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EpsrnrN et al., 1962, 1965). So beobachteten MrtzNnn (1924) und Bonaunnr et al.
(f950), daß die Sekundärfluoreszenz des Grundplasmas rron Paramec'ium sehr vom
Vitalitätszustand des l)ntersuchungsmaterials abhängig ist. Boncnnnt et al. (1951)
finden weiters, daß eine fndoxikation lebender Poramecien durch Acridinorange
im Dunkeln dadurch verhindert wird, indem eine begrenzte X'arbstoffmenge in
den Mitochondrien gespeichert und unschädlich gemacht werden kann. Die für
die photodynamische Erscheinung charakteristischen Effekte, besonders das schnelle
Absterben vitalfluorochromierter oder vitalgefärbter Ciliaten (vgl. Bncr et al.,
1937; Axnnnor,r, Ig64) bei Belichtung, beruhen nach Mntzxnn (1924) und Dru.wnnr
(1968) vor allem auf ,,Innenwirkung". Für die Diskussion der chemisch-physi-
kalischen Verhältnisse bei der Vitalfluorochromierung sei auf die zusammenfassenden
Darstellungen von SrocxrNGER (1964) und Dnewpnr (1968) verwiesen.

Bei unseren Untersuchungen stand die X'rage im Yordergrund, ob es möglich
wäre, Cilien, Basalkörper, Schleuderorganellen und verschiedene lioht- und elek-
tronenmikroskopisch nachgewiesene X'ibrillensysteme bei vitalfluorochromierten
Ciliaten differenziert darzustellen. Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei dem
Silberliniensystem (Kr,nrr, 1926, 1942), dessen subpelliculäre Lage vor kurzem
auch elektronenmikroskopisch bewiesen werden konnte (ForssNnn et al., 1975a, b),
geschenkt.

Material unil Methoilen

Die zu den Versuchen verwendeten Ciliaten (Chilad,onella uncinata, Cteilactema
acanthocrypta, Cyrtohphosis mucicola, Dil,epfius arrcer, Lionollas sp., Euplnües patell,a,
Paramecium bursari,a, Tetrahymeno pyriformis, Styl,onychi,a mEüilus) wurden in
Pflanzenaufgüsson gezüchtet und nach Kerrr, (f930-1935) bestimmt.

Zur Vitalfluorochromierung wurden die Infusorien mit den in destilliertem
'Wasser gelösten Farbstoffen a,uf einem Objektträger vermischt. In Yorversuchen
hatte sich eine Endkonzentration der X'arbstoffe von l:20.000 als mehr oder weniger
gut verträglich erwiesen, bei einer gleiohzeitig ausreichend intonsiven Blaulicht-
tr'luoreszenz. In Einzelfällen wurde auch mit anderen X'arbstoffkonzentrationen
gearbeitet (s. Tab. I). Einige weitere spezielle Methoden werden in den Ergebnissen
besprochen.

Die Untersuchung erfolgte unmittelbar nach Ztgabe der Farbstoffe mit einem
REICHERT ,,Neozet" mit adaptierter Beleuchtungseinrichtung ,,Binolux". Licht-
quelle: HBO 200 (Quecksilberdampfhöchstdruckbrenner). Erregerfilter BG 12/6 mm
(SCHOTT), Sperrfilter GG 9/l mmfOG l/1,5 mm (SCHOTT). Methode: Blau-
Durchlicht - Hellfeldfl uoreszenz.

Ergebnisse

a) Prdmärfl,uoreszenz iler unlersuchten Ciliaten: In Übereinstimmung mit
Mprzxnn (1924) fanden wir bei unserem IJntersuchungsmaterial eine kaum merk-
bare Primärfluoreszenz. Pnowlzn (1914) konnte mit Quarzoptik ebenfalls nur
eine geringe UV-X'luoreszenz verschiedener Zellorgenellen bei Ciliaten nachweisen.
Die Zoochlorellen von Paramecium bursaria und die Iugestionsvakuolen vora Eupiates
patella, der kleine Algen fraß, fluoreszierten natürlich leuchtend rot. Altere Nahrungs-
vakuolen von E. patell,a wiesen keine Primärfluoreszenz mehr auf. Die von Pno-
waznK (1914) beobachtete rote und blaue Primärfluoreszenz einzelner Nahrungs-
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vakuolen von Colpiilium dij.rfte sich ebenfalls aus der Primärfluoreszenz aufge-
nommener Nahrungspartikel erklären.

b) Die Toxizität iler ?arbstofre und,,ihre photoilynamische Wirlcaamlceit

Über die Toxizität und photod5mamische Wirksamkeit der verschied.enen
tr'luorochrome liegen teils sehr widersprüchliche Angaben vor (s. zueammenfassende
Darstellung bei Dnnwpnr, lg68). Sie lassen sich am ehesten durch die nicht stan-
dardisierten Farbstoffe und Versuchsbedingungen erklären, da gerade die Giftigkeit
und photodynamische Wirksamkeit von vielen Faktoren abhängig sind. Da die
entsprechenden Befunde von Dru.wonr (1968) und SrocrrNern (1964) bereits
ausführlich diskutiert worden sind, greifen wir im folgenden aus unseren dies-
bezüglichen Ergebnissen nur einige repräsentative Beispiele heraus. Im übrigen
sei auf Tabelle I verwiesen.

Ganz allgemein ließ sich feststellen, daß die Farbstoffe in der verwendeten
Konzentration (I:20.000) bei diffusem Tages- oder Kunstlicht verhältnismäßig
wenig toxisch waren. Die toxische Wirkung wurde jedoch durch die intensive Be-
strahlung der Präparate während der mikroskopischen Beobachtung enorm erhöht
und ist daher im wesentlichen durch den photodynamischen Effekt bedingt. Dabei
ließ sich meist feststellen, daß die Tiere umso schneller abstarben, je besser sie
mit einem bestimmten Fluorochrom anfärbbar waren (vgl. Dnewnnr, 1968).
Diese Farbstoffe (2. B. Euchrysin 3RX, Phosphin 3R) töteten die Tiere unter Licht-
einwirkung innerhalb weniger Sekunden bis Minuten; starke Bewegungsstörungen
waren jedoch bereits unmittelbar nach Beginn der mikroskopischen Ilntersuchung
feststellbar. Eine Ausnahme machten hier vor allem die Acridinfarbstoffe, bei
denen trotz intensiver Fluoreszenz verschiedener Zellorganellen (s. Tab. I) der
photodynamische Effekt und daher die Toxizität verhältnismäßig goring w&ren,
besonders bei stark verdünnten Farblösungen (2. B. I :100.000). Bewegungsstörungen
der Tiere waren allerdings auch hier schon nach zwei bis drei Minuten mikroskopi-
scher Beobachtung feststellbar. Nicht der erwähnten Regel entsprechend verhielten
sich auch Malachitgrün und Rhodamin 6GD: obwohl beide Farbstoffe für die
Ciliaten sohr stark toxisch wirkten, fand sich nur eine geringe Blaulicht-Fluoreszenz.

In Übereinstimmung mit Dnnwonr (1968) konnte keine Korrelation zwischen
der Fluoreszenzstärke eines X'arbstoffes und seiner Giftigkeit bzw. photod;rnami-
schen Wirksamkeit festgestellt werden. So sind z. B. das stark fluoreszierende
Fluorescein und tr'luorescein-Na, die zu einer kaum merkbaren Fluoreszenz der
Ciliaten führen, nur wenig toxisch. Gerade bei diesen X'arbstoffen zeigt sich sehr schön
dic Abhängigkeit der Toxizität und photodynamischen Wirksamkeit vom Ein-
dringungsvermögen der Farbe in die Zelle (,,fnnenwirkung"). Stark giftig wirkt
dagegen das X'Iuorescein-K, das zu einer schwachen tr'luoreszenz des Zellkernes
führt.

Eine Abhängigkeit der Toxizität und photodynamischen Wirksamkeit von
dem sauren oder basischen Charakter eines Farbstoffes, wie eine solche verschiedent-
lich beobachtet worden ist (s. Dnawrnr, lg68), konnten wir nicht feststellen. Zum
Beispiel ist das basische Rhodamin 6GD bei Belichtung genauso stark toxisch
wie das saure Phloxinrot. Ebenso w&ren in der Toxizität und photodynamischen
Wirksamkeit der X'arbstoffe bei den verschiedenen Ciliaten-Arten keine deutliohen
Unterschiede feststellbar. Feinere Nuancen sind allerdings wegen des raschen
Absterbens der Tiere schwer erkennbar.
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Bezugsquellen der Farbstoffe: I :,,CHROMA" (Stuttgart), 2:,,G. T. GURR" (London),
3:,,GR,ÜBLER", 4:,,MER,CK" (DATMSIAdt), 5:,,SAMPLE" (ENgIANd), 6:,,NBC"
(Cleveland), 7 : ,,H. HARMS" (BRD), 8: ,,BASF" (BRD), 9: eigene Herstellung.

Zeichenerklärung: f gering, ** mäßig, f f f stark.

I.'it,l'lrst ofl'
Be- Toxizität Blau-
zugs- untor licht-
quelle Licht- Fluo-

einwirkung raszoruz

Färbeergebnis

I)iamarrtph«)sJ)hiIr
Fluehrisin ä R X
(iera,nirr G

-t- NIet h.yl urtr lrr. I I i f ot'ot r

Ph lox iru'ot

Phosph in l| lt

Primulirr ( )

It F -500

'l'A rt razirr

'f hiazolgelb ( I

'l'trioflavitr 'l'('N
[-r'anin

++
+++

+

+

+++

+++

++

+

+

++

+++
+++

++
++
++

+

+++

+++

+++

++

++

++

+++
++

deutl ich e Zellkernfl uore szettz .

deutl ich e Zellkernfl uore szettz.
Fluores zerlz der Basalkörper
Tieren.
Nahrungsvakuolen sehwach

lrtri tot,trrr

rot flrrores-
zierend.
wenig differenzierte Kern-Plasma-Fluores-
zenz. Basalkörper und Trichocysten von
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wenig differenzierte I{ern-Plasma-Fluores-
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stark weißlich fluoreszierend.
ähnlieh Aeridinora,nge NO ! Differenzierung
der einzelnen Zellorganellen aber nicht so

deutlich.
rvenig differenzieft,e I(ern-Plasma-Fluores-
zerrz. Trichocysten von C. acanthocrypta
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sehr kräftige Fluoreszenz des Zellkernes.
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reszieren die Trichocysten.
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grün B: l, +/+; - Lissamin-Rhodamin 200: l, *l*; - Lissamin Rhodamin B 350:5,
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c ) Intensität d,er,Blaulicht- Fluoreszenz unil fiärbeergebnisse

Da wir die diesbezüglichen Ergebnisse ebenfalls übersichtlich in Tabelle I
zusemmengefaßt haben, können wir uns hier auf das Herausheben des Wesentlichen
beschränken. Die fntensität der Blaulicht-X'luoreszenz war bei den untersuchten
Ciliaten-Arten bei einem bestimmten X'arbstoff praktisch gleich. Mit vielen Farb-
stoffen war jedoch nur eine sehr schwache Fluoreszenz der Ciliaten induzierbar.
Eine Erhöhung der tr'arbstoffkonzentration führüe bei diesen tr'ällen zwar meistens
zu einer fntensitätszunahme dor Blaulicht-X'luoreszenz, hatte dann aber auch einen
sehr schnellen Tod der Tiere zur tr'olge. In allen Fällen war auch eine deutliche
Intensitätszunahme der X'luoreszenz feststellbar, sobald die Tiere abstarben oder
tot waren (vgl. Boncnnnr et a1.,1950). Dies deutet sehr darauf hin, daß eine intensive
Fluoreszenz in den meisten tr'ällen wohl eine Schädigung des IJntersuchungsmaterials
anzeigt.

Die besten Färberesultate erzielten wir mit den Acridinfarbstoffen, besonders
mit Acridin NO. Diese X'luorochrome ergeben außergewöhnlich reizvolle und farben-
prächtige Fluoreszenz-Bilder und ermöglichen eine differenzierte Darstellung
verschiedener Zellorganellen (s. Tab. I). IInsere Erwartungen, mit X'luorochromen
verschiedene X'ibrillensysteme des Cortex der Ciliaten nachweisen zu können, haben
sich leider nicht erfüllt. Auch die Cilien und ihre Basalkörper fluoreszieren nur bei
absterbenden oder toten Tieren. Für die Darstellung des Zellkernes haben sich
erwartungsgemäß eine ganze Reihe von X'luorochromen als geeignet erwiesen (s.

Tab.I).
Ein sehr überraschendes Ergebnis war jedoch die unterschiedliche Fluoro-

chromierbarkeit der Trichocysten bei den verschiedenen Ciliaten-Arten. Die Tricho-
cysten von Cteiloctema acanthocrypta kolanten mit einigen Farbstoffen sehr gut
fluorochromiert werden (s. Tab. I). Dagegen w&ren die Trichocysten von Paramec,ium,
Lionotus urld Dileptus mit diesen X'arbstoffen überhaupt nicht oder nur sehr schwach
fluorochromierbar. Eine tr'luoreszenz der Protrichocysten wurde in keinem X'all
beobachtet.

d, ) K ombi,nations | ärbung en

Kombinationsfärbungen mit verschiedenen Fluorochromen. (2. B. Acridin-
orange NO*Primulin O 1:l) brachten keine verbesserüe Darstellung einzelner
Zellorganellen.

e ) Iluorochrom'ierung eingetrockneter C'i,liaten

Einen Teil der Farbstoffe versuchten wir auch an eingetrockneten (ent-
quollenen) Ciliaten, und zwar vor allem in Hinsicht auf eine Darstellungsmöglichkeit
des Silberliniensystems (vgl. Kr,nrN,1942). Hiezu wurden die Ciliaten auf einem
Objektträger luftgetrocknet und danach mit dem entsprechenden Farbstoff über-
schichtet und einige Minuten gefärbt. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte
nach Auflegen eines Deckglases in dieser X'arbkisung. Die X'örberesultate w&ren
denen der Vitalfluorochromierung recht ähnlich. Zum Beispiel w&ren mit den
Acridinfarbstoffen und Coriphosphin O differenzierte Kern-Plasma-Färbungen
und mit Brillantdianilgrün, RF 500 und den Acridinfarbstoffen bei C. acanthowypta
gute Trichocysten-Färbungen zu orzielen. Eine X'luorochromierung des Silber-
liniensystems wurde nicht beobachtet.
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Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse lassen es wenig aussichtsreich erscheinen, die
Vitalfluorochromierung bei Ciliaten zu den üblichen systematischen und physio-
logischen Untersuchungen einzusetzen. Dies ist vor allem auf die starke photo-
dSrnamische Wirksamkeit der ,,guten" n'luorochrome zurückzuführen, die inner-
halb sehr kurzer Zeib eine Schädigung und Abtötung des lJntersuchungsmaterials
verursachen. Die photod;mamische Wirkung kann unter anaeroben Bedingungen
zwar weitgehend verhindert werden (Erstrrx eü al., lg62), jedoch ist diese X'orde-
rung in der Praxis kaum erfüllbar, da durch die Ztgabe reduzierender Substanzen
zur Kulturflüssigkeit oder einen andersartig bewirkten Sauerstoffentzug ebenfalls
Veränderungen des Untersuchungsmaterials erwartet werden müssen. Jedenfalls
glauben wir, daß aus vitalfluorochromierten Ciliaten vorläufig keine weitgehenden
physiologischen oder morphologischen Folgerungen gezogen werden können, da
man bei solchen l)ntersuchungen stets mit unkontrollierbaren Artefakten zu
rechnen hat.

Die Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie wird bei Ciliaten also weiterhin
auf spezielle Fragestellungen, wie z. B. den AntikOrpernachweis (Bnx,n et al.,
1957, 1962) und auf das Austesten yon Antioxidantien (Ersrrrn et a1,., 1965) be-
schränkt bleiben. Die differenzierte Darstellung verschiedener Zellorganellen und
die X'arbenprächtigkeit der Bilder nach Färbung mit Acridinfarbstoffen weisen
auf die Möglichkeit einer Yerwendung für den Lehr- und lJnterrichtsfilm hin.

Aussichtsreich erscheinen auch weitere IJntersuchungen über die X'luorochromier-
barkeit der Trichocysten. Die stark unterschiedliche X'luorochromierbarkeit dieser
Organellen bei den verschiedenen Ciliaten-Arten weist auf differenzierte chemische
Unterschiede hin, die vielleicht für die Großsystematik der Ciliaten von Bedeutung
sein könnten.
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