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Zur Entwicklung der Gregarinen.
Von
S. Prowazek (Frankfurt a. M.).
(Aus dem Inst. f. experim. Therapie. Leiter: Geh. R. Prof. Dr. P. ErrricH.)

Hierzu Tafel IX.

Bei der Herstellung einer grdSeren Serie von Protozoenprépa-
raten fiir besondere Vergleichszwecke gelangte ich in den Besitz von
zahlreichen Monocystis agilis-Priparaten, die viele Entwicklungs-
stadien enthielten und abgesehen von diesem #uBerlichen Grunde,
umsomehr zu einem genaueren Studinm der Monocystisentwicklung
ermunterten, als gerade in der letzten Zeit die Resultate, der nun
schon vor einem Jahrzehnt erschienenen Arbeit von Max WoLTERs
iiber die ,Konjugation und Sporenbildung“ bei den Gregarinen an-
gezweifelt wurden und so eine Revision der Fortpflanzungsverhiltnisse
der Gregarinen dringend notwendig war.

Die Entwicklungsstadien der kleineren Monocystis agilis
wurden mehrfach von den Stadien der Monocystis magna ent-
weder garnicht unterschieden oder nicht fiir sich allein untersucht.
Die Monocystis agilis kommt zunichst in den ,Spermatogemmen“
des Regenwurmhodens vor, die im normalen Zustande auf spiiteren
Entwicklungsstufen der rosettenformig peripher liegenden Sperma-
tocyten und Spermatiden gegen eine jede derartige Bildungszelle
eine feine protoplasmatische Strukturfibrille zur Ausdifferenzierung
bringen, so daB diese Strukturen schlieSlich das Bild der Speichen
eines Fahrrades liefern.

Die herauspriiparierten Hodenteile wurden teils in der HERMANN-
schen Fliissigkeit, teils in einer gesiittigten wisserigen Sublimat-
l6sung, der einige Tropfen Essigsiure zugesetzt wurden, konserviert,
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sodann in Paraffin eingebettet, geschnitten und teils mit Héma-
toxylin und Rubinnachfirbung, teils mit Exrrice’s Triacid und
schlieBlich mit HemeNmAIN'S Eisenhdmatoxylin und Orange G. tin-
giert. Mit Enmruica’s Triacid firbt sich zundchst das Protoplasma
der Sporozoiten rot und der Kern bl#ulichgriin, fiir feinere Kern-
studien eigpnet sich aber besonders das Eisenhématoxylin. Gleich-
zeitig wurden Ausstrichpréiparate nach der Emrvice’schen Methode
hergestellt und mit Triacid gefirbt, wobei sich bei den normalen
Tieren n#chst dem Kern noch einzelne zwischen den linglichen
Kornern — die nach BiirscEHLI aus einer amyloidartigen Substanz
bestehen und Paraglykogenkdrper genannt werden, — liegende
Kornchen von unregelm#figer Gestalt rot firbten, wihrend die eigent-
lichen Cysten wohl infolge einer Verdichtung ihres sonst sehr leicht-
fliissigen Inhaltes einen dunkleren, satteren Farbenton annahmen,
fiir den die Ursache zunsichst in der physikalischen Anderung des
colloidalen Zustandes des Protoplasmas zu suchen ist. Die Kerne,
d. h. die zuniichst sichtbaren Innenkoérper fdrbten sich gleichfalls
rot; farbenanalytisch 148t sich aber derzeit mit diesem Farbengemisch
diese Erscheinung nicht auswerten, wie eben auch die Kontroverse
beziiglich der Spinndriisenkerne der Raupen, die zwischen KorscHELT
und MEwes besteht, beweist. Romanowskr's Férbung ergab kein
bemerkenswertes Resultat.

Der Kern der Monocystis agalis ist bekanntlich blischenférmig,
besitzt im Leben eine deutlich doppelkonturierte Membran, ein
spirliches, peripheres Chromatinnetz und central ein groBes, meistens
rundliches Gebilde, das wir vorliufig mit dem indifferenten Namen
»Innenkdrper“ bezeichnen wollen; er birgt in sich oft verschieden
groBe Alveolen mit einem z#hrigiden Inhalt.

Sobald sich je 2 Tiere in der bekannten mehrfach geschilderten
Weise encystiert haben — ein Stadium, auf dem sie sich besonders
schon mit Orange G. firben, — zerfillt der Innenkdrper in mehrere
meist verschieden groBe Korper, ein Phénomen, das vielfach auch
schon knapp vor der Encystierung eintritt. Der Kern, der in der
Mehrzahl der Fille der gemeinsamen Trennungslinie stark gen&hert
ist, nimmt ein mehr oder weniger unregelméBiges Aussehen an und
auf den Totopriparaten kann man die Beobachtung anstellen, da8 er
sich gleichsam gegen das Centrum der Cyste zu Offnet und etwas
von seinem Inhalt in einer unklaren streifigen Form an den Zellleib
abgiebt; vielfach schlieft sich wiederum die Kernwand und man kann
nun auf den Schnittpriparaten neben dem unregelméBigen Kern mit
seinem zerfallenen Innenkdrper und den chromatischen Schollen ein
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von ihm abstammendes ,Blischen“ mit einem dichteren Korn kon-
statieren. Offenbar ist dieses Gebilde — der allein teilungsfihige
Kern — mit dem Mikronuclens CufNor’s oder mit der sog. Centro-
sphéire, die MRrazEk bei einzelnen vermutlich vor der Sporulation
stehenden Individuen der Gregarinen der Rhynchelmis beobachtet
hatte, zn vergleichen. Solche ,Bldschen“ wurden einige Male beob-
achtet, wihrend der degenerierende Kern abseits erst auf den
nédchsten Schnitten konstatiert wurde; manchmal war er nur mehr
in eine ,chromatoide Wolke“ umgewandelt. Dieser Vorgang ist aber
im strengeren Sinne nicht als eine Reduktion, deren Begriff doch
nur mit Teilungen am indirekten Wege zu verkniipfen ist, aufzu-
fassen, sondern kdnnte eher mit einer bloB spit erfolgenden Diffe-
renzierung des Kernes in einen kleineren mit — kurz ausgedriickt —
kinetischen Eigenschaften ausgestatteten, teilungsfihigen Teil und
in einen gréBeren, sonst friiher irgendwie der Assimilation vorstehen-
den Kernteil verglichen werden. Bei den Ciliaten kdnnen wir vor
der eigentlichen Konjugation auch ein Zugrundegehen des aus einer
schon weitgehenderen Differenzierung hervorgegangenen Arbeits-
kernes — des GroSkernes — konstatieren, wihrend der indirekt sich
teilende Kleinkern der Reduktion unterliegt und als ein Geschlechts-
kern die notwendige ,geschlechtliche* Korrektur iibernimmt. Bei
den Gregarinen ist moglicherweise sekundir die eigentliche Re-
duktion unterdriickt und ihre Funktion zum Teil von einer Rest-
korperbildung spéiter iibernommen worden.

Auf dem nichsten, von mir aufgefundenem Stadium traten an
zwei Stellen des sog. ,Kleinkernes“ dunklere Substanzen aus, die
bald die Gestalt von dichten, etwas firbbaren Strahlenfiguren (Fig. 1)
annahmen, zwischen denen sich zunichst ein undeutliches, dunkles
Streifengebilde ausspannte, das man eventunell mit einer Central-
spindel vergleichen und mit dem oben erwéhnten dunkleren Ein-
schluB des Kleinkernes — einem Innenkdrperrest — in Beziehung
bringen konute. Trotzdem konnte man diesen aber nicht vollends
mit einem Karyosom der Coccidien homologisieren, da bei diesen die
Kernteilung (nach ScEHAUDINN) nach einem mehr direkten Modus ver-
l&uft und das Karyosom den Kern gleichsam zerstemmt, ohne das es
gur Ausbildung von polaren Differenzierungen und einem Spindel-
apparat kéme.

Beziiglich der Deutung all’ dieser Binnenkorper, Karyosomen,
Nucleolen, Nucleocentrosomen etc. mu8 man, da in diesem Sinne noch
ein geringes Vergleichsmaterial vorliegt, sehr vorsichtig sein; so
finden wir bei 2 Flagellaten, der Euglena und Polytoma, #uBer-
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lich dhnliche Innenkdrper, von denen aber der bei der Euglena als
ein Nucleocentrosoma oder Karyosoma funktioniert, den Kern zerteilt,
ohne daB eine Léngsspaltung der sog. Chromosomen erfolgt wire,
wihrend der Innenkdrper der Polytoma vor der Teilung schwindet
und es zu einer anfinglich innerhalb der Membran noch liegenden
typischen Spindelbildung kommt, deren Pole vermutlich als eine Art
von Centrosomen Teile eines anfangs intranuclearen Kornchens
kronen; dieses Kornchen ist nicht allein der kernnahe AbschluB
eines rhizoplastartigen Strukturfadens (DaxcEa®D), der von der Geiflel-
basis ausgeht, denn man findet ihn auch vielfach auf der Gegen-
seite des Kernes; vor der Teilung wandert er aus dem Kern her-
aus, zerteilt sich und unterliegt weiteren Modifikationen, deren Ver-
lauf infolge seiner Kleinheit bis jetzt noch nicht genauer studiert
wurde. In den polaren centrosphirenartigen Verdichtungen des sich
teilenden Kernes der Gregarinen konnte ich aber nach scharfen
Differenzierungen kein eigentliches Centrosom oder eine Centriole
nachweisen. Die Verdichtungen entstehen durch Austritt von
Kernsubstanzen, durch die dann lokal die osmotischen Verhilt-
nisse im Plasma verédndert werden und es zu einem Strahlungs-
phéinomen kommt, wobei aus dem Geriistwerk thatsiichliche Radien
ausgebildet werden, die anfangs sogar etwas gebogen sind, da
der Kern auch hier wie bei den meisten Teilungen eine Drehung
ausfiihrt (vgl. Spermatogenese vor allem v. HEerix, Asrtacus etc,
ferner Teilungen in den Epithelzellen der Salamanderlarve etec.);
solche wirbelartige Umbiegungen der Radien kann man vor allem
bei der Befruchtung der Seeigeleier beobachten, wie auch hier Centro-
sphiiren am kiinstlichen Wege hervorgebracht werden konnen
(MoraaN, DorFLEIN ete. kilnstliche Parthenogenese). Dieses hier etwas
weitldufig diskutierte Stadium des Gregarinenkernes wird sodann von
einer typischen Spindelbildung abgelost, die schon WorLTERs 1891
samt den spdteren deutlicheren polaren Verdichtungen abgebildet
und zum Teil beschrieben hat; den Nachweis der indirekten Kern-
teilung bei den Gregarinen hat zuerst HENNEGUY in einer mir leider
direkt nicht zugénglichen Arbeit erbracht. Die Kernmembran
schwindet erst spét, ein Verhdltnis, das auch Mrazek bei den Gre-
garinen der Rhynchelmis zu konstatieren die Gelegenheit besaB.
Eine Folge davon ist, daB es gerade wie bei den Ciliaten hier zu
einer eigentiimlichen Torsion der Centralspindel kommt, die
zum Teil auch durch den Widerstand und Riicksto8 an dem so viele
Einschliisse bergenden Protoplasma bedingt wird (Fig. 4 u. 8).

Die Kernteilung der Gregarinen wire demnach wieder ein Glied

I |
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jener noch nicht geschlossenen mannigfachen Kette von Ubergiingen,
die von der direkten Kernteilung zu der indirekten fithren; ohne
auf weitgehende, derzeit noch unberechtigte physiologische oder viel-
leicht gar phylogenetische Spekulationen einzugehen, seien hier nur
die uns interessierenden Entwicklungsetappen kurz charakterisiert.
Zundchst zertrennt bei einzelnen Formen gleichsam ein besonderes
Karyosom den Kern, dann findet wieder bei anderen Protozoen eine
intranukleare Spindelansdifferenzierung mit minutiésen polaren
Platten statt (Ciliaten), dann bilden sich extranukleare polare
Anhiufungen, die Centrosphaeren gleichen, aus (Gregarinen), wobei
die Kernmembran erst spdter schwindet und schlieSlich kommt es
bei den hochsten Formen zur Entwicklung von selbstéindigen
nkinetischen“ Apparaten, den Centrosomen und Sphaeren, die sich
auch unabhingig vom Kern teilen kénnen (in natiirlichen Féllen
bei der Histogenese der Spermie, ferner bei den Zerschniirungs-
versuchen der Seeigeleier, bei den Versuchen H. E. ZiecLER's sowie
bei der Beeinflussung der Karyokinese durch chemische Stoffe etc.).
Eine derartige Reihenaufstellung muB aber bis jetzt den Charakter
des Provisorischen besitzen, da eine jede Untersuchung einer neuen
Protozoenform neue Uberraschungen bringen kann.

Ein eigentliches Hiniiberwandern der Kerne aus dem Zell-
leibe des einen Syzygiten in den anderen wurde.in keinem Falle
beobachtet; die diesbeziigliche Angabe Worrers’, die auch nicht
durch direkte Beobachtungen gestiitzt wird und nur auf Grund einer
Kombination von mehreren Schnitten gemacht wurde, beruht wohl
auf einem Irrtum. Von einer Konjugation auf diesem Stadium konnte
sich auch Cufnor und MrAzEx bei den Rhynchelmisgregarinen nicht
fiberzeugen. Auch bei der von SrepLECKI beobachteten Lankesteria
ascidiae findet auf dem analogen Stadium keine Konjugation statt,
sondern es tritt nur auf den Stellen der sich beriihrenden sog.
Pseudopodiendffnungen in den beiderseitigen Plasmen ein intensives
Strahlungsphénomen auf; erst spidter verschmelzen je zwei Sporo-
blasten zusammen. Auf den spiteren Stadien degeneriert der alte
Restkern entweder rapide oder erhilt sich noch solange, bis die
Mehrzahl der kleinen Spindeln aufgeteilt ist (Fig. 5), wobei die
einzelnen Kugeln des zerfallenen Innenkorperrestes sich mit EH zu-
nichst in der Art einer Spiegelfirbung tingieren. Die Kornchen
chromatischer Substanz, die WoLTERs auf seinen mit der FLEMMING-
schen Losung gewonnenen Préparaten sah und sie in keinerlei be-
friedigenden Weise deuten konnte, diirften auf Teile des zerfallenen
Restkernes zuriickzufiihren sein. Die aktiven Kerne teilen sich in-
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zwischen der Peripherie entlang auf, wobei ihre Spindeln zusehends
kleiner werden und immer weniger Details erkennen lassen (Fig.
5—8); an ihnen ist nur die Erscheinung bemerkenswert, daB in der
Aquatorialplatte im Gegensatz zu frither die chromatoiden Bestand-
teile dicht, fast ringartig angeordnet sind (Fig. 6). Die Sphaeren
sind dagegen undeutlich, radienirmer und auf einzelnen Stadien gar
nicht zu erkennen. Die peripher, etwas tangential liegenden Spindeln
teilen sich zuletzt so, daB die Polsphaere des einen Pols immer einen
Buckel verdichteten Plasmas vordriingt, in den der Kern des kiinftigen
Sporoblasten (Gametocyten) zu ruhen kommt und schlieBlich durch eine
eigene Stielbildung abgeschuiirt wird, — ob es hier zn Zwischenkdrpern
und Spindelplattenbildung kommt, kann wegen der groBen Kleinheit
des Objektes nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Alle aktiven
Kerne befinden sich auf demselben Entwicklungsstadium, wie dies
auch fiir die Knospenbildung der Noctiluca von DorFLEIN ange-
geben wurde, — ein Phénomen, das zum Teil auch den gleichen
osmotischen Koefficienten des peripheren, aktiven colloidalen Proto-
plasmas zuriickzufiihren ist. — Inzwischen 1dsten sich in dem inneren
Plasmaraume der Syzygiten die Paraglykogenktrper auf, und es
bildeten sich hier und dort Vakuolen aus, wihrend vielfach auBen
an der Peripherie eigenartige kleine Korper — vermutlich weitere
Stoffwechselprodukte — konstatiert werden konnten. Auf die hier
nur in ihren Hauptpunkten geschilderte Weise entstehen nun die
von den fritheren Autoren richtig gedeuteten Sporoblasten, die um
den Restkorper, der spiter fast ganz schwindet, angeordnet sind.
Durch die ungleiche Verteilung der Spindeln an der an Substanz
zunehmenden, sich verdichtenden Oberfliche sowie durch die innere
»verddung“ und Verfliissigung des Restkorpers wird dieser vielfach
in eigenartiger Weise abgefurcht und eingebuchtet. Zwischen ein-
zelnen Sporoblasten nahm ich eine Kopulation, die allerdings in-
folge der kleinen Elemente sich nur mit Miihe feststellen 148t, wahr;
die kritischen Stadien wurden in den Fig. 11—12 abgebildet. Da
die Gametocyten stellenweise eine gewisse Beweglichkeit zeigten,
konnte die Copula verschiedenen Individuen angehoren.

Eine Verschmelzung zweier Sporoblasten als Isogameten ist
auch aus dem Grunde wahrscheinlich, dag die Sporoblasten durch die
Teilungen sehr klein werden, auf dem niichsten, bald sich anreihenden
Stadium, das durch eine etwas lingliche Form der Sporoblasten aus-
gezeichnet ist, aber schon viel groger sind. Analoge Vorginge liegen
bei der Lankesteria ascidiae vor. Es wire zu wiinschen, daB
dieser wichtige Vorgang bald an gréBeren Formen mit mehr Sicher-
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heit iiberprift wiirde. Hernach ist der Kern der Sporablasten deut-
lich sphaerisch gebaut und das Chromatin nimmt die Peripherie ein
— nicht weit von ihm bemerkt man in dem hellen Protoplasma eine
verdichtete Stelle, die ich auf den letzten Sphaerenrest zu-
riickzufihren geneigt wire (Fig. 12—13), auf manchen Kopulations-
stadien kann man zwei derartige kritische Verdichtungsstellen wahr-
nehmen (Fig. 12b). Spéter nimmt dieses kleine Zellgebilde eine
lingliche kahnformige Gestalt an, sein Protoplasma wird deutlicher
sowie netzwabig strukturiert (Fig. 14), und indem es sich auSen mit
einem anfangs zarten, hernach sich stetig verdichtenden Héutchen
umgiebt, das polar 2 knopfartige Verdickungen fiihrt, bildet es sich
zu der Pseudonavicelle der dlteren Autoren — zu der bekannten
Sporocyste um. Unter der #uBeren deutlich doppelt konturierten
Schalenhaut kann man besonders an den Sporocysten der Mono-
cystis magna noch ein feineres Héutchen konstatieren, das
polar durch zwei mit EH oder mit Triacid deutlich sich firbende
Propfe verschlossen ist (Fig. 21). Der Kern teilt sich sodann am
indirekten Wege durch eine Spindelbildung, die allerdings infolge ihrer
Kleinheit schwer zu studieren ist, in 2 Tochterkerne, die polwérts
wandern (Fig. 15) und sich hier abermals teilen, doch so, daB dies-
mal die ,Spindel“ quergestellt ist (Fig. 16). Manchmal findet man
anch Ausnahmen von dieser Achsenrichtung (Fig. 17). SchlieBlich
teilt sich jeder Kern noch einmal, wobei die Spindel etwa um 60°
gegen die letzte Spindelachse orientiert ist.

Der Kern vollfiihrte derart meist von seiner ersten tangentialen
Lagerung vor der Sporoblastbildung bis zu der letzten #dquatorialen
Anordnung in der Sporocyste eine Rotation von ungefihr 240° ein
Weg, den etwa auch das Centrosom bei der Spermatogenese der
Weinbergschnecke wihrend der Reifung zuriicklegt. Nur selten
findet man Ausnahmen dieser Polarititsregel. Analoge Polaritits-
verhiltnisse diirften bei vielen cytologischen Entwicklungsvorgingen
vorliegen, doch wurde bis jetzt wenig auf sie geachtet (Spermato-
genese, Konjugation der Ciliaten, Polytomateilung, Noctilucaknospung n.
DoFLEIN etc.).

Die derart auf jedem Pol entstandenen 4 Kerne unterliegen nun
einer zunehmenden Verdichtung. Etwas mehr Schwierigkeiten setzt
das folgende Stadinm der Deutung entgegen, indem nun die je
4 Kerne eine lingliche, hantelfsrmige Gestalt annehmen, oft sich in
charakteristischer Weise iiberkreuzen, schlieflich aber doch unter
nachfolgenden Verkiirzungen in die Aquatorebene der Sporocyste
herabwandern; diese merkwiirdige Erscheinung ist wohl zunichst
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auf die spiter erfolgende Zerteilung und Segmentierung des gemein-
samen Protoplasmas in je 8 sichelféSrmige Protoplasten der Sporo-
zoiten, deren Kerne bei den folgenden Verlagerungen an den Polen
so zerdehnt werden, zuriickzufiihren. Zum Schluf sind die 8 Sporo-
zoiten — die also Sporocysten entstammen, welche abermals auf eine
isogame Kopulation von je zwei Sporoblasten zuriickzufiihren sind —
nach Art der Segmente einer Orange in dem engen kahnformigen
Raume der Cyste angeordnet. Nach dieser Darstellung der Gregarinen-
entwicklung liegt hier eine weitgehende Analogie zn der Schizogonie
bezw. Sporogonie der Coccidien vor. —
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Tafelerklirung.
Tafel IX.

Fig. 1—4. Erste Spindelstadien der gemeinsam encystierten Monocystis.

Fig. 8. ,Centrosphaere“ in der Polansicht.

Fig. 5. Ein Individuum der Cyste mit zahlreichen Spindeln und dem Rest-
korper.

Fig. 6—8. Kleinere Spindelstadien.

Fig. 9. Deg. Kernrest.

Fig. 10. Segment eines sporulierenden Individuums.

Fig. 11. Ausbildung von Sporoblasten, die des oberen Individuums sind
grioBer, einzelne des unteren Individumms kopulieren. Die Stadien sind in Fig.
12a u. b deatlicher abgebildet, bei b sieht man die kleinen Centrosphaeren (c).

Fig. 13. Sporoblasten (Gametocyten).

Fig. 14—22. Sporocysten mit den sich entwickelnden Sporozoiten.

Fig. 21. Inneres Sporocystenhiutchen mit den terminalen , VerschluBknopfen“.
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Nachtrag.

Bei einer Litteraturdurchsicht im Wiener Zoologischen Institut
fand ich erst nachtriglich die in vielen Punkten mit den vorliegenden
Untersuchungen iibereinstimmende und schon erschienene definitive
Arbeit von CuenoT, Recherches sur I'evolution des Gregarines, Archives
de Biologie T. XVII 1901, die mir leider bei der Abfassung der
Arbeit in Frankfurt a. M. entgangen war. Im wesentlichen konnten
demnach die Beobachtungen CUENoOT'S bestiitigt werden.

Wien, 19. April 1902.

Archiv fir Protistenkunde. Bd. L 20
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