (Aus-
gangsformen) mit kugeligem Kinetoplast umwandeln (Abb. 58). Diese
heften sich mit der Geiflel ans Enddarmepithel und wandeln sich, durch
diesen Kontakt stimuliert, in cercoplasmatische Formen um. Alle Aus-
gangsformen haben primdr die Potenz, durch Anheftung ans Darm-
epithel die Umwandlung zu den cercoplasmatischen Formen zu durch-
laufen. Wenn die PR nun vollstdndig besetzt ist, konnen sich keine
weiteren Formen mehr an das Epithel anheften; die librigen Ausgangs-
formen bleiben isoliert im Lumen der PR. Da sie nicht mit dem Epithel
in Kontakt kommen, fehlt ihnen der Impuls zur Umwandlung in cerco-
plasmatische Formen; die sekundidre Potenz tritt in Kraft, die eine
Umwandlung zu den opisthomastigoten Formen bewirkt. WALLACE &
TopD (1964) gelang es, «H. mirabilis» zu isolieren, allerdings nur bei
Zusatz von Moskitoextrakt zum verwendeten Medium. Nach zwei Mo-
naten konnte die Kultur auch in demselben Medium ohne Moskito-
extrakt gehalten werden. In dieser Kultur traten nur cercoplasmati-
sche Formen auf, was die Autoren veranlafte, die opisthomastigoten
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Formen nicht als einen Teil von «H. mirabilis» zu betrachten. Aus der
vorliegenden Arbeit geht aber eindeutig hervor, daB «H.mirabilis»
cercoplasmatische und opisthomastigote Formen besitzt. Alle Uber-
gangsstadien zwischen diesen beiden Formen konnten lichtmikrosko-
pisch gefunden werden. WALLACE & TopD (1964) verfiitterten diese
Kultur leider nicht an reine Fliegen, und so bleibt auch die Frage offen,
ob diese Kulturformen fiir Fliegen infektios sind.

4. Zyklus von H.muscarum und «H. mirabilis»

Aus den erhaltenen Resultaten des experimentellen Teils sowie den
ultrastrukturellen Befunden 1aBt sich der Zyklus von H. muscarum fast
vollstindig ableiten. Mitteldarmformen (vor allem promastigote, etwas
weniger hdufig auch opisthomastigote) gelangen mit dem Kot auf Fleisch.
Reine Fliegen nehmen diese Formen beim Saugen auf und infizieren
sich damit. Dieser kontinuierliche Ablauf bringt immer wieder neue
Mitteldarminfektionen hervor. Die Kulturform stellt im Experiment
das Bindeglied zu «H. mirabilis» dar, indem ja nach dem Verfiittern
von H.muscarum-Kultur an reine Fliegen «H.mirabilis»-Infektionen
auftraten. Ein derartiger Schritt erfolgt auch in der Natur, allerdings
ohne Kulturpassage. Falls wir annehmen, da3 sich «H. mirabilis»-In-

2 Kultur

————————

A
|
|
!
!

>

Mitteldarm

(F ) -

Kot

Enddarm °PR’

Fig.5. Zyklus von H.muscarum (inkl. «H.mirabilis»). 1 promastigote und
opisthomastigote Formen aus dem endoperitrophen Raum des Mitteldarms,
2 Kulturformen, 3 «H. mirabilis»: a Ausgangsform, b cercoplasmatische Form,
¢ opisthomastigote Form, 4 ausgeschiedene Formen im Kot.
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fektionen nicht verbreiten konnen (diec Formen aus der PR sind nicht
infektios), so bleibt weiter die Moglichkeit, dal sie aus Mitteldarm-
formen entstehen. Nun kann aber rechnerisch nachgewiesen werden, daf}
aus Mitteldarminfektionen in derselben Fliege keine PR-Infektionen
entstehen konnen. In Tororo war die Infektionsrate im Mitteldarm
90,89/y, in der PR 20,09/y. Sind die beiden Infektionen unabhingig
voneinander in einer Fliege verteilt, so miite man eine Infektionsrate
von 18,29/¢ (= Produkt der beiden Infektionsraten) fiir das gemein-
same Vorkommen beider Infektionen in derselben Fliege erwarten. Der
aus den Sektionen erhaltene Wert betrdagt 17,00/p, also noch etwas
weniger als rechnerisch fiir eine unabhingige Verteilung zu erwarten
wire. Die PR-Infektionen entstehen also nicht aus Mitteldarmformen
aus derselben Fliege (darauf deuten auch die 3 9/ der sezierten Fliegen
hin, die neben einer PR-Infektion keine Mitteldarminfektion aufwie-
sen). Es wire aber denkbar, daB eine PR-Infektion in der Fliege A
aus Mitteldarmformen der Fliege B entsteht. Um PR-Infektionen er-
zeugen zu konnen, brauchen Mitteldarmformen offenbar einen Impuls,
den sie nur auflerhalb des Fliegendarmes erhalten. Man kann sich vor-
stellen, daBB der Aufenthalt auf Fleisch diesen Formen, dhnlich wie bei
einer Kulturpassage, einen solchen Impuls gibt. Um dies zu priifen,
wurden Mitteldarmformen fiir mehrere Stunden auf Fleisch gebracht,
doch konnten so keine PR-Infektionen erhalten werden. Falls «H. mira-
bilis»-Infektionen in der PR keine metazyklischen Formen bilden und
nur aus Mitteldarmformen entstehen konnten, wiirden sie also eine
Sackgasse bilden. Wollen wir diese Moglichkeit aber ausschlieBen, so
miiBte noch nach der infektidsen Form von «H.mirabilis» gesucht
werden.
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Legenden zu den Abbildungen

Abkiirzungen:

bk Basalkorper mvb ‘multivesiculate body’

bp Basalplatte N Nukleus

E Endosom pM  peritrophe Membran

F Flagellum po ‘peroxisome-like organelle’
G Golgi-Apparat R Reservoir

hc Heterochromatin rer  granuldres endoplasmatisches
) ) Reticulum

ia ‘intraflagellar area’

) . ser  agranuldres endoplasmatisches
ifs ‘intraflagellar structure’ Reticulum

K Kinetoplast smt  ‘spindle microtubules’

li Lipidvakuole ve  Golgi-Vesikel

ly Lysosom
Mi Mitochondrium

Mo  bakterienahnliche Mikro-
organismen

Abb. 1-19. H. muscarum promastigote Form aus dem endoperitrophen Raum
des Mitteldarms.
Abb. 20-34. H. muscarum, Kulturform.

Abb. 35-51. «H. mirabilis», cercoplasmatische Form aus dem exoperitrophen
Raum der PR des Enddarms.

Abb. 52-57. «H. mirabilis», opisthomastigote Form aus der PR des Enddarms.
Abb. 58-60. «H. mirabilis», Ubergangsformen.

Abb. 61-69. C. luciliae, Kulturform.
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Abb. 1. Quergetroffene Flagellaten und freie GeiBeln in einer Einstiilpung der
pM. Vergr. 19 700 x.

Abb. 2. Langsschnitt durch Kinetoplast und Basalkorper. Die beiden zentralen
Fibrillen des Axonems enden hinter dem vorderen Septum (»>) in der Basal-
platte (—). Vergr. 33 700 x.

Abb. 3. Langsschnitt durch einen gelappten Kern mit dem zentral liegenden
Endosom. Vergr. 36 700 x. Inset: Das rER steht mit der perinukledren Zisterne
in Verbindung (). Vergr. 87 000 x.

Abb. 4. Querschnitt durch den Basalkorper und die Geillel. Die peripheren Fi-
brillen beginnen als ‘triplets’ (a) und sind auf der HGhe des Basalkorpers als
Doppelfibrillen vorhanden (b, ¢). Die zentralen Fibrillen beginnen in der Basal-
platte (c), die hinter dem vorderen Septum () liegt. Das Reservoir beginnt
auf der Hohe des Basalkorpers (c). 2-4 Pellicula Tubuli folgen dem Reservoir
bis auf die Hohe der ‘triplets’ (—) (c—f). Die IFS ist im Reservoir erst als Anlage
zu erkennen (d-f). Vergr. 65500 x.

Abb. 5. Liangsschnitt durch einen Kinetoplasten. Die gestreckten DNS-Fibrillen
sind an zwei ‘basement plates’ befestigt (> ). Vergr. 40 500 x.

Abb. 6. Lingsschnitt durch einen Kinetoplasten kurz vor der Teilung. Der Vorder-
pol ist stark verbreitert. Vergr. 40 500 x.

Abb. 7. Liangsschnitt durch einen sich teilenden Kinetoplasten. Die Teilung be-
ginnt an der vorderen ‘basement plate’, die sich bereits durchgetrennt hat (—).
Vergr. 40 500 x.

Abb. 8. Liangsschnitt durch ecinen Kinetoplasten in einer spiteren Phase der Tei-
lung. Die DNS ist geteilt, die Mitochondriumsmembranen fast ganz durchge-
trennt (—). Vergr. 31 200 x.

Abb. 9. Teilung des Kinetoplasten in Querschnitten. Die DNS-Fibrillenstruktur
wird auf einer Seite eingebuchtet (») (b, c), bis sie schlieBlich vollstindig durch-
getrennt wird (d-f). AnschlieBend wird auch noch das Mitochondrium durch-
getrennt (—). Vergr. 42 000 x.

Abb. 10. Lingsschnitt durch Kinetoplast und Golgi-Zone mit abgeschniirten Vesi-
keln, die zum Teil von einer Doppelmembran umgeben sind (»). Vergr. 26 300 x.
Inset: Lysosom, das aus einem ‘multivesiculate body’ entstanden ist. Vergr.
40 000 x.

Abb. 11. Querschnitt durch die Pellicula. Unter den Pellicula Tubuli liegen
manchmal vereinzelte weitere Tubuli (). Vergr. 68 000 x.

Abb. 12. Golgi-Apparat mit vielen Golgi-Vesikeln, sER und einem mvb. Vergr,
77 200 x.

Abb. 13. ‘Peroxisome-like organelles’ in der Nihe einer Golgi-Zone. Vergr.
33 000 x.

Abb. 14. ‘Peroxisome-like organelle’ mit kristallinem Innenkorper (—-) in der
Nihe des Golgi-Apparates. Vergr. 40 000 x.
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Abb. 15. Bakteriendhnliche Mikroorganismen ohne Zellwand im Cytoplasma.
Mitochondriumsiste lagern sich an die Mikroorganismen an (—s-). Vergr. 31 700 x.

Abb. 16. Bakteriendhnliche Mikroorganismen sind von einem lytischen Hof um-
geben und durch Mitochondriumsiste verbunden. Auch ER kann an die Mikro-
organismen angelagert werden (). Vergr. 50 000 x.

Abb. 17. Bakteriendhnlicher Mikroorganismus mit einer ca. 140 A dicken Zell-
wand (@), die von zwei Membranschichten umgeben ist. Die innere Schicht be-
steht aus tubuldren Elementen (—), die duflere bildet eine flache Zisterne (> )
Vergr. 92 000 x.

Abb. 18. Bakteriendhnlicher Mikroorganismus, der von angelagerten glatten Mem-
branen (—) umgeben ist, ebenso von Mitochondriumsisten. Vergr. 66 400 x.

Abb. 19. Gruppe von drei Mikroorganismen mit dicker Zellwand, die z. T. von
gemeinsamen Membranhiillen (@) umgeben sind. Vergr. 48 000 x.

Abb. 20. Lingsschnitt durch eine promastigote Kulturform. Der Kinetoplast
liegt in einem erweiterten Mitochondriumsfeld. Die IFS der freien GeiBBel ist
nur als dunkler Strang (—) rudimentdr vorhanden. Vergr. 15400 x.

Abb. 21. Langsschnitt durch eine Kulturform, mit dem Kinetoplasten auf der
Hohe des Kerns. Vergr. 15100 x.

Abb. 22. Gruppe von ldngsgeschnittenen Kulturformen. Vergr. 14 600 x.

Abb. 23. Langsschnitt, Der Kinetoplast liegt kurz vor dem Kern, der Golgi-
Apparat seitlich des Reservoirs. Der Kern enthilt ein groBes Endosom sowie
peripher und zentral verteiltes Heterochromatin. Vergr. 39 000 x.

Abb. 24. Der kurz vor dem Kern liegende Kinetoplast liegt in einem erweiterten
Mitochondriumsfeld, das nur wenig tubuldre Cristae (—) aufweist. Auf der dem
Basalkorper zugewandten Seite liegt iiber der DNS-Scheibe eine diffuse Platte
(>). Vergr. 39000 x.

Abb. 25. Querschnitt durch den Kinetoplasten. Vergr. 45 800 x.

Abb. 26. Langsschnitt durch den Kinetoplasten, Die DINS-Struktur liegt in einem
Mitochondriumsfeld, das von Membranen durchzogen ist. Vergr. 41 000 x.

Abb. 27. Langsschnitt durch einen Kinetoplasten kurz vor der Teilung. Die Tei-
lungsebene () ist bereits zu erkennen. Auf der posterioren Seite der DNS
liegen tubuldre Cristae (—-). Vergr. 50400 x.

Abb. 28. Langsschnitt durch einen sich teilenden Kinetoplasten. Die DNS ist
bereits geteilt, liegt aber noch im gemeinsamen Mitochondrium. Vergr. 42 200 x.

Abb. 29. Lingsschnitt durch eine sich teilende Kulturform. Vergr. 20 400 x.

Abb. 30. Golgi-Apparat, bestehend aus 6 flachen Zisternen und abgeschniirten
Vesikeln. Vergr. 102 000 x.

Abb. 31. Querschnitt auf der Hohe des Reservoirs, das zwei Geifleln enthilt. Die
IFS liegt rudimentdr als osmiophiler Korper vor (). Vergr. 37 500 x.
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Abb. 32. ‘Multivesiculate bodies’ zusammen mit einer ‘peroxisome-like organelle’.
Vergr. 52 000 x.

Abb. 33. Liangsschnitt durch Kinetoplast, Golgi-Zone und ein Mitochondriums-
feld, das von Membranen durchsetzt ist (vielleicht Vorstufe eines Lysosoms).
Vergr. 30 000 x.

Abb. 34. Golgi-Zone mit ER, Vesikeln und Lipidvakuolen. Vergr. 43 600 x.

Abb. 35. Langsschnitt durch cercoplasmatische Formen, die mit der Geiel ans
Enddarmepithel (Ee) der ‘pyloric region’ angeheftet sind. Vergr. 8300 x.

Abb. 36. Querschnitt durch cercoplasmatische Formen, die ans Enddarmepithel
(Ee) angeheftet sind. Zwischen den angehefteten Geilleln treten Desmosomen
auf (>). Vergr. 11600 x.

Abb. 37. Kern mit wenig Heterochromatin der Peripherie entlang; zentral groBBere
Heterochromatinschollen. Vergr. 43 600 x.

Abb. 38. Euchromatischer Kern wihrend der Teilung. Zentral ist ein Biindel von
ca. 20 ‘spindle microtubules’ (smt) sichtbar, an der Peripherie des Kerns zwei
einzelne (»). Vergr. 36 000 x.

Abb. 39. Liangsschnitt durch eine cercoplasmatische Form. Zwischen Kern und
Kinetoplast liegt die Golgi-Zone. Vergr. 15 000 x.

Abb. 40. Der sich teilende Kern ist stark verlangert und in der Mitte eingeschniirt.
Mehr oder weniger parallel verlaufende Mikrotubuli (») sind sichtbar, ebenso
Teile des Endosoms. Vergr., 21 700 x.

Abb. 41. In einer spiteren Phase der Teilung tritt das Heterochromatin wieder
auf. Der Kern ist fast durchgeschniirt, vereinzelte Mikrotubuli sind noch sicht-
bar (»). Vergr. 25 000 x.

Abb. 42. Langsschnitt durch die Anheftungsstelle der Geiflel ans Enddarmepithel
(Ee). Das Axonem und die IFS enden in der ‘intraflagellar area’ (ia), die eine
flockige Struktur aufweist. Die Geiflel ist mit einer hemidesmosomalen Bindung
ans Enddarmepithel angeheftet (@). An dieser Stelle sind Pinocytosebldschen
sichtbar (——). Zwischen Geillel und Reservoirmembran werden Desmosomen
gebildet (>). Vergr. 41 500x. Inset: Desmosomen treten auch zwischen ange-
hefteten und freien Geifleln auf. Vergr. 74 500 x.

Abb. 43. Die GeilBelstrukturen (Axonem und IFS) enden in der ‘intraflagellar
area’ (ia). Am Ende der beiden zentralen Fibrillen ist manchmal ein Knopf
sichtbar (»). Vergr. 90 000 x.

Abb. 44. Bei der Anheftungsstelle der Geiflel sind Pinocytosebldschen sichtbar
(—>). Grolere Blasen mit membranartigen Einschliissen (@) entstehen vermut-
lich durch das Verschmelzen kleinerer Bldschen. Vergr. 25 600 x.

Abb. 45. Schriagschnitt durch die Anheftungsstelle der Geiflel ans Enddarm-
epithel (Ee), wo viele Pinocytosebldschen (@) vorhanden sind., Vergr. 37 000 x.

Abb, 46. Langsschnitt durch Kinetoplast und Geiflelbasis. Auf der posterioren
Seite der DNS-Scheibe sind tubuldre Cristae (—-) vorhanden. Vergr. 61 000 x.
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Abb. 47. Querschnitt durch den anterioren Zellteil. Das Cytoplasma enthilt ein
stark ausgebildetes Mitochondrium mit tubuldren Cristae und kugeligen Ein-
stillpungen der inneren Mitochondriumsmembran (—-). Vergr. 36 500 x.

Abb. 48. Querschnitt durch eine angeheftete GeiBel, die mehrere Axoneme und
IFS enthalt. Vergr. 23 900 x.

Abb. 49. Leicht seitlich hinter dem Kinetoplasten liegt der Golgi-Apparat mit
abgeschniirten Vesikeln verschiedener Grofle sowie ‘multivesiculate bodies’ (mvb).
Vergr. 57 000 x.

Abb. 50. Seitlich des Kinetoplasten liegt eine aus langen Zisternen bestehende
Golgi-Zone. Vergr. 41 700 x.

Abb. 51. Golgi-Zone zwischen Kern und Kinetoplast mit vielen Golgi-Vesikeln,
mvb (») und ER (—). Vergr. 31 500 x.

Abb. 52. Querschnitt durch opisthomastigote Formen in der ‘pyloric region’ des
Enddarms. Neben freien GeiBBeln sind auch die langgezogenen posterioren Zell-
teile von angehefteten cercoplasmatischen Formen getroffen (). Vergr. 24 000 x.

Abb. 53. Schrigschnitt durch eine opisthomastigote Form. Der Kern ist lang-
gestreckt, die Geillel verliuft im Reservoir durch die ganze Zelle. Die Mitochon-
driumséste sind diinn, aber dicht mit tubuldren Cristae besetzt. Vergr. 22 500 x.

Abb. 54. Querschnitt durch den Golgi-Apparat, der aus wenigen kurzen Zister-
nen und einigen abgeschniirten Vesikeln (>) besteht. Vergr. 69 000 x.

Abb. 55. Querschnitt mit 4 Kernanschnitten. Der Kern ist oft verzweigt oder in
einzelne Teile zerfallen. Vergr. 31 700 x.

Abb. 56. Liangsschnitt durch den Kinetoplasten, der aus drei DNS-Scheiben zu-
sammengesetzt ist. Auf der posterioren Seite der DNS liegen tubulire Cristae (>).
Vergr. 50 000 x.

Abb. 57. Querschnitt mit zwei Kernen (oder Kernstiicken). Das Flagellum besitzt
neben dem Axonem bereits eine voll ausgebildete IFS. Vergr. 41 300 x.

Abb. 58. Liangsschnitt durch Ubergangsformen. Durch Riickwanderung des Kineto-
plasten an das posteriore Zellende (—) entstehen aus promastigoten Ausgangs-
formen die opisthomastigoten Formen. Der Kern beider Formen ist gestreckt.
Vergr. 17 600 x.

Abb. 59. Liangsschnitt durch den Kinetoplasten einer Ubergangsform, die zu einer
cercoplasmatischen Form wird. Die oberste der drei DNS-Scheiben wichst aus
(——), wiahrend die beiden unteren Scheiben zusammenschmelzen. Vergr. 54 000 x.

Abb. 60. Liangsschnitt durch den Kinetoplasten einer Ubergangsform. Die oberste
DNS-Scheibe wichst zum scheibenformigen Kinetoplasten der cercoplasmatischen
Form aus (—). Die beiden unteren Scheiben sind schon stark zusammenge-
schmolzen. Neben tubuldren Cristae treten auch kugelige oder scheibenformige
Cristae (>) auf. Vergr. 62 000 x.

Abb. 61. Gruppe von choanomastigoten Kulturformen von Crithidia luciliae. Die
Flagellaten sind mit ihren Geifleln aneinandergeheftet (@). Vergr. 8800 x.
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Abb. 62. Heterochromatischer Kern mit einem dichten Mitochondriumsnetz.
Vergr. 26 500 x.

Abb. 63. Der heterochromatische Kern enthilt ein groBes Endosom. Der schei-
benformige Kinetoplast liegt seitlich des Kerns. Auf der anterioren Seite der
DNS-Scheibe ist eine diffuse Platte zu erkennen (>). Vergr. 31 000 x.

Abb. 64. Das Mitochondrium enthidlt manchmal neben tubulidren Cristae (>} auch
lamelldre Einstillpungen der inneren Membran (@) sowie kugelige oder schei-
benformige Cristae (—-). Vergr. 30 000 x.

Abb. 65. Querschnitt durch eine freie GeiBel, deren IFS (>) nur rudimentir als
osmiophiler Strang neben dem Axonem zu erkennen ist. Vergr. 72 000 x.

Abb. 66. Zwei Flagellaten sind mit ihren Geifleln durch eine hemidesmosomale
Bindung an einen FestkOrper (—>) angeheftet. Zwischen der Geiflel und der
Reservoirmembran werden Desmosomen () gebildet. Vergr. 38 400 x.

Abb. 67. ‘Multivesiculate body’ und rER neben einem Mitochondrium mit vielen
tubuldren Cristae. Vergr. 44 200 x.

Abb. 68. Der Kinetoplast teilt sich quer zur Lingsachse der Zelle. Die ‘peroxi-
some-like organelles’ enthalten oft kristalline Innenkorper (). Vergr. 42 500 x.

Abb. 69. Schragschnitt durch eine Zelle in Teilung. Der eine Kinetoplast (KI)
steht kurz vor einer weiteren Teilung, wobei die Teilungsebene () an der Auf-
wolbung der DNS-Fibrillen zu erkennen ist. Vergr. 37 600 x.
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Summary

Two species of monogeneric insect flagellates, Herpetomonas muscarum
(“H. mirabilis” belongs to the same life cycle) and Crithidia luciliae were
found in the blowfly Chrysomyia chloropyga in East Africa. Infection rates have
been determined.

Infective flagellated forms of H. rmuscarum and C. luciliae are extruded in
the faeces on to the food substrate (meat) and remain there infective for at
least 16 hours. Cysts could never be seen in the gut or in the faeces.

Midgutforms of H. muscarum as well as C. luciliae from the rectal ampoule
turned out to be infective, whereas “H. mirabilis” from the pyloric region of
the hindgut was not infective for clean flies.

H. muscarum and C. luciliae have been cultivated in a liquid medium. Feeding
cultured H. muscarum to clean flies produces a “H. mirabilis” infection but never
the expected H. muscarum infection. Hence it follows that “H. mirabilis” is part
of the life cycle of H.muscarum and not a species of its own.

Infective forms of “H. mirabilis” have not been found. Possibilities for the
development of a pyloric region infection are discussed.

The ultrastructure of H. muscarum (promastigote midgutform and culture
form), “H. mirabilis” (cercoplasmatic and opisthomastigote form in the pyloric
region) and C. luciliae (culture form) has been investigated.

Four different types of kinetoplasts differing in their DNA arrangement can
be found in the cycle of H. muscarum/“H. mirabilis”.

“H. mirabilis” (cercoplasmatic form) and C. luciliae are attached with their
flagella to the gut epithelium. The flagellum is transformed, and material from
the epithelium taken up by pinocytosis. In the cytoplasm of the midgutform of
H. muscarum bacteria-like organisms can be found. They are associated with
organelles (ER, mitochondrium) of the host cell.

Résumé

Deux espéces de Flagellés des Insectes, Herpetomonas muscarum («H. mira-
bilis» appartenant au méme cycle) et Crithidia lucilinze ont été étudiées chez
la mouche Chrysomyia chloropyga. Les taux d’infection ont été déterminés.

Les formes infectueuses de H.muscarum et de C.luciliae, qui portent des
flagelles, sont déposées avec les excréments sur la viande. Elles restent in-
fectueuses pendant 16 heures au moins. On n’a trouvé de kystes ni dans lintestin,
ni dans les excréments.

Les formes «intestinales» de H.muscarum et de C. luciliae prélevées dans
Pampoule rectale sont infectueuses pour des mouches non infectées. Ce n’est
pas le cas pour les «H. mirabilis» prélevés dans la région pylorique de l'intestin
postérieur.
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H. muscarum et C. luciliae ont pu étre cultivés dans un milieu liquide. L’in-
fection de mouches non infectées avec une culture de H.muscarum provoque
une infection du type «H. mirabilis», et non H.muscarum comme on aurait pu
s’y attendre. Il faut donc conclure que «H. mirabilis» appartient au cycle de
H. muscarum: il ne s’agit pas d’une espece particuliére. L’auteur n’a pas trouvé
de forme infectueuse de «H. mirabilis». Les origines possibles d’'une telle infec-
tion sont discutées.

H.muscarum (forme «intestinale» promastigote et forme de culture), «H.
mirabilis» (formes cercoplasmatique et opisthomastigote de la région pylorique)
et C. luciliae (forme de culture) ont fait ’objet d’une étude ultrastructurelle.

Dans le cycle de H. muscarum/«H. mirabilis», on rencontre 4 types différents
de kinétoplastes avec une disposition différente de ’ADN.,

«H. mirabilis» (forme cercoplasmique) et C.luciline se fixent de maniére
analogue a I’épithélium intestinal avec leur flagelle, qui a été modifié. 11 y a
une absorption par pinocytose de matériel de 1’épithélium intestinal.

Dans le cytoplasme de la forme «intestinale» de H. muscarum se trouvent
des microorganismes bactéroides. Elles sont associés avec des organelles (ergasto-
plasme, mitochondries) de la cellule-hote.
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