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Fig. 4. Ohne Uranylacetat-Nachfixierung sind die DNA-haltigen 
Fibrillen grob verklumpt (-+). • 66000. 

e inen Schu tz  der  B a k t e r i e n  v o r  e iner  m6gl ichen  Ver-  
d a u u n g  d u r c h  die Ovozyte .  ES is t  auffa l lend,  dass  die 
r u n d e n  Formen ,  ohne  diese Hfille, viel  m e h r  in  Verb in -  
dung  s t ehen  m i t  lysosomalen  A b b a u s t r u k t u r e n  ~2. 

W e n n  O oder  G/O f ix ier t  wird  oder  w e n n  die S i m u l t a n -  
f ix ie rung  ohne  wS~ssrige U r a n y l a c e t a t - B e h a n d l u n g  vor-  
genornmen  wird,  so is t  die grobe  Z u s a m m e n b a l l u n g  der 
D N A - h a l t i g e n  F ib r i l l en  n e b e n  a n d e r e n  s t r u k t u r e l l e n  Ver-  
/ inde rungen  a m  augenf~tlligsten. Diese R e s u l t a t e  zeigen, 
dass das  U r a n y l a c e t a t  auch  n a c h  S i m u l t a n f i x a t i o n  auf  
b e s t i m m t e  Sys t eme  als F i x i e r u n g s m i t t e l  wirkt .  

We i t e r e  Versuche  sollen zeigen, ob  mi t t e l s  Modif ika-  
t i onen  der  h ie r  be sch r i ebenen  T F  noch  bessere  Aussagen  
fiber die Ver t e i lung  der  R N A  u n d  D N A  r icke t t s i en / ihn-  
l icher  Mik roo rgan i smen  g e m a c h t  werden  k6nnen .  

Summary. The  nuc leop la sm of r icke t t s ia - l ike  micro-  
o rgan i sms  l iv ing in t h e  oocytes  of t h e  soft  t i ck  Ornitho- 
dor*ts moubata is p re se rved  b y  T F  ( t r ip le-f ixat ion)  in  a 
f ine f ibr i l la ry  form, r e sembl ing  t h e  resu l t s  o b t a i n e d  b y  
t h e  ' s t a n d a r d ' - m e t h o d  ~4,~5 for D N A - c o n t a i n i n g  p lasms.  

H. HECKER 
Schweizerisches Tropeninstitut, 
Socinstrasse 57, CH-4000 Basel (Schweiz), 
30. Januar 7970. 

Ultras truktur  der Ovozyten  von Ornithodorus moubata, Murray (Ixodoidea:  Argas idae)  nach Triple-  
Fixat ion ~, 2 

A m  Schweizer i schen  T r o p e n i n s t i t u t  wurde  im Zusam-  
m e n h a n g  m i t  der  t r an sova r i e l l en  l~lber t ragung der  Riick-  
fa l l f ieberspi rochaete ,  Borrelia dvtttoni das  Ova r  v o n  
Ornithodorus moubata his to logisch  b e a r b e i t e t  a,~. I n  den  
l e t z t en  J a h r e n  s ind zur  U n t e r s u c h u n g  der  VorgSmge 
w ~ h r e n d  Do t t e r -  u n d  E ih i i l l enb i ldung  bei  Zecken elek- 
t ronenmikroskopischeS-V u n d  h i s tochemischeS A r b e i t e n  
du rchge f t i h r t  worden ,  bez iehungsweise  s ind noch  im 
Gange  9,10. 

N a c h  der  E i n f i i h r u n g  der  T r i p l e - F i x a t i o n  11-14 (TF:  
S i m u l t a n f i x i e r u n g  in e inem Gemisch  yon  G l u t a r a l d e h y d  
u n d  O s m i u m t e t r o x i d ,  N a c h b e h a n d l u n g  in w~tssriger 
U r a n y l a c e t a t l 6 s u n g )  s te l l te  sich uns  die Frage,  ob diese 
T e c h n i k  zur  AbkUirung  u l t r a s t r u k t u r e l l e r  Vi te l logenese-  
vorg~inge geeignet  ist. E v e n t u e l l  t r e t e n  U n t e r s c h i e d e  in 
der  S t r u k t u r e r h a l t u n g  auf  gegeni iber  k lass i schen  Fixie-  
r u n g s m e t h o d e n ,  wie z u m  Beispiel  O s m i u m t e t r o x i d -  
F i x a t i o n  al lein (O) oder  G lu t a r a ldehyd ,  gefolgt  yo n  Os- 
m i u m t e t r o x i d  (G/O). Viel le icht  b i e t e t  die T F  auch  die 
M6glichkei t ,  die w~ihrend der  E i re i fung  a u f t r e t e n d e n  
k le inen  Vesikel  an  der  Pe r iphe r i e  der  O v o z y t e n  in ver-  
sch iedene  T y p e n  e inzu te i l en  5-7. Die A r b e i t s m e t h o d e n  
w u r d e n  in e iner  f r f iheren P u b l i k a t i o n  besch r i eben  14. 

Resultate. Es sei ku rz  d a r a n  e r inner t ,  dass  die O v o z y t e n  
v o n  O. moubata m i t  dem O v a r  n u r  d u r c h  e inen  zellul/iren 
Fun icu lu s  v e r b u n d e n  sind. Von  ke inem Fo l l iku la rep i the l  
umgeben ,  r agen  sie in  das  Haemocoe l  t l inein.  E ine  Basal -  
l a m i n a  umsch l iess t  Ova r  u n d  O v o z y t e n  u n d  b i lde t  die 
B e g r e n z u n g  zur  H a e m o l y m p h e ,  welche die Zeckenorgane  
umsp i i l t  5,6. Sie h a t  n a c h  T F  ein le ich t  flockiges his  fila- 
men t6ses  Aussehen  m i t t l e r e r  E l e k t r o n e n d i c h t e  (Figur  1). 

Das  Oolemma,  die Z e l l m e m b r a n  der  Ovozyte ,  m i t  ih ren  
E i n s t i i l p u n g e n  u n d  m i t  den, vo r  der  Vi te l logenese  n o c h  
wenig  p r o m i n e n t e n  Microvi l l i ,  i s t  deu t l i ch  dre i sch ich t ig  
(Figur  1). 

Den grossen O v o z y t e n k e r n  umgeben ,  zwei; v o n  zahl-  
re ichen  P o r e n  d u rch s e t z t e  M e m b r a n e n  (F iguren  2 u n d  3). 
Die n a c h  O oder  G/O gu t  s i c h t b a r e n  D i a p h r a g m e n  der  
K e r n p o r e n  5 s ind n a c h  T F  sch lech t  e r k e n n b a r .  Das  Nukleo-  
p l a s m a  wird  diffus darges te l l t ,  wobei  m a n  s tel lenweise den  
E i n d r u c k  ha t ,  es e n t h a l t e  ve rne tz t e ,  feine F~iden (Figur  2). 
H e t e r o c h r o m a t i n  l~isst sich, wie a u c h  n a c h  G/O, n i c h t  
zeigen. Der  Nukleo lus  is t  gross u n d  locker  gebau t .  E r  
b e s t e h t  arts Str~ingen fein granul~irer bis  f i l amen t6se r  
Subs tanz .  Dazwischen  be f inden  sich Inse ln ,  welche aus  
g r6beren  G r a n u l a  z u s a m m e n g e s e t z t  s ind  (F iguren  2 u n d  
4). Oft  nmfas sen  die b e s c h r i e b e n e n  Tefie des Nukleo lus  
eine mS~chtige, zen t ra l e  <(Vakuole)> u n d  e n t h a l t e n  selber  
auch  noch kle inere  <~Vakuolen)>. Der  I n h a l t  dieser  m e m -  
b ran losen  S t r u k t u r e n  is t  weniger  e lek t ronendurch l / i s s ig  
als das N u k l e o p l a s m a  (Figur  5). 
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Fig. 1. Ovozyte vor der Eireifung. Eine feinflockige bis filament6se 
Basallamina (B1) begrenzt die Ovozyte gegen das Haemoeoel (Ha). 
Das Oolemma mit Ein- und Aussttilpungen ist deutlieh dreisehieh- 
rig (->) Is. auch <dnset@ R, inhomogene Ribosomen. • 
inset; • 170000. 

Die Mi tochondr ien  sind nach  T F  gut  erhal ten.  Ihre  
Matr ix  ist d ich ter  als nach  O und  weniger  d ich t  als nach  
G/O 5,6. Sie enth~tlt vJele, d u n k e l  kon t ras t i e r t e  Grana  
mitochondria les .  

Das E n d o p l a s m a t i s c h e - R e t i k u l u m  (ER) b e s t eh t  nach  O 
oder  G/O aus einzelnen, im Cytop lasma  ver te i l ten  Vakuo-  
len 5,6. Ihre  M e m b r a n e n  sind nur  stellenweise yon  Ribo-  
somen besetzt .  Nach T F  f indet  m a n  neben  diesen Vakuolen  
(Figur 6) ot t  auch l~ingere, zusammenh~ingende Struk-  
turen  des E R  mi t  Verzweigungen (Figur 3). 

Viele freie R ibosomen  und  Po lysomen  liegen d ich t  im 
Cytoplasma junger  Ovozyten.  Nach  O oder  G/O sind es 
scharf  begrenzte ,  rundl iche  und  e lek t ronendich te  Par t i -  
kelS,% Die R ibosomen  haben  nach  T F  po lymorphe  For-  
men  mi t  he te rogener  S t ru k t u r  und n ich t  klar def in ier ten  
Umrissen  (Figur 1). 

Golgizonen, Annula te  Lamel lae  15,16 und  Lysosomen  
erscheinen gleich wie nach  klassischen FixationenS,6,1% 
In  so t ix ier ten  Ovozy ten  k o m m e n  i m m e r  zahlreiche 
Microtubul i  vor. Diesd fehlen nach  T F  vollst~indig. 

Nach  einer Blutmalalzeit  und  der gleichzeit igen Begat-  
t ung  d u t c h  ein M~nnchen setzen in den Zeckenweibchen 
die Eireifungsvorg~inge ein (Dotter-  und  Eihi i l lenbildung).  
In  diesem Z u s a m m e n h a n g  sind wir  an der  Per ipher ie  der  
Ovozy ten  auf viele m e m b r a n g e b u n d e n e  Vesikel gestossen,  
deren u l t ras tuk ture l le  Zuordnung  zu b e s t i m m t e n  BI/is- 
c h e n t y p e n  schwier ig  ist 5,,. 

Nach  T F  e rkenn t  man  ganz per ipher  <(coated vesicles~>, 
zum Tell in K o n t a k t  mi t  dem Oo]emma (Figur 6). Dieser  
Typ  wird  in t ieferen Zonen der Ovozyte  nie angetroffen.  

1~ R. G. t~ESSEL, J. ultrastruet. Res. Suppl. 10, 82 (1968). 
16 A. AESCHLIMANN und H. H~CKER, Aeta trop., im Druck (1970). 

Fig. 2. Ovozytenkern mit Ilockigem Nukleoplasma (NP1). Dieses scheint aus vernetzten Fibrillen zu bestehen (inset). Der Nukleolus 
ist aus feingranulfiren bis filamentSsen Strfingen (a) und aus gr6ber granulierten Inseln (b) zusammengesetzt. • 6800; inset: • 44000. 

Fig. 3. Kernmembranen mit Poren (-->). NP1, Nukleoplasma; ER, zusammenh~ingendes und verzweigtes Endoplasmatisches Retiku- 
lum. • 52000. 



15. 8. 1970 Specialia 879 

Fig. 4. Teil eines Nukleolus. a, feingranul~re bis filament6se Str~tnge; b, grSber granulierte Inseln.  • 34000. 

Fig. 5. Die Elemente des Nukleolus umfassen oft eine grosse, zentrale <~Vakuole~ (V) und kleinere, periphere 
Inhalt dieser membranlosen Strukturen ist elektronendiehter als das Nukleoplasma (NP1). • 9700. 

<~Vakuolen,~ (v). Der 

Fig. 6. Ovozyte w~hrend der Eireifung. Ganz peripher coated vesicles (eV), teils in Verbindung mit dem Oolemma (-~). Kleinere 
und kleinste Blfischen ( , ) ,  oft in enger Beziehung (-->) zu Dottervorstufen (Do). • 55000. 

Fig. 7. Eihilllenbildung (Schr~igschnitt). Auf das Oolemma (O) folgt eine helle Zone (I), darauf eine flockige, diehte Sehicht (II) und zu~iusserst 
eine feingranuUire, kondensierte Lage (III). Obm:gfinge zwischen I u n d  II  (1-), zwischen II und I I I  (-+) sind sichtbar. Microvillireste (Mv), in 
Kan~ilchen, noch in allen Zonen der Eihiillenanlage erkennbar. Der Inhalt der Kan~lchen gleicht demjenigen der Zone I (~.): • 55000. 
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Neben den <~ coated vesicles ~> und such  welter  innen kom- 
men kleinere und kleinste B1/ischen ohne coat  mi t  ver-  
schieden d ichtem tnha l t  vor.  Diese s tehen oft in enger 
Beziehung zu Dot te rvors tu fen  (Figur 6). Von den be- 
schriebenen Vesikeln lassen sich die Vakuolen des E R  gut  
unterscheiden,  indem sie dutch  ihre Gr6sse, unregel- 
m~ssige Formen  und geringe Dichte  auffallen (Figur 6). 

W~ihrend der Bi ldung der Eihtille k6nnen in ihr ver-  
schiedene Zonen festgestel l t  werden. Direkt  auf das 
Oolemma folgt  eine helle, prakt i sch  leere Stelle (Figur  7, 
I), darauf  eine elektronendichte ,  grobflockige Lage (II) 
und aussen, un ter  der Basal lamina,  eine feink6rnige, 
elektronendurchl~issige Schicht  (III).  Zwischen I u n d  II ,  
I I  u n d I I I  werden ~bergi inge  beobachtet .  In  allen Zonen 
sind noch einzelne v o m  Oolemma ausgehende Microvill i  
erhal ten geblieben (Figur 7). Ers t  das reife E i  besi tz t  eine 
homogene  t l i i l le  ohne Microvillireste% 

Diskussion. Die Simul tanf ix ierung vere in ig t  Vorteile 
sowohl yon O als auch yon G/O n. Es  wurde  gezeigt, dass 
die Nachbehandlung  in w~ssriger Urany lace ta t l6sung  den 
Kon t ra s t  der S t ruk tu ren  steigert  ~ und teilweise auch 
noch als F ixa t ionsmi t t e l  wi rk t  ~4. I m  Falle  yon 0. moubata 
lassen sich mi t  der T F  die Ovozy ten  und die dar in  vor-  
k o m m e n d e n  rickettsienS&nlichen Mikroorganismen t4 
gleichermassen gut  fixieren. Membransys teme werden 
ausgezeichnet  dargestel l t  und verschiedene Vesikel typen 
kann man  an der Per ipher ie  der Ovozy ten  unterscheiden.  

Gewisse Zellelemente,  wie Diaphragmen  der Kernporen  
und Microtubul i  k6nnen nach T F  nicht  mehr  gefunden 

werden. Im  Gegensatz dazu siud Microtnbuli  in Nieren-  
geweben n und in Leukozyten  12 nach S imul tanf ixa t ion  
vorhanden.  

Das E R  ist teilweise zusammenh/ ingend und verzweigt ,  
hingegen besteht  es nach O oder G/O aus einzelnen 
Vakuolen.  Die Ribosomen haben  po lymorphe  Fo rmen  mi t  
heterogener  S t ruk tur  und nicht  klar definierten Umrissen 
(nach O oder G/O sind es scharf begrenzte,  rundl iche 
Partikel) .  Welche Gestal t  dem lebensfrischen Zustand des 
E R  und der  Ribosomen n/iher kommt ,  bleibt  noch abzu-  
kliiren. 

U m  die Zel ldynamik  w/ihrend der Eire i fung zu unter-  
suchen, br ingt  uns die T F  nicht  bedeutend welter. Hie r  
miissen gezielte Markierungen mi t  Tracer -Subs tanzen  
helfen ~0. 

Summary. The t r iple-f ixat ion (simultaneous f ixat ion ill 
a mix tu re  of g lu ta ra ldehyde  and osmium t e t r o x i d e  and 
pos t - t r ea tmen t  in aqueous  uranylaceta te)  is especially 
suitable for the  demons t ra t ion  of membranes  and to dis- 
t inguish different  types  of vesicles in the  oocytes of t he  
soft t ick Ornithodorus moubata. 

H. HECKER 

Schweizerisches Tropeninstitul, Socinstr. 57, 
CH-4000 Basel (Schweiz), 6. Miirz 7970. 

On the Lay-Out of the Midgut Rudiment in Loligo 
Since a deve lopmenta l  s tudy  published by  KORSCHELT 1 

in 1892, t he  mid-  and h ind-gut  complex  of the  cephalo-  
poda is unanimously  considered as a non-ec todermic  
formation,  which in la ter  embryonic  stages becomes con- 
nected wi th  the  ectodermic  s tomodaeat  complex  and wi th  
the anal  ectoderm. 

Very  much  a t ten t ion  has been paid to the  questions 
arising about  the  origin of the  mid-  and h ind-gut  rudi- 
men t :  whether  i t  is the  only remainder  of entoderm,  or 
par t  of it, or an ac tual  mesentoderm,  arising ent i rely f rom 
the  mesoderm. A final  conclusion seems impossible for 
var ious reasons tha t  cannot  be discussed in the present  
note. 

As to its morphology,  the  early mid-  and h ind-gu t  
rud imen t  has been described - in KORSCHELT'S and sub- 
sequent  studies - as a small  med ioven t ra l  epitheliaI  p la te  
lying on the  yolk syncy t ium and consist ing of ve ry  few 
cells a t  the  beginning;  this epithelial  rud imen t  was as- 
sumed to expand  la teral ly  and to migra te  poster ior ly  in 
order  to fuse a t  the  caudal  end of the  in ternal  yolk  sac 
wi th  the  s tomodaeum.  

A descript ion of the  early organogenesis of the  mid-  and 
h ind-gut  complex  of Octopus vulgaris recent ly  given by 
the  au thor  ~ depicts a somewhat  different  process tha t  is 
in fact  common to bo th  Octopus and Loligoa: the  early 
rud imen t  is a l ready a compound  one in the  shape of a 
t ransverse  epi thel ial  band, la teral ly  expanded  from the 
beginning of its morphological  appearance.  The  s imilar i ty  
be tween the  morphogenet ic  act ion of this mes(ent)odermic  
rud imen t  and the  rudin lent  of the  central  n e r v o u s  
system, wi th in  the  entire organogenesis of the  embryo,  is 
emphasized in the  aloove-mentioned paper  2. 

W i t h  ARNOLD'S *'5 absolutely  convincing hypothesis  of 
all induct ive  role of the  egg cor tex in mind, one could 

pealei (LeSueur) 

assume tha t  the  large size of the early rud iment  is due to a 
corresponding lay-out  of its par t icular  o rgan-de te rmining  
area on the  cor tex  ( 'morphogenet ic  induct ive  map  '~) 
ra ther  t han  to an a l ready comple ted  growth of an origin- 
al ly small  rudiment .  The la t te r  is in fact  inconceivable  
for such early stages. Conclusive results about  this, how- 
ever, could only be expected of an expefimen• approach.  

Some l igat ion exper iments  have  therefore  been made  
on eggs a t  ve ry  ear ly  embryonic  stages in order  to  elimi- 
nate  different  par ts  of the  cor tex  in the  p resumpt ive  mid-  
and h ind-gut  area. The present  results, a l though relying 
on a small  number  of specimens, provide  us wi th  a serious 
suppor t  of the  ideas based on the  earlier morphological  
observat ions  2. 

Material and methods. Eggs of animals  spawning in the  
l abora to ry  were prepared  for l igat ion by  s t r ipping off the  
jel ly layers of the  egg strings. The  l igations were made  wi th  
fine hair  on eggs (surrounded by the  chorion only) at  
early embryonic  stages 5, be tween  8 and 13 (staging 
according to ARNOLD6). Par t s  of the  cor tex  in the  pre- 
sumpt ive  ven t ra l  or  ven t ro la te ra l  area thus  were com- 
ple te ly  separated f rom the  egg. After  periods of 5 or 6 
days, the  l igated specimens were preserved in Bouin ' s  
f ixative,  embedded  ei ther  in E p o n  812 or in Parap las t  and 

1 E. KORSCHELT, Festschr. 70. Geburtstag R. Leuckarts (Leipzig 
1892). 

2 S. V. BOLETZKY, Revue suisse Zool. 74, 555 (1967). 
a A. NAEF, Fauna Flora Golf. NeapeI, 35. Monogr. I, 2 (1928). 
4 j .  M. ARNOLD, Biol. Bull. 129, 72 (1965). 
5 j .  M. ARNOLn, Develop. Biol. 18, 180 (1968). 
6 j .  M. ARNOLD, Biol. Bull. 728, 24 (1965). 


