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A B S T R A C T

L a b y r i n t h u l a  spp .  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  m a r i n e  e n v i r o n m e n t s  and  
m a i n t a i n e d  in  c u l t u r e .  One i s o l a t e  w a s  sh o w n  to  h a v e  a  b r o a d  r a n g e  of 
t o l e r a n c e  f o r  s a l i n i t y ,  t e m p e r a t u r e  and  pH. It w a s  a l s o  shown th a t  
L a b y r i n t h u l a  spp ,  c o u ld  b e  i s o l a t e d  f r o m  p la n t s  f r o m  a l m o s t  a l l  m a r i n e  
h a b i t a t s .  S tu d ie s  of  m o r p h o l o g y  sh o w e d  t h a t  the  i s o l a t e s  f e l l  into two 
n a t u r a l  g r o u p s  on  the  b a s i s  of  c u l t u r a l  m o r p h o l o g y  a n d  l i f e  c y c l e .  
A l th o u g h  n u t r i t i o n a l l y  f a s t i d i o u s ,  t h e s e  l a b y r i n t h u l a s  c o u ld  u t i l i z e  
s e v e r a l  l iv ing  s u b s t r a t e s  a s  food. In a s tudy  of  the  l i fe  c y c l e s  o f  the  
i s o l a t e s ,  one w a s  show n  to  h a v e  a  m o t i l e  s t a g e  w h ic h  r e s e m b l e d  t h a t  
of  the  b i f l a g e l l a t e d  P h y c o m y c e t e s  a n d  th e  b r o w n  a l g a e .  A s in g l e  m o t i l e  
c e l l  w a s  fo l lo w e d  f r o m  the  t i m e  of  r e l e a s e  f r o m  the  s p o r a n g i u m  to  a 
f in a l  c o n v e r s i o n  to a  t y p i c a l  l a b y r i n t h u l i d  s p in d le  c e l l .  A n o t h e r  i s o l a t e  
of  a s e p a r a t e  g r o u p in g  s h o w e d  a  t e n d e n c y  to f o r m  m u l t i n u c l e a t e d  c e l l s  
w h ic h  th e n  c l e a v e d  to f o r m  n e w  u n i n u c l e a t e  s p in d le  c e l l s .  T he  
p l a s m o d i a l  c e l l s  of t h i s  g r o u p  s e e m e d  to  b e  r e s i s t a n t  to ag in g  b u t  n o t  to 
o t h e r  a d v e r s e  c o n d i t i o n s .  T h e  p h y lo g e n e t i c  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e s e  
f e a t u r e s  w e r e  c o n s i d e r e d .

A n  i m p r o v e d  m e t h o d  f o r  p r e p a r i n g  W a t s o n ' s  b o v in e  s e r u m  
m e d i u m  w a s  d e v e lo p e d .

XI



L A B Y R IN T H U L A



IN T R O D U C T IO N

T h e  f a m i l y  L a b y r i n t h u l i d a e  is  a  g r o u p  of p o o r l y  u n d e r s t o o d  a n d  

r a r e l y  s t u d i e d  p r o t i s t a n s .  T h e y  r e c e i v e d  v e r y  l i t t l e  a t t e n t i o n  u n t i l  R e n n  

(1936) c o r r e l a t e d  L a b y r i n t h u l a  m a c r o c y s t i s  w i th  the  w a s t i n g  d i s e a s e  of 

th e  e c o l o g i c a l l y  a n d  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  s p e r m a t o p h y t e ,  Z o s t e r a  

m a r i n a .  A l th o u g h  R e n n  d id  n o t  u s e  p u r e  c u l t u r e s ,  he  p r e s e n t e d  s t r o n g  

e v i d e n c e  t h a t  L a b y r i n t h u l a  is th e  c a u s a t i v e  a g e n t  in e e l g r a s s  w a s t i n g  

d i s e a s e .  O t h e r s  h a v e  sh o w n  t h a t  m e m b e r s  o f  th e  g e n u s  L a b y r i n t h u l a  

a r e  p a r a s i t i c ,  e s p e c i a l l y  a m o n g  the  a l g a e  ( A s c h n e r ,  1961; C h a d e f a u d ,  

1956; D a n g e a r d ,  1932; D u B o s c q ,  1921; H o l la n d e  a n d  E n j u m e t ,  1955; 

J e p p s ,  1951; J o h n s o n  a n d  S p a r r o w ,  1961; P o k o r n y ,  1967; S c h m o l l e r ,  

I9 6 0 ;  V a lk a n o v ,  1929; W a ts o n ,  1951; Young, 1943; Zopf ,  1892).

R e c e n t l y ,  a  r e n e w e d  i n t e r e s t  h a s  a r i s e n  c o n c e r n i n g  a 

l a b y r i n t h u l i d  of y e t  a n o t h e r  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  h o s t ,  C r a s s o s t r e a  

v i r g i n i c a ,  th e  A m e r i c a n  o y s t e r .  M a c k i n  a n d  R a y  (1966) c h a n g e d  th e  

n a m e  of th e  o y s t e r  p a t h o g e n  D e r m o c y s t i d i u m  m a r i n u m  to 

L a b y r  i n t h o m y x a  m a r i n a ,  p l a c i n g  it in th e  g e n u s  L a b y r i n t h o m y x a  of  th e  

f a m i l y  L a b y r  i n t h u l i d a e .

T h e  g e n u s  L a b y r i n t h u l a  t y p i c a l l y  e n c o m p a s s e s  a  g r o u p  of  

u n i n u c l e a t e ,  s i n g l e  c e l l e d ,  s p i n d l e - s h a p e d  o r g a n i s m s  t r a v e l i n g  by  a  

g l id in g  m o t i o n  w i th in  a  r e t i c u l u m  of  e x t r a c e l l u l a r  s e c r e t e d  t u b e s .



T h e s e  t u b e s  a n d  th e  m e t h o d  of m o v e m e n t  h a v e  b e e n  s u b j e c t s  of 

c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  a n d  u n t i l  j u s t  r e c e n t l y  (Hohi,  1966; S c h m o l l e r ,  

1967), l i t t l e  i n f o r m a t i o n  e x i s t e d  on t h e i r  n a t u r e .  A l th o u g h  the  s p in d le  

c e l l  f o r m  is a  m a j o r  p a r t  of th e  l i f e  c y c l e ,  o t h e r  l e s s  r e c o g n i z a b l e  f o r m s  

e x i s t .  S o m e  s p e c i e s  f o r m  p l a s m o d i a  a n d  s o m e  f o r m  z o o s p o r e s  (W a tso n ,  

1957).  N e i t h e r  o f  t h e s e  c e l l u l a r  s t a g e s  p o s s e s s e s  t u b e s  o r  s l i m e w a y s  a s  

s o m e  w o r k e r s  h a v e  t e r m e d  t h e m  ( P o k o r n y ,  1967).  H o w e v e r ,  in a l l  

k now n  s p e c i e s ,  th e  s l i m e w a y s  e x i s t  f o r  a t  l e a s t  p a r t  of  th e  l if e  c y c l e .

A l th o u g h  m a n y  c o n s i d e r  L a b y r i n t h u l a  a  p r o t o z o a n ,  p l a c e m e n t  of 

the  L a b y r  in th u l id a e  in a n y  p a r t i c u l a r  p h y lu m  is a r b i t r a r y  a t  t h i s  s t a g e ,  

s i n c e  it h a s  b e e n  in c lu d e d  v a r i o u s l y  in the  T h a l l o p h y t a ,  P r o t o z o a ,  a n d  

F u n g i .  S tu d ie s  of  the  v a r i o u s  s p e c i e s  a n d  s u b s p e c i e s  o r  v a r i e t i e s  u n d e r  

c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s  w i l l  u n d o u b te d ly  p r o v i d e  i n s i g h t s  w h ic h  w i l l  l e a d  

to  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  of th e  l a b y r i n t h u l i d  s y s t e m a t i c  s .

A f t e r  e x a m i n a t i o n  of  th e  e x i s t i n g  l i t e r a t u r e ,  one  is  s t r u c k  w i th  

•the l a c k  of  c o n c r e t e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  the  d i f f e r e n t  s p e c i e s  in v o lv ed .  

M u c h  of th e  i n f o r m a t i o n  is  b a s e d  upon  s t u d i e s  of  g r o s s l y  c o n t a m i n a t e d  

c u l t u r e s  o r  f r o m  o b s e r v a t i o n s  of n o n - l i v i n g  h o s t  m a t e r i a l .  In a l m o s t  

e v e r y  i n s t a n c e  th e  l i f e  h i s t o r y  is  o n ly  p a r t i a l l y  d e s c r i b e d .  W a t s o n  

(1951) m a d e  th e  f i r s t  s t r i d e s  t o w a r d  c o m p l e t e  s tu d y  of  L a b y r i n t h u l a  b y  

th e  d e v e l o p m e n t  of  a p u r e  c u l t u r e  m e d i u m .  V i s h n i a c  (1953) a l s o  

d e v e l o p e d  a  m e d i u m  f o r  p u r e  c u l t u r e s  an d  p r o c e e d e d  to  i n v e s t i g a t e  th e  

n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  of L a b y r i n t h u l a .  W a t s o n ' s  d i s s e r t a t i o n  (1957) 

w a s  a  m o n u m e n t a l  s t e p  f o r w a r d  in th e  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  of



L a b y r i n t h u l a . I n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  the  l i f e  h i s t o r i e s  an d  m o r p h o l o g y  

o f  th e  s p e c i e s  is  s t i l l  n e e d e d  in  o r d e r  to  c o r r e c t l y  id e n t i fy  t h e m .  Two 

w o r k s ,  J o h n s o n  a n d  S p a r r o w  (1961) an d  P o k o r n y  (1967) ,  s u m m a r i z e  th e  

l i t e r a t u r e  to  th e  p r e s e n t .

W a t s o n  (1957) a n d  V i s h n i a c  (1955a) m a d e  i s o l a t e s  w h ic h  th e y  

n a m e d  on ly  b y  l e t t e r s  i n d i c a t in g  a. l a c k  of k n o w le d g e  a b o u t  e a c h  

(L .  s p p . ,  LX ,  S E L X ,  F P L X ,  W H -6 9 ,  e t c . ) .  S c h m o l l e r  ( I 9 6 0 ,  1966a) 

i s o l a t e d  o t h e r  f o r m s  of L a b y r i n t h u l a  an d  g a v e  t h e m  th e  n a m e s  

L a b y r i n t h u l a  c o e n o c y s t i s  a n d  L a b y r  in th o m y x a  p o h l i a .  O t h e r s  p r e s e n t l y  

w o r k i n g  on  v a r i o u s  s p e c i e s  o f  L a b y r i n t h u l a  ( M a c k in  a n d  R ay ,  1966; 

P o k o r n y ,  1967; W a ts o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  P o r t e r ,  1967) h a v e  

f a i l e d  to  n a m e  m o s t  o f  t h e i r  i s o l a t e s ,  t h e r e b y  i n d i c a t in g  t h a t  c o n t in u e d  

s a m p l i n g  is  b r i n g i n g  ou t  n e w  i s o l a t e s .  In o r d e r  to  a p p r e c i a t e  th e  

s y s t e m a t i c s  of  t h i s  f a m i l y ,  m a n y  i s o l a t e s  m u s t  b e  s t u d i e d .  If  t h i s  is  

n o t  d o n e ,  th e  e r r o r  r e s u l t i n g  f r o m  i n c o m p l e t e  s t u d i e s  of the  g r o u p  a s  a  

w h o le  w i l l  c o n f u s e  t h e  l i t e r a t u r e  fo r  s o m e  t i m e  to  c o m e .

In a n  a t t e m p t  to  a v o id  b i a s  due  to  i n c o m p l e t e  s a m p l i n g ,  th e  

p r e s e n t  a u t h o r  f e l t  a  n e e d  to  e s t a b l i s h  a  s a m p l i n g  p r o g r a m  a s  l a r g e  as  

t i m e  w o u ld  a l lo w .  T h i s  p r o g r a m  n o t  only  e n a b l e d  i s o l a t i o n  of s e v e r a l  

t a x o n o m i c a l l y  d i s t i n g u i s h a b l e  L a b y r i n t h u l a  s p p .  , b u t  a l s o  e n a b l e d  a  

t a b u l a t i o n  of  h o s t s  a n d  p r o d u c e d  a  r e c o r d  of  th e  a v a i l a b i l i t y  of th e  

o r g a n i s m  on a  y e a r  r o u n d  b a s i s .

S in ce  th e  e s t u a r i n e  e n v i r o n m e n t  c a n  e x e r t  m a n y  v a r i e d  

e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s e s ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  s e t  up to  s i m u l a t e  s o m e  of
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t h e m .  O t h e r  w o r k e r s  (Young, 1943; V i s h n i a c ,  1955a; A s c h n e r ,  1958) 

h a v e  done  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  on  e n v i r o n m e n t a l  t o l e r a n c e s .  A s c h n e r  

(1958) r e p o r t e d  a  s p e c i e s  f r o m  f r e s h  w a t e r  an d  s a l i n i t i e s  a b o v e  35°/oo, 

a n d  Young (1943) s h o w e d  th a t  1L. m a c r o c y s t i s  c a n  t o l e r a t e  f r e s h  w a t e r .  

V i s h n i a c  (1955a) s t a t e d  t h a t  h e r  i s o l a t e s  a r e  " o b l i g a t e i y  m a r i n e .  "

W o r k e r s  e x p e r i m e n t i n g  w i th  t e m p e r a t u r e  an d  pH r a n g e s  a l s o  r e p o r t e d  a 

b r o a d  r a n g e  of  t o l e r a n c e s .  T h e  u p p e r  l i m i t  f o r  t e m p e r a t u r e  w a s  n e a r  

35°C  a n d  the  l o w e r  l i m i t  w a s  u n d e t e r m i n e d  b e l o w  a b o u t  3°C  (Young,

1943).  H y d r o g e n  ion c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  pH 4.  5 to  8 . 2  w e r e  o b s e r v e d  

by  V i s h n i a c  (1955a) .

T h e  e n v i r o n m e n t a l  o r  c u l t u r a l  pH c a n  be  an  i m p o r t a n t  f a c t o r  in 

s p o r e  g e r m i n a t i o n  ( S u s s m a n  a n d  H a l v a r s a n ,  1966) b u t  w o u ld  be  

i m p o r t a n t  in th e  w e l l  b u f f e r e d  o c e a n  on ly  if th e  o r g a n i s m  l i v e d  in a 

m i c r o h a b i t a t  w h ic h  w a s  no t  p a r t  of th e  b u f f e r e d  s y s t e m .  S ince  

L a b y r i n t h u l a  is  s u s p e c t e d  of b e i n g  a n  in v a s i v e  o r g a n i s m ,  it  m a y  h a v e  to  

o v e r c o m e  s o m e  w i d e r  r a n g e s  of pH th a n  a r e  n o r m a l l y  found  in o c e a n s  

an d  e s t u a r i e s .

W a t s o n  (1957) a n d  H o l l a n d e  an d  E n j u m e t  (1955) d e s c r i b e  

s p o r u l a t i o n  of L a b y r i n t h u l a . H o l l a n d e  and  E n j u m e t  (1955) h a v e  b e e n  a b le  

to  fo l lo w  th e  l i f e  c y c l e  f r o m  s p in d le  c e l l  t h r o u g h  z o o s p o r e  f o r m a t i o n  to 

th e  s p in d le  c e l l  a g a i n .  H o w e v e r ,  no s in g l e  c e l l  o b s e r v a t i o n s  w e r e  

m e n t i o n e d ,  h e n c e  s t a g e s  c o u ld  h a v e  b e e n  o v e r l o o k e d .  W a t s o n  (1957) w a s  

n e v e r  a b l e  to  d e t e r m i n e  the  f a t e  of h i s  z o o s p o r e s  a n d  th e  s o r u s  he 

d e s c r i b e s  is  s o m e w h a t  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  of  L .  a l g e r i e n s i s  (H o l lande
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a n d  E n j u m e t ,  1955).  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  a s p e c t  of L a b y r i n t h u l a  w o u ld  

b e  qu i te  i n f o r m a t i v e .

S e v e r a l  a s p e c t s  of L a b y r i n t h u l a  n e e d  i n v e s t i g a t i o n ,  s u c h  a s  

n u t r i t i o n ,  h o s t - s p e c i f i c i t y ,  p h y s i o l o g i c a l  t o l e r a n c e s ,  m o t i l i t y ,  

m o r p h o l o g y ,  l i f e  h i s t o r i e s ,  e t c . ,  b u t  th e  m a j o r  n e e d  is  in  m o r p h o l o g y  

a n d  l i f e  h i s t o r y .  K n o w le d g e  o f  t h q s e  f e a t u r e s  a r e  b a s i c  to t h e  u n d e r 

s t a n d i n g  of  th e  t a x o n o m y  a n d  p h y to g e n y  of L a b y r i n t h u l a .  T h e r e f o r e ,  

th e  m a j o r  p o r t i o n  o f  t h i s  w o r k  w a s  d i r e c t e d  t o w a r d  i n v e s t i g a t i o n  of  l i f e  

h i s t o r i e s .



M A T E R I A L S  AND M E T H O D S

S a m p l in g  in th e  F i e l d  

T h e  p r i m a r y  a i m  of s a m p l i n g  w a s  to  d e t e r m i n e  th e  r e l a t i v e  

a v a i l a b i l i t y  of L a b y r i n t h u l a  o r  s i m i l a r  o r g a n i s m s  in n a t u r e .  On t h i s  

b a s i s  a  p r o g r a m  w a s  s e t  up w h e r e b y  w e e k l y  s a m p l e s  of e e i g r a s s ,  a  

kn o w n  h o s t  o f  L a b y r i n t h u l a  sp p .  (Renn ,  1936),  w e r e  t a k e n  f r o m  th e  

i n t e r t i d a l  a n d  s u b i n t e r t i d a l  zone  a t  VIMS; and  p e r i o d i c  s a m p l e s  w e r e  

t a k e n  f r o m  s e v e r a l  s u s p e c t e d  h o s t s  a long  th e  e a s t e r n  s e a b o a r d  f r o m  

D e l a w a r e  B a y  to  O r e g o n  In l e t  w h e n  p o s s i b l e .  M o s t  of th e  l a t t e r  

s a m p l i n g  w a s  c o n f in e d  to  th e  Y o r k  R i v e r  (F ig .  1).

T h e  m a j o r i t y  of h o s t s  m e n t i o n e d  in th e  l i t e r a t u r e  a r e  a l g a e ;  b u t  

in a n  e f f o r t  to  e l i m i n a t e  s a m p l i n g  b i a s ,  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  p l a n t s  

a n d  a n i m a l s  o f  m a n y  p h y la  a v a i l a b l e .  T a b l e  1 s h o w s  th e  o r g a n i s m s  

s a m p l e d  a n d  d i v i d e s  t h e m  in to  th e  g r o u p s  d e s c r i b e d  in R e s u l t s .

7
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T A B L E  1

O r g a n i s m s  o r  s u b s t r a t e s  s a m p l e d  f o r  th e  
p r e s e n c e  of  L a b y r i n t h u l a  spp .

S u b s t r a t e
P r e s e n c e  (+) o r  a b s e n c e  (- )  I s o l a t e  G r o u p  

of  L a b y r i n t h u l a  No.  No.

B lu e  G r e e n  a l g a e

L y n g b y a  sp .  ^ 
S p i r a l i n a  s u b s a l s a

111a
111b

R e d  a l g a e

A g a r d h i e l l a  t e n e r a  
G r a c i l a r i a  f o l i i f e r a  
H y p n e a  m u s i f o r m i s  
C a l l i t h a m n i o n  sp .  
C e r a m i u m  s t r i c t u m  
C. r u b  r u m  
D a s y a  p e d i c e l l a t a  
G r i n e l l i a  a m  e r i c  a n a  
P o l y s  ip h o n ia  d e n u d a t a  
P o l y s  ip h o n ia  h a r v e y i

G r e e n  a l g a e

+ 113

114

E u g l e n a  sp .
S p i r o g y r a  sp .  
E n t e r o m o r p h o r a  l i n z a  
E.  m i n i m a  
E .  i n t e s t i n a l i s  
U lva  l a c t u c a  
C l a d o p h o r a  f a s c i c u l a r i s  
B r y o p s i s  p l u m o s a

+
+
+
+

112  
L8 
1 0 9 , 110  
L9,  109a

I
II
I, II 
I

M i s c e l l a n e o u s  a l g a e  in p l a n k to n 94
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(C on t inued)

H i g h e r  P l a n t s

R u p p ia  m a r i n a  + 68
J u n e  us  r o e m e r  i a n u s  -f 27c
T y p h a  (a n g u s t a f o l i a  ?)
S p h a g n u m  sp .
C e r a t o p h y l l u m  sp.
D i s t i c h l i s  sp .  + 27a
S p a r t i n a  a i t e r n i f l o r a  +• a(71, 39, 27)

b ( L l ,  L I  1, 44,  
53, 64,  65, 67,  
74,  82,  84,  89,  
90,  107)

Z o s t e r a  m a r i n a  L I ,  L2, L4 ,  62,
77, 86

S e v e r a l  d i t c h  w e e d s  f r o m  
N o r t h  C a r o l i n a  

P o l l e n  f lo a t in g  in Y o r k  R i v e r
( P i n u s )  L12

A n i m a l s

N e p h ty s  ( P o l y c h e a t e )
N e r e i s  ( P o l y c h e a t e )
L e p t o g o r g i a  ( so f t  c o r a l )
V o l l s e l l a  d e m i s s u s  ( m u s s e l )
N a s s a r i u s  (m u d  s n a i l )
C u c u m a r i a  p u l c h e r r i m a  

( s e a  c u c u m b e r )
C h e l o n i b i a  t e s t u l e n a r i a  

( b a r n a c l e )
C r a s s o s t r e a  v i r g i n i c a

( o y s t e r )  + C
B a l a n u s  e b u r n e u s  ( b a r n a c l e )
M o lg u la  m a n h a t t e n s i s  

( s e a  s q u i r t )
E c t e i n a s c i d i a  t u r b i n a t a  

( s e a  s q u i r t )
A m p h i o d i a  a t r a  ( b r i t t l e  s t a r )
C a l l i n e c t e s  s a p id u s  

(b lue  c r a b )
E u r y p a n o p e u s  d e p r e s s u  

( m u d  c r a b )
M e r c e n a r i a  m e r c e n a r i a  + M

I
II

II
a=II
b=I

a l l= I

I
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T h e  w e e k ly  s a m p l e s  o f  Z o s t e r a  m a r i n a  a t  VIMS w e r e  t a k e n  f r o m  

b o th  f lo a t in g  a n d  a t t a c h e d  p l a n t s .  In s a m p l in g ,  t h r e e  to f ive  p e t r i  d i s h e s  

w i th  a  m o d i f i e d  F u l l e r s  m e d i u m  (M ed iu m  N u m b e r  1, p a g e  11) w e r e  

i n o c u l a t e d  w i th  p i e c e s  o f  7 to 10 l e a v e s  of Z o s t e r a  m a r i n a .  T h e  l e a v e s  

i n v o lv e d  w e r e  c h o s e n  r a n d o m l y  f r o m  a c o l l e c t i o n  w h ic h  i n c lu d e d  m o s t l y  

n e c r o t i c  o r  d a m a g e d  l e a v e s  w i th  a  few  h e a l t h y  g r e e n  o n e s .  The  

i n o c u l a t e d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  (20 to  2 4 ° C ) .

T w e lv e  to t w e n t y - f o u r  h o u r s  a f t e r  i n o c u la t i o n  th e  m a t e r i a l  w a s  e x a m i n e d  

m a c r o s c o p i c a l l y  an d  w i th  th e  l ig h t  m i c r o s c o p e  (100X) f o r  t y p i c a l  c e l l s  

a n d  c o l o n i e s  (F ig .  2).  If  no  L a b y r i n t h u l a  w e r e  p r e s e n t ,  a n  a d d i t i o n a l  24 

to 72 h o u r s  w e r e  a l l o w e d  f o r  i n c u b a t io n  t i m e .  If no  o u t g r o w t h  w a s  t h e n  

n o t i c e d ,  th e  in o c u lu m  w a s  r e m o v e d  in o r d e r  t h a t  any  c e l l s  b e n e a t h  the  

l e a v e s  m i g h t  be  found .  T h e  t o t a l  n u m b e r  in v o lv e d  r e l a t i v e  to th e  n u m b e r  

of l e a v e s  y i e ld in g  L a b y r i n t h u l a  w a s  r e c o r d e d  a n d  n o te  w a s  t a k e n  of  th e  

i s o l a t e ' s  a f f in i t y  to  an y  s p e c i f i c  g ro u p .  I s o l a t i o n s  f r o m  o t h e r  s u b s t r a t e s  

e m p l o y e d  s i m i l a r  t e c h n i q u e s .

A s e c o n d a r y  p u r p o s e  o f  th e  s a m p l i n g  p r o g r a m  w a s  to  t r y  to 

i s o l a t e  s e v e r a l  s p e c i e s  of  l a b y r i n t h u l i d  o r g a n i s m s .  A ny  c e l l s  o r  

c o l o n i e s  t h a t  s e e m e d  in the  l e a s t  d i f f e r e n t  w e r e  t r a n s f e r r e d  in a  b l o c k  of 

a g a r  to a  f r e s h  p l a t e .  P r e c a u t i o n s  w e r e  t a k e n  to  a v o id  a l l  c o n t a m i n a t i n g  

o r g a n i s m s  e x c e p t  y e a s t s  w h ic h  w e r e  found  to  b e  u s e f u l  a s  food o r g a n i s m s .  

A f t e r  two o r  t h r e e  s u b c u l t u r e s ,  a  m o n o x e n i c  c u l t u r e  w a s  e s t a b l i s h e d  w i th  

y e a s t ,  R h o d o t o r u l a  sp .  , a s  t h e  s t a n d a r d  food o r g a n i s m .
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I s o l a t i o n

T he  i s o l a t e s  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  on th e  b a s i s  of  o r i g i n a l  h o s t  o r  

s u b s t r a t e ,  o r i g i n a l  e n v i r o n m e n t a l  s a l i n i t y ,  a b i l i t y  to s p o r u l a t e ,  

c o l o n i a l  m o r p h o l o g y ,  c e l l  s i z e ,  an d  c e l l  s h a p e .  E a c h  i s o l a t e  w a s  g iv e n  

a  n u m b e r  c o r r e s p o n d i n g  to th e  c h r o n o l o g i c a l  o r d e r  in w h ich  th e  i s o l a t e s  

w e r e  o b t a i n e d ;  t h e r e f o r e ,  th e  i s o l a t e  n u m b e r s  do no t  n e c e s s a r i l y  d e n o te  

s p e c i e s  o r  s t r a i n  d i f f e r e n c e s .

M e d i u m  N u m b e r  1

O c e a n i c  s e a w a t e r  a t  d e s i r e d  d i lu t io n  1, 0 0 0 m l
D ifco  A g a r  5 to  8 m g
G l u c o s e  lg
G e l a t i n  H y d r o l y s a t e  lg
Y e a s t  e x t r a c t  0. lg
L i v e r  e x t r a c t  0. Olg
T h i a m i n e  (HCl)'*' O.Zmg
C h o l e s t e r o l ^  5mg
P e n i c i l l i n  G 0. 4g
S t r e p t o m y c i n  (HC1) 0. 4g

A f t e r  t h e  i n g r e d i e n t s  a r e  m i x e d ,  th e y  a r e  s lo w ly  b r o u g h t  to  a 

b o i l  a n d  i m m e d i a t e l y  a u t o c l a v e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  115. 5 ° C .  T h e  m e d i u m  

is  th e n  q u ic k ly  c o o le d  to 4 0 ° C ,  the  a n t i b i o t i c s  a r e  a d d ed ,  a n d  th e  m e d i u m  

p o u r e d .

A t  l e a s t  0. 5 c m  w a s  p o u r e d  in p l a t e s  to  r e t a r d  e v a p o r a t i o n  e f f e c t s .  

If c u l t u r e s  w e r e  to be  s t o r e d  f o r  a  p e r i o d  of m o r e  t h a n  two w e e k s ,  the

■^Supplemented o c c a s i o n a l l y  by  0. OOlmg v i t a m i n  anc  ̂ 0. OOlmg 
b i o t i n ,  b o th  a d d e d  a f t e r  a u t o c l a v i n g .

2
M a d e  up in 1 :1000 e th a n o i i c  s o lu t io n  a n d  a d d e d  to  h o t  m e d i u m  
a f t e r  a u t o c l a v i n g .
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p e t r i  d i s h  w a s  s e a l e d  w i th  " P a r a f i l m "  to  r e d u c e  e v a p o r a t i o n .  T r a n s f e r s  

w e r e  m a d e  b i m o n t h l y .  U n in o c u la t e d  m e d i a  w e r e  s t o r e d  a t  5 °C .

One m e d i u m  th a t  w a s  found  to s u p p o r t  m o n o x e n i c  c u l t u r e s  n i c e l y  

a n d  a l s o  h e ld  t h e m  f o r  long  p e r i o d s  of t i m e  w a s  C l :

C o r n  m e a l  a g a r  (Difco)  8g
G e l a t i n  H y d r o l y s a t e  l .O g
L i v e r  e x t r a c t  . Olg
Y e a s t  e x t r a c t  . l g
S e a w a t e r  100 0 m l
C h o l e s t e r o l  ( in 1:1000 e t h a n o l i c  so lu t io n )  5mg

F o r  long p e r i o d s  o f  s t o r a g e ,  s c r e w  cap  t u b e s  a r e  u s e d .

In f i e ld  s a m p l i n g  it w a s  found  th a t  h e t e r o t r o p h i c  d i a t o m s  an d  

s o m e  fungi  o f t e n  h a m p e r e d  a t t e m p t s  to  i s o l a t e  L a b y r i n t h u l a  a n d  a t  t i m e s  

c o m p e t e d  s u c c e s s f u l l y  f o r  food  in th e  m e d i u m .  T h e  d i a t o m s  w e r e  

e l i m i n a t e d  by  s p r e a d i n g  a v e r y  th in  l a y e r  of  0. 003% g e r m a n i u m  d io x id e  

( M a c k i e r n a n ,  1967) o v e r  th e  s u r f a c e  of th e  a g a r  p r i o r  to  i n o c u la t i o n .

To  e l i m i n a t e  th e  t r o u b l e s o m e  fungi ,  M y c o s t a t i n  o r  F u n g i s o n e  w e r e  u s e d .

A x e n ic  c u l t u r e  o f  L a b y r i n t h u l a  on  W a t s o n ' s  B o v in e  s e r u m  

( W a tso n  a n d  O r d a l ,  1957) w a s  a t t e m p t e d  s e v e r a l  t i m e s  w i th  v a r y i n g  

d e g r e e s  o f  s u c c e s s .  T h e  fo l low ing  f o r m u l a t i o n  s e e m e d  to b e  th e  b e s t .  

N a t u r a l  s e a w a t e r  a n d  D ifco  a g a r  (0. 5 to  0. 7%) a r e  h e a t e d  t o g e t h e r  u n t i l  

th e  a g a r  h a s  m e l t e d  e n o u g h  to m a k e  a  c l e a r  s o lu t io n .  T h e  m i x t u r e  is  

t h e n  a u t o c l a v e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  115. 5°C  a n d  a l l o w e d  to  co o l  to  3 7 °C ,  

a  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  i t  is  s t i l l  a  l iq u id .  D i fco  TC B o v in e  (calf)  S e r u m  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  is  t h e n  m i x e d  in a  r a t i o  of  1:9 w i th  th e  s e a w a t e r  

a g a r  to  m a k e  th e  f i n a l  m e d i u m .  T h i s  i s  t h e n  q u ic k ly  p o u r e d  in v e r y  th in



l a y e r s  (4 m m  o r  t h i n n e r )  in p e t r i  d i s h e s .  A s  a  r e s u l t ,  t h e  m e d i u m  c o o l s  

an d  c o n g e a l s  q u ic k ly  a f t e r  a d d i t i o n  o f  the  s e r u m ,  t h u s  m i n i m i z i n g  

a l t e r a t i o n s  in the  s e r u m  w h ic h  w o u ld  b e  d e t r i m e n t a l  to  th e  g r o w t h  of th e  

c u l t u r e s .  It w a s  n o te d  t h a t  p u r e  c u l t u r e s  (axen ic )  c o u ld  be  m a i n t a i n e d  on 

t h i s  m e d i u m  a b o u t  90% of  th e  t i m e ,  w h ic h  w a s  b e t t e r  t h a n  the  50% o r  l e s s  

a c h i e v e d  w i th  W a t s o n ’s m e t h o d .

O b s e r v a t i o n s

O b s e r v a t i o n s  o f  l iv in g  c e l l s  w e r e  u s u a l l y  m a d e  u s in g  a n  AO d a r k -  

m e d i u m  p h a s e  m i c r o s c o p e  o r  U n i t r o n  i n v e r t e d  d a r k - m e d i u m  p h a s e  

s c o p e .  P r e p a r a t i o n s  w e r e  m a d e  u s in g  a g a r  m e d i a  c o n ta i n in g  0. 3% a g a r  

w i th  m e d i u m  1 o r  b e e f  s e r u m  a d d i t i v e s .  T h e  m e d i u m  a lo n g  w i th  a  s m a l l  

i n o c u lu m  of  L a b y r i n t h u l a  w a s  h e l d  b e t w e e n  two c o v e r s l i p s  s e a l e d  w i th  

p e t r o l e u m  j e l l y .  T h i s  a s s e m b l a g e  w a s ,  in t u r n ,  m o u n t e d  on  a  s p e c i a l  

m e t a l  r i n g  w h ic h  f i t s  in to  th e  s t a g e  of  the  U n i t r o n  m i c r o s c o p e .  In t h i s  

m a n n e r  v e r y  t h in  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  s u i t a b l e  f o r  o b t a in in g  h igh  

r e s o l u t i o n  p h a s e  m i c r o g r a p h s .  T h e s e  p r e p a r a t i o n s  s u r v i v e d  up to  10 

d a y s  d e p e n d in g  on  the  c a r e  w i th  w h ic h  th e y  w e r e  p r e p a r e d .  T h e y  w e r e  

t h e r e f o r e  v e r y  u s e f u l  in m a k i n g  o b s e r v a t i o n s  of  c u l t u r a l  l i f e  c y c l e s .  

O b s e r v a t i o n s  o f  c o l o n i a l  c h a r a c t e r i s t i c s ,  s u c h  a s  th e  n a t u r e  of t h e  edge ,  

w e r e  m a d e  w i th  a  lOx o b j e c t i v e  on a Z e i s s  b i n o c u l a r  s c o p e ,  a n  A .  O. 

s t e r e o s c o p i c  m i c r o s c o p e ,  a n d  w i th  the  n a k e d  e y e .



M e a s u r e m e n t  of  G r o w t h  

M e a s u r e m e n t s  o f  g r o w t h  w e r e  m a d e  w i th  a  Q u e b e c  Colony- 

c o u n t e r  o v e r l a i n  w i th  g r a p h  p a p e r .  The  in o c u lu m  w a s  c e n t e r e d  a n d  the  

n u m b e r  of s q u a r e  u n i t s  c o v e r e d  by the  c i r c u l a r  o u t g r o w t h  w a s  

m e a s u r e d .  To i n s u r e  u n i f o r m i t y  th e  d e p th  of t h e  a g a r  w a s  c o n s t a n t  and  

a  s t a n d a r d  in o c u lu m  w a s  u s e d .  A l th o u g h  m e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e  on ly  

in two d i m e n s i o n s ,  p e n e t r a t i o n  o f  th e  a g a r  w a s  n o te d  in o r d e r  to  a d j u s t  

r e a d i n g s  w h e r e  n e e d e d .  A d j u s t m e n t  w a s  m a d e  by  i n c r e a s i n g  m e a s u r e 

m e n t  by  o n e - h a l f  th e  o r i g i n a l  f i g u r e  w h e n  p e n e t r a t i o n  o c c u r r e d .

A l th o u g h  it w a s  found  e m p i r i c a l l y  a c c u r a t e ,  a d j u s t m e n t  i s  m e a n t  o n ly  to 

b i a s  th e  f i n a l  a n a l y s i s  in th e  p r o p e r  d i r e c t i o n .

C u l t u r a l  T o l e r a n c e s  

T e m p e r a t u r e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  in i n c u b a t o r s  a t  5, 10, 

20 an d  37°C a n d  in a  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e  a t  0 ° C .  C o n s t a n t  

t e m p e r a t u r e  w a t e r  b a t h s  w e r e  c o n s t r u c t e d  to  a t t a i n  o t h e r  t e m p e r a t u r e s .  

B a t h s  w e r e  m a d e  b y  p l a c i n g  a  w a t e r  c o n t a i n e r  h e a t e d  by  a n  a q u a r i u m  

h e a t e r  in a 5°C  o r  2 0 °C  c o ld  r o o m .  T h i s  c o m b i n a t i o n  w a s  u s e d  to 

r e g u l a t e  the  t e m p e r a t u r e  of  a g l a s s  v e s s e l  c o n t a i n i n g  3 to  5 s m a l l  ( 6 0 m m  

p l a s t i c  p e t r i  d i s h e s .  T h e  w a t e r  w a s  c i r c u l a t e d  c o n s t a n t l y  b y  u s e  o f  a  

m a g n e t i c  m i x e r ,  a n d  the  e n t i r e  d e v ic e  w a s  c o v e r e d  w i th  a l u m i n u m  fo i l  

( F ig .  2).  T e m p e r a t u r e  w a s  m o n i t o r e d  in the  c u l t u r e  c h a m b e r  an d  in th e  

w a t e r  an d  w a s  found  to  v a r y  no m o r e  t h a n  + 0. 5 ° C .  It w a s  found  t h a t  u s e  

of t h i s  d e v i c e  e l i m i n a t e d  th e  n e e d  f o r  s e a l i n g  p e t r i  d i s h e s  w i th  " P a r a f i l m  

to  a v o id  d r y i n g  w a s  w a s  done  in  o t h e r  i n c u b a t o r s .  T e m p e r a t u r e
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a c c l i m a t e d  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  a s  in o c u la  an d  th e  s a l i n i t y  a n d  pH 

r e m a i n e d  n e a r  o p t i m u m  (pH 8.  1 a n d  s a l i n i t y  = 23°/oo) .  T h e  c u l t u r e s  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  -2 0 ,  -1 0 ,  -5 ,  0, 5, 10, 15, 19, 20,  22,  26,  29,  30,

33, 34,  35, a n d  3 7 ° C .  G r o w t h  w a s  m e a s u r e d ,  a s  u s u a l ,  by  a r e a  of 

o u t g r o w t h .

S a l in i t y  t o l e r a n c e s  w e r e  t e s t e d  f r o m  0 to 100°/oo a t  i n t e r v a l s  of 

a b o u t  2° /oo.  T o  o b ta in  th e  w ide  r a n g e  of s a l i n i t i e s ,  a  s t o c k  s a l t  

s o lu t io n ,  m a d e  b y  ad d in g  " S e v e n  S e a s  S a l t s "  to  Y o r k  R i v e r  s e a w a t e r ,  w a s  

d i l u t e d  w i th  d i s t i l l e d  w a t e r .  To  b e t t e r  s i m u l a t e  th e  n a t u r a l  c o m p l e m e n t  

of  t r a c e  e l e m e n t s ,  pond  w a t e r  w a s  u s e d  a s  th e  d i l u t a n t  in th e  s a l i n i t i e s  

0 t h r o u g h  10°/oo. T h i s  p r o c e d u r e  w a s  l a t e r  found  u n n e c e s s a r y  a n d  

o c e a n i c  s e a w a t e r  w a s  u s e d  in m o s t  r o u t i n e  i s o l a t i o n  a n d  c u l t u r e  m e d i a .

C u l t u r e s  u s e d  f o r  i n o c u l a t i o n  w e r e  f i r s t  g r o w n  a t ,  o r  w i th in  

10°/oo to  th e  s a l i n i t y  to b e  t e s t e d .  T h i s  a l l o w e d  th e  c u l t u r e s  to 

a c c l i m a t e  to  t h a t  s a l i n i t y  a n d  r e d u c e d  th e  i n i t i a l  s h o c k  of  th e  t r a n s f e r .

T h e  pH w a s  t e s t e d  a t  i n t e r v a l s  of  a b o u t  0 . 5  of a  u n i t  f r o m  4.  0 to 

9 . 7 .  T e m p e r a t u r e  a n d  s a l i n i t y  w e r e  k e p t  n e a r  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  

( T e m p e r a t u r e  = 2 2 ° C ,  s a l i n i t y  = 23°/oo),  and  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n s  

w e r e  m a d e  to d e t e r m i n e  an y  a b n o r m a l i t i e s .

In t h i s  w o r k  th e  pH of th e  m e d i u m  w a s  a d j u s t e d  j u s t  b e f o r e  th e  

s t e r i l e  m e d i u m  w a s  c o o l e d ,  t h u s  av o id in g  p r e c i p i t a t e s  a n d  d e s t r u c t i o n  of 

th e  a g a r  a s  w a s  e n c o u n t e r e d  b y  V i s h n i a c  (1955a) .



16

G e n e r a l

S e c t io n s  of m a r i n a  w e r e  s t a i n e d  w i th  s a f r a n i n - f a s t  g r e e n  

( J e n s e n ,  1962) o r  H a r r i s 1 h e m a t o x y l i n - e o s i n  ( J o h a n s e n ,  1940) to  show  

th e  p r e s e n c e  of L a b y r i n t h u l a . Z o o s p o r e s  w e r e  f ix ed  3 0 -4 5  s e c o n d s  in 

1% o s m i u m  t e t r a o x i d e  f u m e s ,  a n d  w e r e  s h a d o w e d  a t  18° w i th  p l a t i n u m -  

p a l l a d i u m  to  sh o w  th e  f l a g e l l u m  d e t a i l .  T h e  s h a d o w e d  m a t e r i a l  w a s  

o b s e r v e d  a n d  p h o t o g r a p h e d  on  a  H i t a c h i  H U -1  IB  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .

N u c l e a r  s t a i n s  w e r e  m a d e  u s in g  a  C h r o m - a l u m  s t a i n  ( P e r k i n s ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h e  p r o c e d u r e  is  o u t l i n e d  in A p p e n d ix  A.



R E S U L T S

S a m p l in g  in F i e l d  

D u r in g  th e  1 2 - m o n t h  p e r i o d  f r o m  S e p t e m b e r  1966 t h r o u g h  

S e p t e m b e r  1967, 215 p l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i th  p i e c e s  of Z .  m a r i n a  

l e a v e s .  Of t h e s e ,  210 w e r e  p o s i t i v e  f o r  L a b y r i n t h u l a .  T h e  n e g a t i v e  

p l a t e s  w e r e  s c a t t e r e d  t h r o u g h  the  s a m p l i n g  p e r i o d  a n d  s h o w e d  no 

s i g n i f i c a n t  g r o u p i n g .

O c c a s i o n a l l y ,  it  w a s  p o s s i b l e  to t e s t  t h e  a b i l i t y  to  i s o l a t e  

L a b y r i n t h u l a  f r o m  h e a l t h y  l e a v e s  a s  o p p o s e d  to  n e c r o t i c  o n e s .  In 

a l m o s t  e v e r y  i n s t a n c e ,  L a b y r i n t h u l a  w a s  i s o l a t e d  f r o m  n e c r o t i c  l e a v e s ;  

b u t  th e  g r e e n  u n s p o t t e d  l e a v e s  w e r e  f r e e  o f  L a b y r i n t h u l a  sp .  H o w e v e r ,  

g r e e n  h e a l t h y  l e a v e s  d id  o c c a s i o n a l l y  (2 ou t  o f  30 t i m e s )  y i e l d  

L a b y r i n t h u l a . In e v e r y  c a s e  t h e  Z .  m a r i n a  f r o m  b e d s  n e a r  VIMS 

y i e l d e d  on ly  one  k in d  of L a b y r i n t h u l a  (T ype  L I ) .  W a s h e d  l e a v e s  h a d  no 

l o w e r  in c id e n c e  of  L a b y r i n t h u l a  t h a n  u n w a s h e d  l e a v e s .  T h a t  i s ,  92 ou t  

of 115 f r o n d s  w e r e  p o s i t i v e  in the  w a s h e d  g r o u p ;  a n d  97 out of 111 w e r e  

p o s i t i v e  in th e  u n w a s h e d  g r o u p .  A C h i - s q u a r e  t e s t  s h o w e d  t h e s e  v a l u e s  

to  b e  e s s e n t i a l l y  e q u a l .  L e a v e s  w e r e  w a s h e d  in 0. 1% c h l o r o x  in s t e r i l e  

s e a w a t e r .  F i g u r e  3 sh o w s  L a b y r i n t h u l a  g r o w in g  f r o m  a s a m p l e  on 

i s o l a t i o n  m e d i u m ,  a n d  F i g u r e  3 s h o w s  the  p r o t i s t  in  Z .  m a r i n a  t i s s u e s .  

D u r i n g  th e  s u m m e r  of  1966 s e v e r a l  a n i m a l s  a n d  p l a n t s  of the

17
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C h e s a p e a k e  B a y  a r e a  w e r e  s a m p l e d  fo r  th e  p r e s e n c e  of  L a b y r i n t h u l a ,  

b u t  on ly  Z. m a r i n a  s a m p l e s  w e r e  p o s i t i v e .  T h i s  c o u ld  h a v e  b e e n  due  

to th e  h ig h  c o n c e n t r a t i o n  of a g a r  u s e d  e a r l y  in th e  s tudy ,  b e c a u s e  it w a s  

l a t e r  e v i d e n t  t h a t  a  m e d i u m  c o n ta i n in g  l e s s  t h a n  th e  1% a g a r  s u p p o r t s  

b e t t e r  L a b y r i n t h u l a  g r o w t h .  T h e  ty p e  of L a b y r i n t h u l a  in Z. m a r i n a  w a s  

e v i d e n t l y  c a p a b l e  of o v e r c o m i n g  t h i s  l i m i t a t i o n .  T h i s  w a s  c o r r e c t e d  by  

S e p t e m b e r  o f  1966. S in ce  t h a t  c h a n g e  w a s  m a d e ,  L a b y r i n t h u l a  h a s  b e e n  

i s o l a t e d  f r o m  s e v e r a l  s u b s t r a t e s  ( T a b le  1).

M o s t  of th e  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a long  the  Y o r k  R i v e r  a n d  i t s  

t r i b u t a r i e s  w h e r e  s a l i n i t i e s  r a n g e  f r o m  a b o u t  0. 5°/oo to  Z6°/oo. O t h e r  

s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  h i g h e r  s a l i n i t i e s  a long  the  A t l a n t i c  c o a s t  f r o m  

D e l a w a r e  B a y  to  O r e g o n  In le t ,  N o r t h  C a r o l i n a  (F ig .  1). S a m p l e s  w e r e  

t a k e n  f r o m  f r e s h  w a t e r  p o nds  a n d  s w a m p s  in t i d e w a t e r  V i r g i n i a ,  a s  w e l l  

a s  f r o m  e s t u a r i n e  an d  o c e a n i c  e n v i r o n m e n t s .  S u b s t r a t e s  f r o m  n e a r l y  

a l l  a q u a t i c  h a b i t a t s  a b o v e  3. 5°/oo s a l i n i t y  h a r b o r e d  L a b y r i n t h u l a  sp p .

T h e  p r o t i s t  w a s  no t  found  in w a t e r  b e l o w  3. 5°/oo.

S a m p l in g  p r o v i d e d  s e v e r a l  h u n d r e d  s e p a r a t e  i s o l a t e s  of 

• L a b y r i n t h u l a .  Of t h e s e ,  o v e r  25 s e l e c t e d  on  the  b a s i s  o f  h o s t ,  s a l i n i t y  

o f  h a b i t a t ,  c o l o n i a l  m o r p h o l o g y  a n d  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s ,  w e r e  s e t  

a s i d e  f o r  l a t e r  s tu d y .  O v e r  one  h a l f  w e r e  f r o m  S. a l t e r n i f l o r a  a n d  the  

r e s t  w e r e  Z. m a r i n a  a n d  s e v e r a l  a l g a e .  A  c o m p l e t e  l i s t  of s u b s t r a t e s  

is  found  in  T a b l e  1. One i s o l a t e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  a  w a t e r  s a m p l e  

c o n t a i n i n g  o n ly  p l a n k t o n i c  o r g a n i s m s .  In t h i s  c a s e  th e  i s o l a t e  c o u ld  h a v e  

d e v e l o p e d  f r o m  a  z o o s p o r e  in the  p l a n k to n  o r  f r o m  a n  i n f e c t e d  p l a n k t e r .
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S o m e  of  t h e s e  i s o l a t e s  w e r e  t h e n  u s e d  in s t u d i e s  of p h y s io lo g y ,  l if e  

c y c l e s  a n d  s y s t e m a t i c s .

P h y s i o l o g i c a l  T o l e r a n c e s  

In a t t e m p t s  to  f ind  n e w  s t a g e s  in  th e  l i f e  h i s t o r y  of  L a b y r i n t h u l a ,  

v a r i o u s  p h y s i o l o g i c a l  s t r e s s e s  w e r e  a p p l i e d  to  one  i s o l a t e  ( L I ) .  In 

a d d i t i o n  s e v e r a l  o t h e r  i s o l a t e s  w e r e  t e s t e d  o v e r  a  l e s s e r  s e r i e s  of 

s a l i n i t i e s ,  n a m e l y  6, 15, 23,  a n d  30°/oo. T h e  c h o ic e  of  L I  f o r  th e  m a j o r  

p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  w a s  u n f o r t u n a t e  s i n c e  i t  p r o d u c e d  o n ly  s o m a t i c  c e l l s  

an d  n o t  z o o s p o r e s .  T h e  s a l i n i t y  r a n g e s  of  s e v e r a l  i s o l a t e s  a r e  sh o w n  in 

T a b l e  2.  T h e  fo l lo w in g  r e s u l t s  a p p ly  to  i s o l a t e  L I  on ly .
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T A B L E  2

L a b y r i n t h u l a  spp .  i s o l a t e s  show ing  t h e i r  
s a l i n i t y  r a n g e  an d  p r e f e r e n c e .  B a s e d  on 

t e s t s  u s in g  s a l i n i t i e s  of 6, 7, 15, 23 a n d  35°/oo.

I s o l a t e  N u m b e r S a l in i ty  R a n g e P r e f e r r e d  S a l in i ty

L I 7 - 3 5 30
L2 ,  L4 ,  L9 2 3 - 3 5 2 3 - 3 0

L8 15-30 23
L l l 7 - 3 5 30
27 15-23 ?
39 15-35 ?
44 7 - 3 5 7 - 3 5
62 15-30 30
64 15-30 15
65 7 - 2 3 ? 7
67 15-35 30
74 15? 15
77 15-30 23

82, 86 2 3 -3 5 35
84 2 3 -3 5 23
89 6 -3 0 30
90 7 - 1 5 6
94 7 - 3 0 ?

109, 110, 111a ,  111b 
113

2 3 - 3 0 30
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S a l in i ty

T he  t e s t s  s h o w e d  s u r v i v a l  in a r a n g e  of 4.  0°/oo to 51.  0°/oo w i th  . 

m a x i m u m  g r o w t h  a t  25 .  5°/oo in a c c l i m a t e d  c u l t u r e s .  A b r o a d  p e a k  

g r o w t h  w a s  n o te d  f r o m  13. 5°/oo to  42 .  0°/oo.  S l igh t  g r o w t h ,  w h ic h  c o u ld  

on ly  b e  d e t e c t e d  a t  100X m a g n i f i c a t i o n ,  o c c u r r e d  f r o m  4°/oo to 7. 5°/oo 

an d  f r o m  46 . 5°/oo to 51.  0°/oo (F ig .  4).

T h e  o n ly  n o t a b l e  f e a t u r e  o b s e r v e d  w a s  th e  l a c k  of v i s i b l e  s l i m e  

t u b e s  in th e  c u l t u r e  a t  th e  e x t r e m e  s a l i n i t i e s  (4. 0°/oo - 9.  0°/oo an d  

46. 5°/oo - 51. 0°/oo).  P e n e t r a t i o n  o f  the  a g a r  w a s  m o s t  n o t i c e a b l e  a t  

o p t i m a l  s a l i n i t i e s .  

pH

T h e  r a n g e  of pH t o l e r a n c e s  w a s  f r o m  pH 5 . 2  to  pH 8 . 8  w i th  a 

m a x i m u m  a m o u n t  of  g r o w t h  o c c u r r i n g  a t  pH 6. 5 (F ig .  5). No c e l l u l a r  

f o r m s  o t h e r  t h a n  th e  n o r m a l  s p in d le  c e l l s  a p p e a r e d .

T e m p e r a t u r e

S ince  I  w a s  a b l e  to  i s o l a t e  L a b y r i n t h u l a  t h r o u g h o u t  th e  2 to  30°C

t e m p e r a t u r e  r a n g e  o b s e r v e d  on  the  c o l l e c t i n g  t r i p s ,  e x p e r i m e n t s  w e r e

s e t  up to d e t e r m i n e  i t s  e n t i r e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  in c u l t u r e s .

O p t i m a l  g r o w t h  o c c u r r e d  a t  20 an d  2 5 °C  w i th  l i t t l e  d i f f e r e n c e  in 

o
g r o w t h  up to  30 C, a f t e r  w h ic h  a  r a p i d  d e c l i n e  w a s  e v i d e n t  (F ig .  6).

T h e  l o w e s t  t e m p e r a t u r e  a t  w h ic h  g r o w t h  o c c u r r e d  w a s  0°C  (+ 0. 5 °C ) .

T h e  c u l t u r e s  k e p t  a t  t e m p e r a t u r e s  l o w e r  t h a n  0 °C  w e r e  k i l l e d .  A l th o u g h  

no g r o w t h  c o u ld  be  o b s e r v e d  a b o v e  3 0 ° C ,  c u l t u r e s  c o u ld  be  k e p t  a t  

t e m p e r a t u r e s  up to  33°C  f o r  48 h o u r s  an d  t h e n  r e s u m e  g r o w t h  w h e n



r e t u r n e d  to r o o m  t e m p e r a t u r e  (24°C  - 2 5 ° C ) .  A t e m p e r a t u r e  of 35°C  

f o r  o v e r  6 h o u r s  k i l l e d  th e  c u l t u r e s .  T h o s e  c u l t u r e s  k e p t  a t  2 9 °C  an d  

a b o v e  o f t e n  f o r m e d  s o r u s - l i k e  a g g r e g a t i o n s  of b r o w n  c e l l s .  I s o l a t e  L I  

n e v e r  f o r m e d  z o o s p o r e s  o r  s h o w e d  th e  d i v i s i o n  f e a t u r e s  l e a d i n g  to  

s p o r a n g i a l  d e v e l o p m e n t .

W a t e r  C o n t e n t  of th e  M e d i u m

T h r o u g h o u t  th e  e x p e r i m e n t s ,  it  w a s  e v id e n t  t h a t  th e  o c c u r r e n c e  

of o p t i m a l  g r o w t h  w a s  d e p e n d e n t  on  th e  a v a i l a b i l i t y  of a  m o i s t  s u b s t r a t e .  

The  m e d i a  u s e d  in th e  a b o v e  e x p e r i m e n t s  c o n t a i n e d  0 .8 %  a g a r .  L a t e r  

it w a s  found  th a t  i s o l a t e s  L 8 ,  27,  39 r e q u i r e d  a  h i g h e r  r e l a t i v e  w a t e r  

c o n t e n t  a n d  the  a g a r  c o n t e n t  w a s  r e d u c e d  to  0. 6% f o r  a l l  c u l t u r e s .  

L a y e r i n g  w a t e r  o v e r  the  m e d i u m  w a s  no t  found  to be  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l .

S u m m a r y  of G e n e r a l  M o r p h o l o g i c a l  F e a t u r e s  

T he  g e n e r a l  m o r p h o l o g y  o f  s i x  i s o l a t e s  w a s  r e c o r d e d  in a n  

a t t e m p t  to  d i f f e r e n t i a t e  t h e m .  A l th o u g h  th e  i s o l a t e s  w e r e  n o t  d e f i n i t e l y  

s e p a r a t e d  in to  s p e c i e s ,  G r o u p s  I a n d  II w e r e  f o r m e d .  G r o u p  I w a s  

c o m p o s e d  of t h o s e  i s o l a t e s  w h ic h  f o r m e d  s p o r a n g i a  an d  no  p l a s m o d i a .  

G r o u p  II c o n s i s t e d  of  t h o s e  w h ic h  f o r m e d  p l a s m o d i a  b u t  n o t  s p o r a n g i a .  

A p p e n d i x  B c o n t a i n s  a  t a b u l a r  d e s c r i p t i o n  of th e  s i x  i s o l a t e s  showing  

t h o s e  f e a t u r e s  w h ic h  w e r e  q u a n t i t a t e d .  F i g u r e  l O a - n  s h o w  the  g e n e r a l  

m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  of  a  few  i s o l a t e s ,  an d  F i g u r e s  11 a n d  12 show  

d i a g r a m a t i c  l i fe  c y c l e s  f o r  e a c h  g r o u p .

T h e  c o m m o n  c h a r a c t e r i s t i c  w h ic h  r e l a t e s  a l l  l a b y r i n t h u l a s  i s  th e  

p o s s e s s i o n  of  th e  tu b e  s t r u c t u r e s  t h r o u g h  w h ic h  th e y  g l id e .  T h i s  is
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p r e s e n t  in a l l  f o r m s  d u r in g  the  a c t i v e  s o m a t i c  p o r t i o n  of the  l i f e  c y c l e .

D u r in g  t h i s  p h a s e  the  b u lk  of th e  c e l l s  a r e  a l s o  s p in d le  s h a p e d ,  b u t  h e r e  

th e  s i m i l a r i t y  e n d s .

G r o u p  I is c h a r a c t e r i z e d  by  i s o l a t e s  L I ,  L l l ,  44 an d  67. T he  

c e l l s  a r e  m o r e  s p in d le  s h a p e d ,  th e  c o lo n y  h a s  a  f ine  a p p e a r a n c e ,  an d  

th e  g r o w t h  r a t e  is  g e n e r a l l y  f a s t . ,  G r o u p  II is  c h a r a c t e r i z e d  by  i s o l a t e s  

L8 an d  39 w h ic h  n e v e r  s p o r u l a t e  b u t  f o r m  p l a s m o d i a l  c e l l s  r e a d i l y .  T he  

c e l l s  a r e  m o r e  r o u n d e d  t h a n  t h o s e  in G r o u p  I, a n d  the  c o lo n y  t a k e s  on  a 

c o a r s e  a p p e a r a n c e .  Unl ike  G r o u p  I, t h e  c e l l s  o f  G r o u p  II f o r m  s w e l l i n g s  

on  t h e i r  s l i m e w a y s  in t h e i r  e a r l y  d e v e l o p m e n t ;  an d  th e  g r o w t h  r a t e  is  

v e r y  s lo w  ( F i g s .  11 a n d  12).

L i fe  C y c l e

S e v e r a l  i s o l a t e s  of  L a b y r i n t h u l a  m a i n t a i n e d  by  th e  a u t h o r  h a v e  

f o r m e d  s o r i  a n d  z o o s p o r e s .  Of t h e s e  i s o l a t e s ,  a l l  b e lo n g  to  Grr o u p  I.

T h e  l i f e  c y c l e s  of two s e p a r a t e  i s o l a t e s  (67 a n d  L l l ) ,  w h ic h  m a y  b e  th e  

s a m e  s p e c i e s ,  h a v e  b e e n  o b s e r v e d .  In e a c h  i s o l a t e  one  c e l l  w a s  

fo l lo w e d  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  f r o m  z o o s p o r e  to s p in d le  c e l l  s t a g e .

S p ind le  c e l l s  w e r e  o b s e r v e d  f o r m i n g  s o r i  w h ic h ,  in t u r n ,  gav e  r i s e  to  

z o o s p o r e s .  E a c h  c y c l e  is  s i m i l a r  to  t h a t  d e s c r i b e d  by  H o l l a n d e  an d  

E n j u m e t  (1955) .

In i s o l a t e s  67 a n d  L l l ,  s o r u s  f o r m a t i o n  is  p r e c e d e d  by 

a g g r e g a t i o n  of  c o l o r l e s s  s p in d le  c e l l s ,  w h ic h  m a k e  up a t y p i c a l  s o m a t i c  

c o lo n y .  A s  a g g r e g a t i o n  o c c u r s ,  th e  c e l l s  a s s u m e  a  s l i g h t  o r a n g e  c o l o r .



T h e  c e l l s  w i th in  th e  a g g r e g a t e  c e a s e  m o v e m e n t ,  a n d  the  c o n ta i n in g  w a l l s  

of th e  " s l i m e  t u b e "  s e e m  to b e c o m e  m o r e  r i g i d .  T h e  f in a l  f o r m  is  a  

c o m p l e x  w ind ing ,  b r a n c h i n g  n e t w o r k  of t u b e s  w h ic h  c o v e r s  a s  m u c h  a s  

7 s q u a r e  m m  on th e  s u r f a c e  of  the  a g a r  o r ,  in s o m e  c a s e s ,  w h ic h  is  

b e lo w  th e  a g a r  s u r f a c e .  T he  s p in d le  c e l l s  e n l a r g e ^ p r i m a r i l y  in b r e a d t h  

b e c o m i n g  a l m o s t  s p h e r i c a l  an d  th e n  by  s u c c e s s i v e  b i p a r t i t i o n  b r e a k  

down in to  e ig h t  d a u g h t e r  c e l l s  ( F i g s .  7 a - b ) .  T h e s e  a r e  s t i l l  c o n t a i n e d  

w i th in  the  m e m b r a n e  d e l i m i t i n g  the  m o t h e r  c e l l .  While  c o n t a i n e d  in 

t h i s  s p o r a n g i u m ,  one  c a n  s e e  t h a t  e a c h  d a u g h t e r  c e l l  h a s  a b r i g h t  r e d  

c h r o m a t i c  b o d y  c o n s i s t i n g  of t h r e e  o r ,  l e s s  o f ten ,  f o u r  j u x t a p o s e d  

s p h e r u l e s .  T h i s  b o d y  m a y  b e  c o m p a r a b l e  to  the  " s t i g m a "  of H o l l a n d e  

a n d  E n j u m e t  (1955) .  F l a g e l l a  t h e n  b e c o m e  e v id e n t .  D a u g h t e r  c e l l s  c a n  

be  s e e n  m o v in g  a b o u t  w h i l e  s t i l l  e n c a s e d  in th e  m o t h e r  c e l l  m e m b r a n e  

a n d  s o r u s  w a l l .  F o r t y - e i g h t  to  72 h o u r s  a f t e r  i n i t i a l  a g g r e g a t i o n ,  

z o o s p o r e s  b e g i n  to  b r e a k  t h r o u g h  th e  s o r u s  w a l l  in s e v e r a l  p l a c e s .

Due to  d i f f e r e n c e s  in th e  r a t e  of a g g r e g a t i o n ,  s o m e  s e c t i o n s  of  th e  s o r u s  

s p o r u l a t e  l a t e r  t h a n  o t h e r s  t h e r e b y  e x ten d in g  s p o r u l a t i o n  f o r  1 to  2 d a y s .

W hen  e x a m i n e d  c l o s e l y ,  it  is  found  t h a t  th e  z o o s p o r e s  a r e  

p y r i f o r m  a n d  m i d - l a t e r a l l y  b i f l a g e l l a t e  w i th  th e  p o s t e r i o r l y  d i r e c t e d  

w h i p l a s h  ty p e  f l a g e l l u m  a b o u t  o n e - h a l f  the  l e n g t h  of  th e  a n t e r i o r l y  

d i r e c t e d  t i n s e l  f l a g e l l u m .  I s o l a t e d  z o o s p o r e s  m a y  s w i m  a b o u t  f o r  12 

to  150 h o u r s  b e f o r e  s e t t l i n g  dow n a n d  lo s in g  t h e i r  f l a g e l l a .  T h e  t i n s e l -  

ty p e  f l a g e l l u m  is l o s t  f i r s t .  I t  f i r s t  b e c o m e s  s t i c k y  eno u g h  to  e n t a n g l e  

i t s e l f  an d  th e n  s lo w ly  f a d e s  f r o m  v ie w .  T h i s  o c c u r s  i m m e d i a t e l y ,  o r
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w i th in  1 h o u r  a f t e r  s e t t l i n g  down. T h e  w h i p l a s h  f l a g e l l u m  s lo w ly  

s h o r t e n s  and  d i s a p p e a r s  in a b o u t  36 h o u r s .  W h e t h e r  t h i s  f l a g e l l u m  is 

w i t h d r a w n  o r  d i s s o l v e s  c a n n o t  y e t  b e  d e t e r m i n e d .  A f t e r  the  f i r s t  

f l a g e l l u m  is l o s t ,  the  c e l l  t e n d s  to  b e c o m e  r o u n d  a n d  th e n  e n l a r g e  

l o n g i tu d in a l ly .  T h e  p o in t e d  a n t e r i o r  end  of th e  z o o s p o r e  is  m a i n t a i n e d  

t h r o u g h o u t  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s .  In a b o u t  48 h o u r s  th e  c e l l  

b e c o m e s  a  s m a l l  (7/i), r o u g h l y  s p i n d l e - s h a p e d  c e l l  a n d  b e g i n s  

f o r m a t i o n  of th e  " s l i m e "  tu b e  n e t w o r k .  T h e  c e l l  m a y  d iv id e  once  b e f o r e  

m o v in g  a w a y  f r o m  th e  p l a c e  w h e r e  th e  z o o s p o r e  s e t t l e d .  C h r o m a t i c  

b o d i e s  in the  young  z o o s p o r e s  w e r e  not fo l lo w e d  a n d  t h e i r  f a t e  is 

unknow n .  F i g u r e s  6 c - f  show  the  d e v e l o p m e n t  of  a  s in g l e  c e l l  f r o m  

z o o s p o r e  to s p in d le .

Z o o s p o r e s  a r e  f a i r l y  c o n s i s t e n t  in s i z e :  5ju long  x  3ju w ide  w i th

th e  a n t e r i o r  f l a g e l l u m  14-15/1 long a n d  the  p o s t e r i o r  f l a g e l l u m  7-9/1 

lo n g .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  two a p p a r e n t  r o w s  of t h i c k  

m a s t i g o n e m e s  o r  t i n s e l s  ( 1 .3  to 1. 6/i long) a lo n g  o p p o s i t e  s i d e s  of  the  

a n t e r i o r  f l a g e l l u m .  T h e  p o s t e r i o r  f l a g e l l u m  w a s  n a k e d  a n d  e n d e d  in a 

t h i n n e r  w h i p l a s h  (F ig .  8).  T h e  p l a n o n t s  m o v e  by  a n  u n d u la t i o n  of the  

a n t e r i o r  f l a g e l l u m  a n d  a j e r k i n g  of th e  p o s t e r i o r  f l a g e l l u m .  T o g e t h e r  

t h e s e  p r o d u c e  a s p i r a l i n g ,  f o r w a r d  m o v e m e n t .

I s o l a t e  (44) s h o w e d  a n o t h e r  s o r u s  type  a n d  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  

z o o s p o r e ,  b u t  the  l i fe  c y c l e  of  t h i s  f o r m  w a s  no t  f o l l o w e d .  T h e  s o r i  

c o n s i s t  o f  a n  u n b o u n d e d  h u m p  of  c e l l s ,  p o s s i b l y  s i m i l a r  to  W a t s o n ' s  

" h u m p s  of  s p o r a n g i a l  c e l l s "  ( W a tso n ,  1957).  T h e  c o l o r  is  i d e n t i c a l  to



t h a t  of th e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i s o l a t e .  S o r i  f o r m  by  th e  s i m p l e  

m a s s i n g  of s p in d le  c e l l s  a n d  do no t  s h o w  a  d e l i m i t i n g  s h e a t h  of the  s a m e  

t e n s i l e  s t r e n g t h  a s  i s o l a t e  67. T h e  c e l l s  u n d e r g o  t h r e e  d i v i s i o n s  to 

y i e l d  e ig h t  c e l l s  w h ic h  th e n  b e c o m e  b i f l a g e l l a t e d  a s  in th e  p r e v i o u s  t y p e .  

T h e  i s o l a t e  h a s  n o t  t h r e e  b u t  f o u r  s p h e r i c a l  b o d i e s  l i n k e d  t o g e t h e r  to 

f o r m  th e  c h r o m a t i c  b o d y  in m o s t  d a u g h t e r  c e l l s .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e s e  

s p h e r i c a l  b o d i e s  a r e  t r u l y  l i n k e d  c o u ld  no t  be  d e t e r m i n e d  u n d e r  th e  l igh t  

m i c r o s c o p e .  T h e  z o o s p o r e s  a r e  4 . 9 M long by  2. 7/i w ide  a t  th e  w i d e s t  

p o in t  a n d  a r e  r o u g h l y  p y r i f o r m .  T h e  a n t e r i o r  f l a g e l l a  is  a b o u t  13/i long  

a n d  th e  o t h e r  is  5ju long .  I t  is  p r e s u m e d  th a t  t h e  l i fe  c y c l e  is  s i m i l a r  to 

th e  p r e v i o u s  i s o l a t e .

E v e n  tho u g h  a n  i n t e n s i v e  e f f o r t  w a s  m a d e  to d e t e r m i n e  the

c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  fo r  s p o r u l a t i o n ,  on ly  v e r y  t e n t a t i v e  s t a t e m e n t s  c an

be  m a d e .  S p o r u l a t i o n  w a s  m a i n t a i n e d  o r  i n d u c e d  b y  t r a n s p l a n t i n g

p r e s p o r a n g i a  o r  d e n s e l y  g r o w in g  c u l t u r e s  to  f r e s h  m e d i u m  by  u s in g  a

o
c u l t u r e  t e m p e r a t u r e  of 2 2 - 2 4  C, low  a g a r  c o n te n t ,  a n d  th e  t h r e e  

v i t a m i n s  in M e d i u m  N u m b e r  1. S p o r u l a t i o n  o c c u r r e d  on ly  in c u l t u r e s  

u s in g  y e a s t  a s  food.

It w a s  fo und  t h a t  i s o l a t e  67 r e q u i r e d  c h o l e s t e r o l  f o r  g r o w t h  of  

i t s  v e g e t a t i v e  p h a s e ,  b u t  s p o r a n g i a  c o u ld  be  f o r m e d  w i th o u t  i t .  

S p o r a n g i a l  d e v e l o p m e n t  w a s  no t  e n h a n c e d  by  l a c k  of  c h o l e s t e r o l .

I s o l a t e  L I  n e v e r  f o r m e d  a t r u e  s p o r a n g i u m  o r  z o o s p o r e s ,  b u t  on 

s e v e r a l  o c c a s i o n s  f o r m e d  s t r u c t u r e s  h a v in g  the  s a m e  m o r p h o l o g y  a s  the  

s o r u s  of i s o l a t e s  L l l  a n d  67. T h e  o n ly  d i f f e r e n c e  w a s  t h a t  the  s p in d le
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c e l l s  d id  not d iv id e  in to  e ig h t  c e l l s  w h ic h  b e c a m e  z o o s p o r e  p r e c u r s o r s .

T h e  c o l o r  of  th e  " s p o r a n g i a  o r  p r e s p o r a n g i a "  w a s  d a r k  b r o w n .  In o ld  

c u l t u r e s  on y e a s t  one  s e e s  a g g r e g a t e s  d i f f e r e n t  f r o m  the  a b o v e  b r o w n  

a g g r e g a t e s .  T h e  f o r m e r  a r e  s p h e r i c a l  an d  p o s s e s s  a  b r o w n  p i g m e n t .

T h e s e  w i l l  r e m a i n  a s  s u ch  fo r  long  p e r i o d s  of  t i m e  a n d  w h e n  t r a n s f e r r e d  

to  n e w  m e d i u m ,  g ive  r i s e  to  a  r o b u s t  g r o w t h  of L a b y r i n t h u l a .  T h e  

d e n s e  p i g m e n t  in t h e s e  a g g r e g a t e s  o b s c u r e s  c y t o l o g i c a l  d e t a i l .  W h e t h e r  

o r  no t  t h i s  r e p r e s e n t s  a  c y s t  is  no t  c l e a r .

T h o s e  i s o l a t e s  no t  f o r m i n g  z o o s p o r e s  a n d  w h ic h  h a v e  p l a s m o d i a  

a r e  m e m b e r s  o f  G r o u p  II. T h e  i s o l a t e s  o f  t h i s  g r o u p  h a v e  a  d i f f e r e n t  

m o d e  o f  c u l t u r a l  e x i s t e n c e  f r o m  t h o s e  of  G r o u p  I. I s o l a t e s  L8 ,  27,  a n d  

39 a r e  of G r o u p  II. In g e n e r a l ,  t h e y  r e q u i r e  a  m o r e  l i q u id  m e d i u m  f o r  

g r o w t h .  T h e  f i r s t  s t a g e s  of  g r o w t h  s h o w  t y p i c a l  s p in d le  c e l l s  w h ic h  a r e  

no t  qu i te  a s  p o i n t e d  on  e i t h e r  end  a s  th e  i s o l a t e s  w h ic h  p r o d u c e  

s p o r a n g i a .  T h e  r o w s  of c e l l s  in th e  c o lo n y  s e e m  to  b r a n c h  a t  a  l e s s  

a c u t e  a n g l e  a n d  s l i m e  t r a i l s  a r e  no t  d i s c e r n a b l e  u n d e r  low  p o w e r  (100X).

A s  th e  c u l t u r e  g r o w s  o l d e r ,  s e v e r a l  c e l l s  l in e  th e  o u t s i d e  of  th e  s l i m e  

t u b e s  g iv ing  th e  c o lo n y  a  m o r e  c o a r s e  a p p e a r a n c e .  T h e  o u t e r  c e l l s  

e n l a r g e  a s  th e  co lo n y  a g e s ,  a n d  th e y  u n d e r g o  s e v e r a l  k a r y o k i n e s e s  to  

f o r m  p l a s m o d i a l  c e l l s .  T h e  p l a s m o d i a  l o s e  the  t y p i c a l  s p in d le  s h a p e  

a n d  lo o k  s o m e w h a t  a m o e b o i d ,  a l t h o u g h  a m o e b o i d  m o v e m e n t  w a s  no t  

n o te d .  T h e  s l i m e  s u b s t a n c e  is  p r e s e n t  f o r  s o m e  t i m e  b u t  d i s a p p e a r s  

a f t e r  2 to 3 d a y s .  T h e s e  c e l l s  s o m e t i m e s  f o r m  c l u m p s  p a le  y e l l o w  in 

c o l o r  ( i s o l a t e s  L8 a n d  39) c o n ta i n in g  c e l l s  r a n g i n g  in s i z e  f r o m  3^i to



77u o r  l a r g e r ,  a n d  h a v in g  v a r i o u s  s h a p e s  r a n g i n g  f r o m  s p in d le  to 

a m o e b o i d - l i k e  c e l l s .  M a n y  d iv id ing  p l a s m o d i a l  and  s p in d le  c e l l s  a r e  

s e e n .  C u l t u r e s  of t h i s  ty p e  h a v e  b e e n  s t o r e d  f o r  o v e r  9 to 10 m o n t h s  in 

a g a r  (M e d iu m  C l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i th o u t  lo s in g  t h e i r  a b i l i t y  to 

i n i t i a t e  n ew  c o l o n i e s .  T h e  n e w  c o l o n i e s  a t  f i r s t  f o r m  s p in d le  c e l l s  in 

s l i m e w a y s  a n d  th e n  l a t e r  f o r m  p l a s m o d i a .  I t  is  t h e r e f o r e  a s s u m e d  t h a t  

th e  p l a s m o d i a  d iv id e  to f o r m  n ew  s p in d le  c e l l s  (F ig .  9). A l th o u g h  th e  

p l a s m o d i a l  s t a g e  s e e m s  to  be  r e s i s t a n t ,  no c y s t  w a l l  w a s  n o te d .  

H o w e v e r ,  it  w a s  s h o w n  t h a t  s p in d le  c e l l s  of  a n  o ld  c o lo n y  w o u ld  no t  

i n i t i a t e  n e w  g r o w th ,  b u t  p l a s m o d i a l  c e l l s  w ou ld .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  

p l a s m o d i a  a r e  m o r e  r e s i s t a n t  to a d v e r s e  c o n d i t i o n s  t h a n  s p in d le  c e l l s .  

S ex u a l  R e p r o d u c t i o n

T h e  q u e s t i o n  of s e x u a l i t y  in L a b y r i n t h u l a  sp p .  h a s  b e e n  i g n o r e d  

in the  l i t e r a t u r e ,  b u t  in t h i s  s tu d y  a t t e m p t s  w e r e  m a d e  to d e t e r m i n e  

w h e t h e r  o r  n o t  s e x u a l  r e p r o d u c t i o n  o c c u r r e d .  W h en  p l a n o n t s  w e r e  

p r o d u c e d ,  no f u s i o n  w a s  s e e n  e v e n  if  z o o s p o r e s  of two i s o l a t e s  w e r e  

m i x e d ,  t h u s  in d i c a t i n g  t h a t  th e  p l a n o n t s  w e r e  i n d e e d  z o o s p o r e s .  In a 

f u r t h e r  a t t e m p t  to d e m o n s t r a t e  s e x u a l i t y ,  s e v e r a l  i s o l a t e s  w e r e  g r o w n  

on  the  s a m e  p e t r i  d i s h  so  t h a t  t h e y  c o u ld  i n t e r m i n g l e .  No e v i d e n c e  of  

p l a s m o g a m y  o r  k a r y o g a m y  w e r e  o b s e r v e d  in t h i s  c a s e  e i t h e r .  

P l a s m o d i a l  m o r p h o l o g y  d id  no t  i n d i c a t e  th e  p r e s e n c e  of k a r y o g a m y ,  

b u t  n u m e r o u s  o b s e r v a t i o n s  on  t h i s  p o in t  w e r e  n o t  u n d e r t a k e n .

A l th o u g h  th e  a b o v e  sh o u ld  i n d i c a t e  th e  l a c k  of  s e x u a l  a c t i v i t y  in 

L a b y r i n t h u l a  spp .  , e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  of i m m a t u r e  s o r i  show
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p r e s u m p t i v e  s y n a p t o n e m a l  c o m p l e x e s  w h ic h  i n d i c a t e  m e i o s i s .  F u r t h e r  

s tu d y  is  n e e d e d  to v e r i f y  t h i s  po in t .

N u t r i t i o n

W hen L a b y r i n t h u l a  ( i s o l a t e  L I )  w a s  f i r s t  i s o l a t e d ,  i t  w a s

a c c o m p a n i e d  by  a  p ink  y e a s t ,  R h o d o t o r u l a  sp .  L a t e r  a t t e m p t s  to g r o w

L a b y r i n t h u l a  w i th o u t  th e  y e a s t  o r  s o m e  o t h e r  food  w e r e  n o t  s u c c e s s f u l .

T h e  R h o d o t o r u l a  h o w e v e r  d id  s u p p o r t  a  v i g o r o u s  g r o w t h .  S ince  th e  u s e

of  a food  o r g a n i s m  s e e m e d  to f a c i l i t a t e  g r o w th ,  th e  p r a c t i c e  w a s

c o n t in u e d  t h r o u g h o u t  th e  e n t i r e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d .  My m o d i f i c a t i o n

of  W a t s o n ' s  10% b o v in e  s e r u m  m e d i u m  w ou ld  s u p p o r t  a x e n i c  c u l t u r e

a b o u t  90% of th e  t i m e  b u t  w a s  no t  u s e d  b e c a u s e  of th e  e x t r e m e

v a r i a b i l i t y  in g r o w t h  w h ic h  w a s  o b ta in e d .

S e v e r a l  e x t r a c t s  of  Z. m a r i n a ,  y e a s t ,  a n d  b e e f  w e r e  u s e d  a s

n u t r i e n t s  b u t  on ly  one  g a v e  a c c e p t a b l e  r e s u l t s .  A c u l t u r e  o f

o
R h o d o t o r u l a  w a s  a u t o c l a v e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  115 C on  m e d i u m  n u m b e r

1. W hen  r e c o n g e a l e d ,  t h i s  s u p p o r t e d  a  v i g o r o u s  g r o w t h  of  L a b y r i n t h u l a  

ty p e  L I ,  b u t  th e  p o o r  o p t i c a l  q u a l i t i e s  of th e  m e d i u m  i n t e r f e r e d  w i th  

m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s .  T h e  m e d i u m  w a s  t e s t e d  s e v e r a l  t i m e s  fo r  

th e  p r e s e n c e  of  v i a b l e  R h o d o t o r u l a  c e l l s  b u t  none  w e r e  p r e s e n t .

S e v e r a l  s e r i a l  s u b c u l t u r e s  s u s t a i n e d  g r o w t h  f o r  o v e r  9 m o n t h s  a n d  no 

c o n t a m i n a t i o n s  o c c u r r e d .  T h u s ,  t h i s  w a s  c o n s i d e r e d  a p u r e  (ax en ic )  

c u l t u r e .

S e v e r a l  a d d i t i v e s  w e r e  m a d e  to the  b a s i c  m e d i u m  n u m b e r  1 in 

a n  a t t e m p t  to  a t t a i n  p u r e  c u l t u r e s .  T h e  fo l low ing  i s  a  l i s t  o f  t h o s e



a d d i t i v e s .

H e a t  e x t r a c t  o f  Z.  m a r i n a ,  f i l t e r e d  
H o m o g e n a t e  o f  Z.  m a r i n a ,  f i l t e r e d  
S o n i f i c a t i o n  e x t r a c t  of R h o d o t o r u l a  sp .
S o n i f i c a t i o n  e x t r a c t  of S a c c h a r o m y c e s  sp .
M o n o s o d i u m  G l u t a m a t e  
B e e f  e x t r a c t  
Y e a s t  h y d r o l y s a t e  
P e p t o n e  
C o c o n u t  m i l k
P i n e  p o l l e n  ( e s p e c i a l l y  f o r  z o o s p o r e s )

T h e  a b o v e  w e r e  a l s o  u s e d  to  s u b s t i t u t e  f o r  v a r i o u s  c o m p o n e n t s

of  m e d i u m  n u m b e r  1. In no c a s e  c o u ld  g r o w t h  b e  m a i n t a i n e d  b e y o n d

th e  s e c o n d  t r a n s f e r  in a x e n i c  c u l t u r e s .

It w a s  n o te d  t h a t  g r o w t h  w a s  o b ta in e d  w h e n e v e r  any  

c o n t a m i n a t i o n  o c c u r r e d .  E v e n  th e  s m a l l e s t  p o p u la t i o n  o f  b a c t e r i a  c o u ld  

s u p p o r t  L a b y r i n t h u l a .  H o w e v e r ,  s o m e  m o l d s  an d  d i a t o m s  h a d  a 

d e t r i m e n t a l  e f f e c t .

O t h e r  m a t e r i a l  w a s  p r e s e n t e d  to  th e  L a b y r i n t h u l a  to s e e  w h a t  

t y p e s  of  fo o d s  it  w o u ld  u s e .  V i r t u a l l y  e v e r y t h i n g  t e s t e d  a p p e a r e d  to be  

u t i l i z e d  by  L a b y r i n t h u l a .  T h e  p r o t i s t  s u r v i v e d  an d  g r e w  u s in g  the  

fo l low ing  s u b s t r a t e s :  e x c i s e d  o y s t e r  t i s s u e  ( h e a r t ) ,  Z.  m a r i n a  f r o n d s ,  

w h o le  h u m a n  b lo o d ,  h u m a n  e p i d e r m i s ,  b r e a d  m o l d  m y c e l i a  (R h i z o p u s  sp .  

s e v e r a l  n a t u r a l  y e a s t s ,  T h r a u s t o c h y t r i u m  sp .  , th e  c o m m o n  b a c t e r i u m  

E .  c o l i  a n d  s e v e r a l  g r e e n  a l g a e  ( E n t e r o m o r p h a  spp .  an d  U lva  l a c t u c a ) .

Of t h e s e  a  few  a r e  of e s p e c i a l  i n t e r e s t ;  n a m e l y ,  Z .  m a r i n a  and  

C r a s s o s t r e a  v i r g i n i c a ,  the  o y s t e r .  T he  f o r m e r ,  b e c a u s e  of  the  

i n v o l v e m e n t  w i th  w a s t i n g  d i s e a s e  a n d  th e  l a t t e r  b e c a u s e  of th e  s t a t e d  

r e l a t i o n  o f  L a b y r i n t h u l a  to the  o y s t e r  p a th o g e n  L a b y r i n t h o m y x a  m a r i n a
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(M a c k in  a n d  R a y ,  1967) ( f o r m e r l y  D e r m o c y s t i d i u m  m a r i n u m ,  M a c k i n ,

Owen, a n d  C o l l i e r ,  1950).  L a b y r i n t h u l a  ty p e  L I  i n v a d ed  e x c i s e d  

t i s s u e s  of  b o th  Z. m a r i n a  an d  C. v i r g i n i c a .

Z.  m a r i n a  l e a v e s  w e r e  t a k e n  f r o m  h e a l t h y  p l a n t s ,  w a s h e d  in 

C h l o r o x  s o lu t io n  ( s e e  M e t h o d s ) ,  and  p l a c e d  on a g a r  p l a t e s .

E x p e r i m e n t a l  p l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i th  L a b y r i n t h u l a  ty p e  L I  

( o r i g i n a l l y  f r o m  Z. m a r i n a ) .  T he  c o n t r o l s  r e m a i n e d  h e a l t h y  a n d  

u n i n f e c t e d ,  b u t  the  e x p e r i m e n t a l  l e a v e s  h a d  i n t e r c e l l u l a r  L a b y r i n t h u l a  

an d  d a r k e n e d  t i s s u e .  T he  C. v i r g i n i c a  t i s s u e ,  w h ic h  w a s  e x p o s e d  to 

L a b y r i n t h u l a ,  w a s  a  h e a r t  e x p la n t  in o r g a n  c u l t u r e .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e ,  

th e  t i s s u e  c e a s e d  to  p u l s e  a n d  w a s  d e c o m p o s e d  by  L a b y r i n t h u l a .

C o n t r o l  t i s s u e s  r e m a i n e d  p u l s i n g .  In a l l  c a s e s  v e g e t a t i v e  s p in d le  c e l l s  

w e r e  th e  i n f e c t iv e  a g e n t s .  T h i s  p r e l i m i n a r y  e v id e n c e  l e d  to  an  

e x p e r i m e n t a l  a t t e m p t  to  i n fe c t  l iv ing  w h o le  o y s t e r s .  S m a l l  h o l e s  a b o u t  

2 m m  in d i a m e t e r  w e r e  d r i l l e d  in th e  u p p e r  v a l v e  j u s t  o v e r  th e  m a n t l e ,  

a n d  t h r o u g h  t h i s  a v e r y  d e n s e  in o c u lu m  of L a b y r i n t h u l a  w a s  i n t r o d u c e d  

into th e  m a n t l e  c a v i t y .  T he  o y s t e r s  w e r e  k e p t  ou t  of  w a t e r  f o r  20 h o u r s  

to p r e v e n t  e x p u l s i o n  of the  i n o c u l u m .  A t  th e  en d  of  14 d a y s  in s e a w a t e r  

a t  2 2 ° C ,  th e  o y s t e r s  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  s e c t i o n e d .  No t y p i c a l  

L a b y r i n t h u l a  c e l l s  c o u ld  be  found .  O b s e r v a t i o n s  of  s q u a s h e d  t i s s u e s  

u n d e r  th e  p h a s e  m i c r o s c o p e  w e r e  a l s o  n e g a t i v e .

A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  to  g r o w  Z .  m a r i n a  in a x e n i c  c u l t u r e  in 

o r d e r  to p r o v e  i t s  s u s c e p t a b i l i t y  to  L a b y r i n t h u l a  i n f e c t io n  an d  s u b s e q u e n t  

w a s t i n g .  P r i m a r y  a x e n i c  c u l t u r e s  p r o v e d  too  d i f f i c u l t  to h a n d l e  a n d
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b e y o n d  th e  s c o p e  of  th e  p r e s e n t  r e s e a r c h ,  b u t  th e  m e d i u m  an d  m e t h o d s  

a r e  p r e s e n t  in th e  A p p e n d ix .

S l i m e w a y  S t r u c t u r e  a n d  D y n a m i c s

T h e  c h a r a c t e r  of th e  s l i m e  t u b e s  is  a  c h a l l e n g in g  s u b j e c t  f o r  

i n v e s t i g a t i o n ,  b u t  it  is  g iv e n  on ly  b r i e f  m e n t i o n  in the  e x i s t i n g  

l i t e r a t u r e .  S o m e  i s o l a t e s  h a v e  w e l l - d e v e l o p e d  t u b e s  e a s i l y  s e e n  u s in g  

100X m a g n i f i c a t i o n ,  w h i l e  o t h e r s ,  th o u g h  th e y  h a v e  a s i m i l a r  n e t w o r k ,  

c a n n o t  be  d e t e c t e d  a t  t h i s  m a g n i f i c a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  d u r in g  th e  

d e v e l o p m e n t  o f  t h e s e  t u b e s ,  s o m e  i s o l a t e s  s h o w  d i s t i n c t  s w e l l i n g s  w h ic h  

s e e m  to  p u l s a t e  in th e  f i r s t  s t a g e s  o f  f o r m a t i o n ,  w h i l e  th e  o t h e r s  r a r e l y  

s h o w  s i m i l a r  s t r u c t u r e s .  F i g u r e  13 sh o w s  s e v e r a l  f o r m s  of  s l i m e  

tub e s .

S o m e  i s o l a t e s  h a v e  tu b e s  w h ic h  a r e  m a d e  of  s e v e r a l  p a r a l l e l  

s e c r e t i o n s  j o i n e d  t o g e t h e r  to f o r m  a  v e r y  w ide  t u b e .  O f ten  c e l l s  

t r a v e l i n g  in s u c h  a  s y s t e m  w i l l  b y p a s s  the  m a i n  tu b e  an d  t a k e  a  s m a l l e r  

tu b e  an d  th e n  c o m e  b a c k  to the  l a r g e r  a t  s o m e  p o in t  f u r t h e r  a long  th e  

m a i n  t u b e .  S o m e t i m e s  a  n a k e d  g r o u p  of c e l l s  in a  f r e s h  p r e p a r a t i o n  

c a n  be  s e e n  f o r m i n g  a  c o m p l e x  b r a n c h i n g  n e t w o r k  of f ine  s e c r e t i o n s  

a r o u n d  i t s  e n t i r e  p e r i p h e r y  (F ig .  11a) .  L a t e r ,  one  a v e n u e  w i l l  b r o a d e n  

w i th  th e  p a s s a g e  of  t h e  c e l l s .

W a t s o n  (1957) n o t e s  th a t ,  e x c e p t  in one  i s o l a t e ,  m o t i o n  in th e  

t u b e s  is  u n i d i r e c t i o n a l .  M y  o b s e r v a t i o n s  a r e  c o n t r a r y  to t h i s .  W hi le  

the  n e t  m o v e m e n t  i s  a l w a y s  a w a y  f r o m  th e  p o in t  of in o c u la t io n ,  

in d i v i d u a l s  o r  e n t i r e  m a s s e s  of  c e l l s  h a v e  b e e n  s e e n  m o v in g  o p p o s i t e  to



th e  m a i n  f low. W hile  a t t e m p t i n g  to o b s e r v e  n u c l e a r  d i v i s i o n s  in l iv ing  

c e l l s ,  5 c e l l s  w e r e  o b s e r v e d  m o v in g  b a c k  a n d  f o r t h  in a  b l i n d  b r a n c h  of 

a  t u b e .  T h e y  c h a n g e d  d i r e c t i o n  m o r e  o r  l e s s  in u n i s o n  s e v e r a l  t i m e s  in 

one  h o u r .  W hi le  i t  i s  no t  a c o m m o n  o c c u r r e n c e ,  r e v e r s a l  h a s  b e e n  s e e n  

in n e a r l y  a l l  c u l t u r e s  a t  one  t i m e  o r  a n o t h e r .

In i s o l a t e s  L8 a n d  39, an d  m o r e  r a r e l y  in th e  o t h e r s ,  c e l l s  a r e

o f t e n  n o t i c e d  o u t s i d e  the  t u b e s .  T h e  m e t h o d  of e s c a p e ,  i f  it  is  t r u l y  

e s c a p e ,  i s  no t  k now n;  b u t  in L8 a n d  39 e s c a p e d  s t a t i o n a r y  c e l l s  a r e  

o f t e n  found  b o r d e r i n g  th e  t u b e s  in w h ic h  o t h e r  s p in d le  c e l l s  a r e  m o v in g .  

T h e s e  o u t e r  c e l l s  in i s o l a t e s  L8 a n d  39 w e r e  o f t e n  p l a s m o d i a l  

p r e c u r s o r s .

T h e  f o r m a t i o n  of th e  t u b e s  c a n  be  o b s e r v e d  e a s i l y  w i th  th e  p h a s e  

c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  T h e  c e l l s ,  w h ic h  m a y  be  s t a t i o n a r y ,  s e e m  to 

f o r c e f u l l y  e x t r u d e  ou t  a  f i l a m e n t  o r  f i l a m e n t s .  T h e s e  m a y  o r  m a y  no t

m a s s  t o g e t h e r  f o r m i n g  a  w i d e r  s t r u c t u r e .  A l s o ,  th e y  m a y  o r  m a y  no t

b r a n c h .  T he  t o t a l  l e n g th  o f  th e  f i l a m e n t  m a y  b e  a s  m u c h  a s  300u.  A s  

th e  c e l l s  f i n a l ly  b e g i n  to  m o v e  t h r o u g h  it, the  s u b s t a n c e  s p r e a d s  an d  

t h e n  a s  th e  c e l l  p a s s e s  th e  tu b e  c l o s e s  b e h in d  a s  th o u g h  th e  c e l l  w e r e  a 

z i p p e r  m e c h a n i s m .  T h e  s l i m e w a y ,  t h e r e f o r e ,  m u s t  be  a  v e r y  e l a s t i c  

s u b s t a n c e .  I n i t i a l  p a s s a g e  t h r o u g h  the  tu b e  m a y  c h a n g e  i t s  w id th .  

W h e t h e r  i t s  c o m p o s i t i o n  is  c h a n g e d  is  unknown.



DISCUSSION

S a m p l in g  in th e  F i e l d  

T h i s  s tu d y  w a s  b a s e d  e n t i r e l y  on m a t e r i a l  c o l l e c t e d  in th e  f i e ld .  

L a b y r i n t h u l a  w a s  f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  e e l g r a s s  a n d  th a t  i s o l a t e  (L I )  w a s  

u s e d  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  on p h y s i o l o g i c a l  t o l e r a n c e s .  S in ce  t h i s  

i s o l a t e  a p p e a r e d  c o n s i s t e n t l y  in th e  e e l g r a s s  s a m p l e s  a n d  w a s  sh o w n  

in c e l l s  o f  s e c t i o n e d  Z. m a r i n a ,  it w a s  e v id e n t  t h a t  t h i s  w a s  m o s t  

l i k e ly  th e  f o r m  d e s c r i b e d  a s  L.  m a c r o c y s t i s  by  R e n n  (1936) a n d  Young 

(1943) .  T h i s  f a c t  m a d e  the  i s o l a t e  a n  o b v io u s  c h o i c e  f o r  f u r t h e r  

e x p e r i m e n t s .

A s  c a n  be  s e e n  f r o m  th e  d a t a  p r e s e n t e d ,  L a b y r i n t h u l a  s e e m s  to 

be  v e r y  c a p a b l e  of l iv ing  in a  w ide  r a n g e  of h a b i t a t s .  Only  f r e s h w a t e r  

s a m p l i n g  g r o u n d s  w e r e  n e g a t i v e .  T h e  t e m p e r a t u r e  an d  pH r a n g e s  c o u ld  

on ly  r a r e l y  b e  e x c e e d e d  in n a t u r e .  E v e n  th o u g h  e e l g r a s s  w a s t i n g  h a s  

b e e n  d e s c r i b e d  a s  a  s u m m e r  p h e n o m e n o n  (R enn ,  1936), the  good  g r o w t h  

of  L a b y r i n t h u l a  sp .  a t  t e m p e r a t u r e s  n e a r  f r e e z i n g  i n d i c a t e s  i t s  p o s s i b l e  

a b i l i t y  to  b e c o m e  m o r e  e c o l o g i c a l l y  i m p o r t a n t  in th e  w i n t e r  m o n t h s  t h a n  

in s u m m e r .  D u r i n g  t h i s  s tu d y ,  L a b y r i n t h u l a  sp.  w a s  i s o l a t e d  f r o m  

d e t r i t u s  a n d  w i n d - r o w s  of  b e a c h e d  Z. m a r i n a  a n d  a l g a e  th u s  i n d i c a t in g  

t h a t  it is  no t  a n  o b l i g a t e  p a r a s i t e .  One f o r m  w h ic h  o c c u r s  on S p a r t i n a  

i s  i s o l a t e d  f r o m  th e  b r o w n  o u t e r  p a r t s  of  th e  s u b m e r g e d  s t e m  a n d  is

34
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a l m o s t  d e f in i t e ly  a s a p r o p h y t e .

N ew  s u b s t r a t e s  h a v e  b e e n  d i s c o v e r e d ,  b u t  t h i s  is  no t  s u r p r i s i n g .

M o s t  o f  t h e s e  a r e  p l a n t s  b u t  it is s i g n i f i c a n t  to no te  t h a t  o y s t e r s  ( P e r k i n s ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  an d  c l a m s  ( C h a n ley ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  

w e r e  found  to c o n t a i n  u n i d e n t i f i e d  L a b y r i n t h u l a  sp p .  In t h e  l ig h t  of  the  

s t u d i e s  r e l a t i n g  L a b y r i n t h o m y x a  to o y s t e r  m o r t a l i t y  (M a c k in  an d  R a y ,

1966), t h i s  w o u ld  s e e m  to d e s e r v e  m u c h  m o r e  a t t e n t i o n .  A p r o g r a m  of 

c a r e f u l  i n v e s t i g a t i o n  of  a  l a r g e  n u m b e r  of p o s s i b l e  h o s t s  m i g h t  a l s o  

r e v e a l  s o m e  n e w  l i fe  c y c l e s  an d  t h u s  th e  t a x o n o m i c  a f f i n i t i e s  of  

L a b y  r  i n t h u l a .

Once  a  s p e c i e s  o f  L a b y r i n t h u l a  h a s  b e e n  i s o l a t e d  i t  c a n  u s u a l l y  

be  m a i n t a i n e d  in m o n o x e n i c  c u l t u r e ,  b u t  r e s e a r c h  is  n e e d e d  to  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  a l l  p o s s i b l e  i s o l a t e s  of  L a b y r i n t h u l a  w i l l  r e s p o n d  to t h i s  m e t h o d  

of c u l t u r e .  It i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  s o m e  m a y  b e  m o r e  n u t r i t i o n a l l y  

f a s t i d i o u s .  S o m e  m a y  do b e t t e r  on a  y e a s t  t h a n  on a b a c t e r i u m  o r  v i c e  

v e r s a .  S o m e  m a y  n e e d  a n  u n d e f in e d  c o m p o n e n t  in th e  m e d i u m  s u c h  a s  

s e r u m .  B e c a u s e  of  a n o t e d  d i f f e r e n c e  in g r o w t h  on d i f f e r e n t  m e d i a ,  

o b s e r v a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  ou t  on m e d i u m  n u m b e r  1.

T h e  e x a c t  w ay  in w h ic h  L a b y r i n t h u l a  a c q u i r e s  i t s  food  is  a l s o  

p o o r l y  u n d e r s t o o d .  It d o e s  no t  p h a g o c y t i z e  o r  p h o t o s y n t h e s i z e .  C u l t u r e s  

in w h ic h  d i a t o m s  o r  y e a s t  h a d  b e e n  u s e d  a s  food  c o n t a i n  a g r e a t  n u m b e r  

of  e m p t y  t e s t s  w h ic h  s h o w  no a p p a r e n t  p o in t s  of e n t r y ,  t h e r e b y  show ing  

a n  a p p a r e n t  a b i l i t y  to  l e a c h  n u t r i e n t s  f r o m  th e  h o s t  c e l l s .

W hen  L a b y r i n t h u l a  is m a i n t a i n e d  in  c u l t u r e  w i th  s o m e  o r g a n i s m
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a s  a  food, t h e r e  is  a l w a y s  the  p o s s i b i l i t y  t h a t  th e  k in d  of  food  w i l l  in 

s o m e  w ay  e f f e c t  the  b io lo g y  of th e  L a b y r i n t h u l a . F o r  e x a m p l e ,

S c h m o l l e r  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  who u s e s  K l e b s i e l l a  sp .  b a c t e r i a  

a s  a  food,  h a s  d e s c r i b e d  L .  c o e n o c y s t i s  f r o m  t h a t  m e d i u m .  I h a v e  

s i m i l a r  i s o l a t e s  (L8 an d  39) w h ic h  a r e  m a i n t a i n e d  on s e r u m  a g a r  and  in 

y e a s t  c u l t u r e .  Unti l  f u r t h e r  s tu d y  is  m a d e  u s in g  m y  i s o l a t e  a n d  h i s  

food, th e y  c a n n o t  b e  d e s c r i b e d  a s  s e p a r a t e  e n t i t i e s  e v e n  th o u g h  th e y  

d i f f e r  in s o m e  r e s p e c t s  . such  a s  c o l o r  an d  w a l l  f o r m a t i o n .  S t a n d a r d 

i z a t i o n  s u ch  a s  t h i s  w i l l  b e  e s s e n t i a l  to  f u t u r e  s t u d i e s  on L a b y r i n t h u l a .

T h e  f i r s t  m a j o r  s t e p  in t h i s  d i r e c t i o n  sh o u ld  b e  a  v i g o r o u s  fo l l o w - u p  to  

V i s h n i a c ' s  (1955a) n u t r i t i o n a l  s tu d y .

F o o d

T h e  u t i l i z a t i o n  o f  s e v e r a l  foods  w h i le  in c u l t u r e  i n d i c a t e s  t h a t  

an y  h o s t - s p e c i f i c i t y  in L a b y r i n t h u l a  m a y  b e  i n c i d e n t a l .  H o w e v e r ,  th e  

i s o l a t e  f r o m  Z. m a r i n a  w o u ld  no t  i n f e c t  o y s t e r s  in d i c a t in g  s o m e  

s e l e c t i v i t y  on th e  p a r t  of  L a b y r i n t h u l a  o r  r e s i s t a n c e  on  the  p a r t  of th e  

o y s t e r .  T h e  c a s e  fo r  h o s t  s p e c i f i c i t y  is  no t  a  s t r o n g  o ne .  T he  P o k o r n y  

(1967) l i t e r a t u r e  r e v i e w  r e v e a l s  t h a t  L .  m a c r o c y s t i s ,  L .  v i t e l l i n a  an d  

L* m i n u t a  h a v e  b e e n  fo und  in s e v e r a l  a l g a e  a n d  s o m e  s p e r m a t o p h y t e s .

T he  r e m a i n i n g  s p e c i e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  on ly  b r i e f l y  an d  no r a n g e  

of  h o s t s  c a n  b e  d e t e r m i n e d .

S ince  L a b y r i n t h u l a  c a n  u t i l i z e  t h e s e  s e v e r a l  d i v e r s e  fo o d s ,  one  

m u s t  a s s u m e  t h a t  t h e r e  is  a  c o m m o n  f a c t o r ,  o r  f a c t o r s ,  p r o v i d e d  by 

e a c h .  P o s s i b l y  one  of  th e  k e y  i n t e r m e d i a t e s  s u c h  a s  C o - e n z y m e  A o r
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p y r u v i c  a c i d  m a y  be  s u p p l i e d .  How th i s  f a c t o r  c a n  g e t  to th e  l i m i t s  of 

an  a c t i v e l y  g r o w in g  c o lo n y  is  u n c e r t a i n .  A s c h n e r  and  K o g a n  (1959) and,

P o r t e r  (1967) h a v e  sh o w n  t h a t  food  o r g a n i s m s  s u c h  a s  y e a s t  a t t r a c t e d  

L a b y r i n t h u l a . A s c h n e r  an d  K o g a n  gav e  e v i d e n c e  t h a t  the  s l i m e w a y s  m a y  

b e  a s i g n i f i c a n t  f a c t o r  in f a c i l i t a t i n g  food d e t e c t i o n .

P h y s i o l o g i c a l  T o l e r a n c e s

A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  th e  r e s u l t s ,  L a b y r i n t h u l a  h a s  a  b r o a d  r a n g e  

of  p h y s i o l o g i c a l  t o l e r a n c e s .  H o w e v e r ,  th e  c h a l l e n g e  it  m e e t s  in n a t u r e  

m a y  b e  q u i te  d i f f e r e n t  f r o m  th e  a m b i e n t  e n v i r o n m e n t  of th e  o c e a n  o r  

e s t u a r y .  S ince  t h i s  o r g a n i s m  is  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i th  i t s  h o s t  o r  

s u b s t r a t e ,  i t  m a y  b e  l i m i t e d  n o t  o n ly  b y  th e  e n v i r o n m e n t  b u t  by  t h a t  of 

i t s  h o s t .  L a b y r i n t h u l a  i s o l a t e d  f r o m  d i f f e r e n t  h o s t s  a r e  i m m e d i a t e l y  

c o n s i d e r e d  d i f f e r e n t ,  no t  b e c a u s e  of an y  o u t w a r d  i n d i c a t i o n s  of  h o s t -  

s p e c i f i c i t y  b u t  s i m p l y  to f a c i l i t a t e  h a n d l in g .  It w a s  r e c o g n i z e d  th a t  

s o m e  s u b s t r a t e  p r e f e r e n c e  c o u ld  o c c u r .

If one  c o n c e d e s  t h a t  th e  s a l i n i t i e s  an d  t e m p e r a t u r e  of the  

e n v i r o n m e n t  w i l l  be  l i m i t i n g ,  it  is  o b v io u s  t h a t  L a b y r i n t h u l a  h a s  

p a r t i c u l a r l y  good  s u r v i v a l  a b i l i t y  in t e m p e r a t e  to  A r c t i c  c l i m a t e s .

S a l in i ty  sh o u ld  p r e s e n t  no  p r o b l e m  in any  of  the  e e l g r a s s  c o m m u n i t i e s .  

E e l g r a s s  (Z. m a r i n a )  is  n o t  n o r m a l l y  found  b e l o w  a s a l i n i t y  of 15°/oo.

P a p e r s  b y  M e y e r s  e t  a l .  (1965) a n d  O r p u r t  e t  a l .  (1964) i n d i c a t e  t h a t  

T h a l a s s i a  ( t u r t l e  g r a s s ) ,  t h e  s o u t h e r n  c o u n t e r p a r t  of Z .  m a r i n a , w a s  

a l s o  i n f e c t e d  w i th  L a b y r i n t h u l a  t h u s  e x ten d in g  th e  r a n g e  of L a b y r i n t h u l a  

to  w a r m e r  c l i m a t e s .
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B o th  in t h i s  s tu d y  an d  W a t s o n ' s  (1951) s tu d y ,  the  n e e d  f o r  a  

m o i s t  m e d i u m  w a s  n o te d .  T h i s  c o u ld  be  due  to i t s  n e e d  fo r  a f lu id  

m e d i u m  to  t r a n s p o r t  n u t r i e n t s  o r  th e  n e e d  f o r  a  s u r f a c e  on w h ic h  to 

f o r m  i t s  s l i m e w a y s .  S ince  L a b y r i n t h u l a  o f t e n  p e n e t r a t e s  th e  a g a r ,  a 

h a r d e r  ( l e s s  m o i s t )  a g a r  w o u ld  in h ib i t  t h i s  d i r e c t i o n  of  g r o w t h .  I t  is 

a l s o  p o s s i b l e  t h a t  the  l a c k  of p r o p e r  m o i s t u r e  i n h ib i t s  th e  f o r m a t i o n  

a n d  m a i n t e n a n c e  of th e  s l i m e w a y s .

L i fe  H i s t o r y

T he  l i fe  h i s t o r y  of p r o t i s t a n  o r g a n i s m s  is  a n  i m p o r t a n t  p a r t  of 

t h e i r  t a x o n o m y ,  b u t  f ew  l if e  h i s t o r i e s  h a v e  b e e n  e l u c i d a t e d .  S p a r r o w  

(1958) r e l a t e s  t h a t  th e  z o o s p o r e  is  a n  i m p o r t a n t  t a x o n o m i c  f e a t u r e  of 

p h y c o m y c e t e  l i f e  h i s t o r i e s ;  t h e r e f o r e ,  t h i s  f e a t u r e  w a s  s t u d i e d  in d e t a i l  

in th e  p r e s e n t  w o r k .

L a b y r i n t h u l a  z o o s p o r e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  L .  v i t e l l i n a , L .  

m i n u t a  (W a tso n ,  1957) a n d  f o r  L.  a l g e r i e n s i s  (H o l lan d e  a n d  E n j u m e t ,

|  v 1955).  W a t s o n ' s  s p e c i e s  c o u ld  no t  b e  in d u c e d  to s p o r u l a t e  on  a  r e g u l a r  

b a s i s  an d  l i t t l e  w a s  s a i d  a b o u t  t h e m .  No d e v e l o p m e n t  of the  z o o s p o r e  

w a s  o b s e r v e d .  L.  a l g e r i e n s i s ,  d e s c r i b e d  by  H o l l a n d e  a n d  E n j u m e t ,  

r e l e a s e d  4 z o o s p o r e s  f r o m  e a c h  s p o r a n g i u m  (not e ig h t  a s  in m y  i s o l a t e ) .

T h e  z o o s p o r e s  s u b s e q u e n t l y  d e v e l o p e d  in to  n e w  v e g e t a t i v e  c e l l s .

A l th o u g h  t h i s  l i f e  c y c l e  g e n e r a l l y  fo l l o w s  w i th  th e  one  I h a v e  d e s c r i b e d ,  

i t  m u s t  b e  c r i t i c i z e d  f o r  th e  l a c k  of s in g le  c e l l  o b s e r v a t i o n s .  A l s o ,  i t  

i s  no t  k n o w n  w h e t h e r  L .  a l g e r i e n s i s  c a n  b e  i n d u c e d  to p r o d u c e  

z o o s p o r e s  w i th  s o m e  r e g u l a r i t y .  T h e  i s o l a t e s  I h a v e  m a i n t a i n e d  do no t
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d e c i d e d l y  r e s p o n d  to any  of  m y  m e a n s  fo r  a c h i e v i n g  s p o r u l a t i o n .  T h e y  

do s p o n t a n e o u s l y  f o r m  z o o s p o r e s  50% of  th e  t i m e  w h e n  the  m e d i u m  is 

m a n i p u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  b e lo w .

The  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  f o r  b r i n g i n g  f o r t h  a l l  t h e  p h a s e s  of the  

l i fe  c y c l e  a r e  no t  w e l l  u n d e r s t o o d .  N e a r l y  a l l  o f  th e  o b s e r v e d  c y c l e s  

o c c u r r e d  in m o n o x e n i c  c u l t u r e s  a l t h o u g h  p l a s m o d i u m  f o r m a t i o n  w a s  

o f t e n  n o te d  in a x e n i c  c u l t u r e s .  T h e  h o s t  in th e  m o n o x e n i c  c u l t u r e s  w a s  

c o n s i s t e n t l y  a y e a s t ;  an d  a l t h o u g h  th e  c o m p o s i t i o n  of th e  b a s a l  m e d i u m  

v a r i e d  s o m e w h a t ,  no c h a n g e s  in c u l t u r a l  f o r m s  w e r e  n o te d .  T h e  a u t h o r  

f e e l s  t h a t  th e  p r o d u c t i o n  of z o o s p o r e s  m a y  w e l l  b e  a t t r i b u t e d  in p a r t  to 

th e  p r e s e n c e  of y e a s t s  in th e  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  s o m e  o t h e r  

p a r a m e t e r s  a r e  c e r t a i n l y  a t  w o r k  s in c e  s o m e  c u l t u r e s  c o n ta i n in g  the  

y e a s t  do no t  s p o r u l a t e .  W a t s o n  (1957) s t a t e s  t h a t  a t e m p e r a t u r e  of  

13°C to  15°C w a s  n e c e s s a r y  f o r  s p o r u l a t i o n  b u t  th e  p r e s e n t  a u t h o r  h a s  

o b s e r v e d  th a t  o p t i m a l  s p o r u l a t i o n  o c c u r r e d  f r o m  2 1 °C  t h r o u g h  2 5°C  

( r o o m  t e m p e r a t u r e ) .  B a s i c  n u t r i e n t s  s u c h  a s  g l u c o s e ,  g e l a t i n  

h y d r o l y s a t e ,  e t c .  do no t  s e e m  to p la y  a  p a r t  in t h a t  s p o r a n g i a  f o r m  b o th  

in s e a w a t e r  w i th  y e a s t  p r e s e n t  an d  in e n r i c h e d  a g a r  m e d i a  p lu s  y e a s t .  

E x p o s u r e  to the  a i r  i s  n o t  d e t r i m e n t a l ,  a s  is  a l s o  n o te d  b y  W a t s o n  

(1957) ,  b u t  th e  g r e a t  m a j o r i t y  of s o r i  a p p e a r  on the  m u c o i d  edge  of  the  

y e a s t  c o l o n i e s  o r  b e lo w  the  s u r f a c e  of the  a g a r .  M o i s t u r e  m a y  

t h e r e f o r e  h a v e  s o m e  i m p o r t a n c e  in s p o r u l a t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  w h e n  a 

d e v e lo p i n g  s o r u s  w i th  a few  y e a s t  c e l l s  w a s  p l a c e d  in a  tu b e  of  s t e r i l e  

s e a w a t e r ,  th e  p r e s p o r a n g i a l  c e l l s  r a m i f i e d  u n t i l  t h e  e n t i r e  s u r f a c e  of the
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tu b e  b e lo w  th e  w a t e r  s u r f a c e  w a s  l a c e d  w i th  a  t y p i c a l  s o r u s .  F o u r  d a y s  

a f t e r  i n i t i a t i o n  of t h i s  c u l t u r e  the  z o o s p o r e s  w e r e  r e l e a s e d  a n d  s w i m m i n g  

ab o u t .  T he  p r e s p o r a n g i a l  bo d y  of  ty p e  L I  w a s  a l s o  f o r m e d  on s e a w a t e r  

c u l t u r e  of  t h i s  k ind ,  bu t  a g a i n  it  d id  not  p r o g r e s s  to  s p o r u l a t i o n .

T h e  y e a s t  m a y  p r o v i d e  a  m i n u t e  q u a n t i ty  of b y - p r o d u c t  n e e d e d  

f o r  i n i t i a t i o n  of s p o r u l a t i o n .  W h a t e v e r  th e  c a s e ,  e a c h  s t r a i n  of  

L a b y r i n t h u l a  r e a c t s  d i f f e r e n t l y  in i t s  p r e s e n c e .

E v e n  th o u g h  a  c o m p l e t e  c y c l e  in th e  l i f e  h i s t o r y  of  L a b y r i n t h u l a  

h a s  b e e n  fo l lo w ed ,  one  m u s t  b e a r  in m i n d  t h a t  th e  c o n d i t i o n s  u n d e r  

w h ic h  it  o c c u r r e d  w e r e  f a r  f r o m  n a t u r a l .  In d eed ,  t h e r e  is  m u c h  

e v i d e n c e  to  i n d i c a t e  t h a t  th e  p r e s e n t  t e c h n i q u e s  f o r  c u l t u r i n g  

L a b y r i n t h u l a  a r e ,  a t  m o s t ,  m a r g i n a l .  W a t s o n  (1951) s t a t e s  t h a t  h i s  

s e r u m  m e d i u m  o f ten  d id  no t  w o r k ,  tho u g h  it w a s  s u p e r i o r  to t h o s e  m e d i a  

u s e d  by  V i s h n i a c  (1955a) .  M a c k i n  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  r e v e a l s  t h a t  

f r e s h  s e r u m  is th e  on ly  r e l i a b l e  f o r m  f o r  s u p p o r t i n g  g r o w t h .  In th e  

p r e s e n t  w o r k  it h a s  b e e n  f o u n d ' t h a t  the  s e r u m  m e d i u m  is v e r y  s e n s i t i v e  

to  i m p r o p e r  h a n d l in g  a n d  t h a t  r e p r o d u c i b i l i t y  of r e s u l t s  is  n o t  good  w h e n  

u s in g  it.  T h e  f a c t  t h a t  l iv in g  h o s t s  s u p p o r t  m o r e  v i g o r o u s  g r o w t h  

i n d i c a t e s  the  n e e d  f o r  a  c o m m o n  bu t  s o m e w h a t  l a b i l e  s u b s t r a t e .  If 

c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  a r e  b o r d e r l i n e ,  one c a n  r e a s o n a b l y  a s s u m e  t h a t  

a n o m o l i e s  c o u ld  o c c u r  in th e  c u l t u r e s .

If L a b y r i n t h u l a  is  a s s u m e d  to  b e  l ike  m a n y  o t h e r  l o w e r  fungi,  

p r o t o z o a ,  o r  a lg a ,  a r e s i s t a n t  o r  c y s t  s t a g e  w o u ld  be  p r e d i c t e d  s o m e 

w h e r e  in th e  l i fe  c y c l e ,  p o s s i b l y  a f t e r  z o o s p o r e  r e l e a s e  a s  in
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S a p r o l e g n i a l e s . O t h e r  s t a g e s  m i g h t  a l s o  c o m e  to l ig h t ,  m o s t  i m p o r t a n t  

of  w h ic h  m i g h t  b e  s o m e  s e x u a l  s t a g e s .

F r o m  the  a b o v e  s t a t e m e n t s  i t  fo l lo w s  t h a t  l i t t l e  is  k n o w n  of the  

t r u e  n u t r i t i o n a l  o r  p h y s i o l o g i c a l  n e e d s  of L a b y r i n t h u l a .  V i s h n i a c  (1955a ,  

1955b) h a s  m a d e  s o m e  p r e l i m i n a r y  c o n t r i b u t i o n  to the  q u e s t i o n  of 

n u t r i t i o n  b u t  d id  n o t  fo l lo w  a n y  c o r r e s p o n d i n g  l i f e  h i s t o r i e s .  E l u c i d a t i o n  

of  t r u e  l i f e  c y c l e s  is  to  b e  found o n ly  in e x h a u s t i v e  s tu d y  of n u t r i t i o n a l  

a n d  p h y s i o l o g i c a l  p a r a m e t e r s  of th e  o r g a n i s m .

M o r p h o l o g y

In th e  a b s e n c e  of  a d e q u a t e  t a x o n o m i c  c r i t e r i a ,  a t  p r e s e n t ,  it is  

n e a r l y  i m p o s s i b l e  to c l a s s i f y  e a c h  i s o l a t e  a s  to  g e n u s  an d  s p e c i e s .  It 

m u s t  s u f f i c e  to  s a y  t h a t  t h e y  a r e  m e m b e r s  of th e  L a b y r i n t h u i d a e ,  an d  

t h a t  th e y  a r e  d i f f e r e n t  f r o m  one  a n o t h e r  in t h e  r e s p e c t s  d e s c r i b e d  in the  

A p p e n d ix .

F o r  t a x o n o m i c  r e a s o n s  m u c h  w o r k  n e e d s  to  be  done  on s e v e r a l  

f a c t o r s ,  s u c h  a s ,  n u c l e a r  m o r p h o l o g y ,  p l a n e s  of  d i v i s i o n ,  s t r u c t u r e  of 

th e  t u b e s ,  a n d  the  s i z e  o f  c e l l s .  T h e  n u c l e a r  f e a t u r e s  r e p o r t e d  a b o v e  

a r e  h a r d  to i n t e r p r e t ,  b u t  h a r d e r  y e t  a r e  t h o s e  c o n c e r n i n g  d i v i s i o n  

p l a n e s .  B e c a u s e  th e  c e l l s  d iv id e  s lo w ly ,  a r e  in a l m o s t  c o n s t a n t  m o t i o n ,  

a n d  a r e  d e n s e l y  g r a n u l a t e d ,  it  is  d i f f i c u l t  to fo l low  a s i n g l e  c e l l  t h r o u g h  

th e  p r o c e s s  of d i v i s i o n .  F i g u r e  1 0 (a -e )  sh o w s  a  c h r o m - a l u m  s t a i n  of 

n u c l e a r  f e a t u r e s .  T h e  l i t e r a t u r e  c i t e s  c a s e s  of  s h i f t in g  p l a n e s  of  

d i v i s i o n  ( J o h n s o n  a n d  S p a r r o w ,  1961) in  s e v e r a l  d i f f e r e n t  " s p e c i e s .  n 

T h i s  i n f o r m a t i o n ,  w h i le  d i f f i c u l t  to w o r k  w i th  a n d  i n t e r p r e t ,  m a y  b e  of



s i g n i f i c a n t  v a l u e .

T h e  s t r u c t u r e  a n d  m o r p h o g e n e s i s  of th e  tu b e s  is r e c e i v i n g  a b i t  

m o r e  e m p h a s i s  now  b y  i n v e s t i g a t i o n  w i th  th e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  

(Hohl,  1966; P e r k i n s ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  P o k o r n y ,  1967),  b u t  the  

p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o c e s s  of f o r m a t i o n  is  s t i l l  an  e n i g m a .  M o r e  

s i m p l e ,  p e r h a p s ,  w o u ld  be  an  i n v e s t i g a t i o n  on s p e c i a t i o n  b y  l e n g t h  - 

w id th  r a t i o  of  i n d iv id u a l  c e l l s .  T h e  w id th  f a c t o r  s e e m s  m o r e  c o n s i s t e n t  

in m y  s tu d y  a n d  o b s e r v a t i o n s  l e a d  m e  to  b e l i e v e  t h i s  w o u ld  b e  of  

s i g n i f i c a n t  t a x o n o m i c  v a l u e .  T h i s  i s  b a s e d  on th e  o b s e r v a t i o n  t h a t  s o m e  

c u l t u r e s  c o u ld  b e  s e p a r a t e d  on th e  b a s i s  of  c e l l  " p l u m p n e s s .  " A 

s t a t i s t i c a l  t r e a t m e n t  of  t h i s  s u b j e c t  is  w a r r a n t e d .  To  g e t  a  b e t t e r  

u n d e r s t a n d i n g  of  t h i s ,  look  b a c k  to  th e  l e n g t h - w i d t h  r a t i o  (L /W )  of  e a c h  

i s o l a t e .

A s  w a s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  th e  G r o u p  II i s o l a t e s  h a v e  a c o a r s e  

a p p e a r i n g  c o l o n i a l  m o r p h o l o g y .  T h i s  i s  one  of  the  few  d e f in i t e  

s t a t e m e n t s  p o s s i b l e  c o n c e r n i n g  c o l o n i a l  m o r p h o l o g y .  Yet,  i t  is  e v id e n t  

t h a t  e a c h  i s o l a t e  c o u ld  b e  s e p a r a t e d  on  th e  b a s i s  of t h r e e  f e a t u r e s  of  the  

c o l o n i a l  m o r p h o l o g y ;  1) the  c o lo n y  e d g e ,  2) t h e  c o lo n y  d e n s i t y  o r  

c o a r s e n e s s ,  a n d  3) th e  e x t e n s i o n  a n d  v i g o r  of t h e  c o lo n y  in a s t a t e d  t i m e  

p e r i o d .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e r e  is  no c o n c r e t e  b a s i s  on w h ic h  to v e r b a l i z e  

t h e s e  s u b t l e  v a r i a t i o n s .  T h e r e f o r e ,  p h o t o g r a p h s  o r  d e t a i l e d  

i l l u s t r a t i o n s  m u s t  s u f f i c e .  F u r t h e r m o r e ,  i t  m u s t  b e  d e t e r m i n e d  w h e t h e r  

p o p u l a t i o n s  e x h ib i t i n g  t h e s e  d i f f e r e n c e s  a r e  s p e c i f i c  in s t a t u r e .

A l th o u g h  i t  is  n o t  l i k e l y  to c o m p l e t e l y  s o lv e  t a x o n o m i c  p r o b l e m s ,
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a w e a l t h  of i n f o r m a t i o n  l i e s  in the  s tu d y  of u l t r a s t r u c t u r e .  T h e  on ly  

u l t r a s t r u c t u r e  r e v e a l e d  in th i s  s tudy  is  th e  t i n s e l  on  th e  a n t e r i o r  

f l a g e l l u m  of the  z o o s p o r e ,  b u t  t h i s  a lo n e  m a y  h a v e  f a r  r e a c h i n g  

p h y l o g e n e t i c  i m p l i c a t i o n s .

T u b e s  of s l i m e w a y s  h a v e  long  b e e n  a  s u b j e c t  o f  d e b a t e .  S o m e  

c l a i m  t h a t  th e y  a r e  p s e u d o p o d i a l  (Zopf ,  1892).  S o m e  s a y  th e y  a r e  t r a c k s  

o v e r  w h ic h  the  c e l l s  g l id e  (Young, 1943) a n d  o t h e r s  c l a i m  t h a t  t h e y  a r e  

t u b u l a r  in n a t u r e  (W a tso n ,  1951).  H oh l  (1966) a n d  P e r k i n s  ( p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n )  h a v e  sh o w n  by  th e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  t h a t  t h e y  a r e  

i n d e e d  t u b u l a r  s t r u c t u r e s .  P h o t o g r a p h s  m a d e  by  P e r k i n s  s h o w  a 

l i m i t i n g  d o u b le  u n i t  m e m b r a n e  n o t  sh o w n  b y  H oh l  (F ig .  11).  How th i s  

s t r u c t u r e  is  f o r m e d  a n d  w h e t h e r  i t  h a s  p h y lo g e n e t i c  s i g n i f i c a n c e ,  bo th  

r e m a i n  unknow n .

T a x o n o m y

In th e  f o r e g o i n g  s t a t e m e n t s  th e  l a b y r i n t h u l a s  h a v e  b e e n  r e f e r r e d  

to  by  n u m b e r  on ly .  T h i s  w a s  done  p r i m a r i l y  b e c a u s e  I f e e l  t h e r e  is  

i n s u f f i c i e n t  d a t a  to  a c c u r a t e l y  d e s c r i b e  an d  d i f f e r e n t i a t e  e a c h  s p e c i e s .

A few  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  w e l l  d e s c r i b e d  s p e c i e s  s u c h  a s  L .  m i n u t a  w ou ld  

b e  e a s y  to  k e y ,  b u t  the  o v e r w h e l m i n g  n u m b e r  of i s o l a t e s  d e s c r i b e d  by  

l e t t e r  m a k e s  t h i s  n e a r l y  i m p o s s i b l e  ( P o k o r n y ,  1967; J o h n s o n  an d  

S p a r r o w ,  1961; a n d  W a t s o n ,  1957).  I t is  m y  b e l i e f  t h a t  i t  w o u ld  b e  

h ig h ly  a r t i f i c i a l  a n d  p o s s i b l y  d e t r i m e n t a l  to in c lu d e  t h e s e  in a l r e a d y  

e x i s t i n g  g r o u p s .  H o w e v e r ,  it  w o u ld  a l s o  b e  u n r e a l i s t i c  to  g iv e  t h e m  

n e w  s p e c i e s  n a m e s  w i th o u t  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .



M y i s o l a t e s  h a v e  b e e n  d iv id e d  in to  G r o u p s  I a n d  II, a n d  I s u g g e s t  

t h a t  t h e r e  m a y  a l s o  e x i s t  two a d d i t i o n a l  g r o u p s  in the  f a m i l y  

L a b y r i n t h u l i d a e , G r o u p s  III an d  IV. In  t h i s  m a n n e r  G r o u p  I in c lu d e s  

t h o s e  l a b y r i n t h u l a s  w h ic h  p r o d u c e  s o r i  of th e  ty p e  d e s c r i b e d .  G r o u p  II 

d o e s  no t  f o r m  s u c h  s o r i ,  b u t  the  s p o r e s  a r e  p r o d u c e d  d i r e c t l y  f r o m  the  

d i v i s i o n  of the  p l a s m o d i u m .  G r o u p  III w ou ld  in c lu d e  t h o s e  f o r m s  

s i m i l a r  to  L .  m i n u t a  w h ic h  h a s  a u n iq u e  f o r m  of  d i v i s i o n  w h ic h  p r o d u c e s  

t e t r a d s .  S ince  t h i s  f o r m  a l s o  f o r m s  p l a s m o d i a ,  it  m a y  b e  p a r t  of G r o u p

II.  G r o u p  IV w o u ld  t h e n  in c lu d e  t h o s e  f o r m s  s u c h  a s  L a b y r i n t h o m y x a  

p o h l i a  d e s c r i b e d  b y  S c h m o l l e r  (1965, 1966a) .  T h e s e  a r e  u n iq u e  in t h a t  

th e y  h a v e  t r u e  a m o e b a e  in t h e i r  l i fe  c y c l e s .

It is  i n t e r e s t i n g  to no te  t h a t  th i s  f a m i l y  h a s  a f f i n i t i e s  to  s e v e r a l  

g r o u p s ,  e s p e c i a l l y  if e a c h  g r o u p  is  t a k e n  in d iv id u a l ly .  G r o u p  I h a s  

a f f i n i t i e s  to b o t h  th e  X a n t h o p h y c e a e  a n d / o r  P h a e o p h y t a  a n d  th e  

P h y c o m y c e t e s  by  v i r t u e  of i t s  b i f l a g e l l a t e d  z o o s p o r e  s t a g e .  

X a n t h o p h y c e a e  an d  P h y c o m y c e t e s  h a v e  b i f l a g e l l a t e  z o o s p o r e s  w i th  an  

a n t e r i o r l y  d i r e c t e d  t i n s e l  f l a g e l l u m  a n d  a  p o s t e r i o r l y  d i r e c t e d  n a k e d  

w h i p l a s h  (S m i th ,  1955 a n d  S p a r r o w ,  1958, I9 6 0 ) .  G r o u p  II, b e c a u s e  of 

th e  p l a s m o d i u m ,  m a y  b e  r e l a t e d  to the  P l a s m o d i o p h o r a l e s  a n d  G r o u p  IV 

m a y  b e  r e l a t e d  to the  A c r a s i a l e s  ( c e l l u l a r  s l i m e  m o l d s )  on th e  b a s i s  of 

a m o e b a e  e n c y s t m e n t .  S o le ly  on th e  p o s s e s s i o n  of a t r u l y  a m o e b o i d  

f o r m  of m o v e m e n t ,  G r o u p  IV c o u ld  b e  r e l a t e d  to th e  R h i z o p o d e a .

P o k o r n y  (1967) a n d  W a t s o n  (1957) h a v e  t r e a t e d  th e  s u b j e c t  of s y s t e m a t i c s  

qu i te  w e l l .
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B a s e d  on the  p o s s e s s i o n  of  a  p h y c o m y c e te - L i k e  s e t  o f  f l a g e l l a ,

I m u s t  p l a c e  L a b y r i n t h u l a  in th e  fung i .  It m a y  b e lo n g  s o m e w h e r e  a long ,  

th e  P h y c o m y c e t e s  l in e  o r  i t  m a y  b e  a  p r i m i t i v e  g r o u p  d e r i v e d  d i r e c t l y  

f r o m  th e  X a n t h o p h y c e a e  o r  P h a e o p h y t a .  T h e  r e d  c h r o m a t i c  bo d y  is 

v e r y  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i th  th e  f l a g e l l a  a n d  c o u ld ,  a s  m e n t i o n e d  by  

H o l l a n d e  an d  E n j u m e t  (1955),  b e  a  s t i g m a  o r  eye  s p o t .  S in ce  t h e y  a l s o  

h a v e  s a i d  a  l e u c o p l a s t  is  p r e s e n t ,  t h a t  m a y  f u r t h e r  s u p p o r t  the  

h y p o t h e s i s .  If th e  l a b y r i n t h u l a s  a r e  t r u l y  a l ine  of n o n - p h o t o s y n t h e t i c  

a l g a e ,  t h e y  m i g h t  b e  c o n s i d e r e d  a  l in k  b e t w e e n  the  a l g a e  a n d  fung i .

To  f u r t h e r  c l a r i f y  th e  a f f i n i t i e s  of  th e  i s o l a t e s ,  t h e  fo l low ing  

t a b l e  r e l a t e s  th e  n u m b e r e d  i s o l a t e s  to s o m e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  f o r m s .

T A B L E  3

P r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  s p e c i e s  of  L a b y r i n t h u l a  
w h ic h  m o s t  c l o s e l y  r e s e m b l e  t h e  p r e s e n t  i s o l a t e s .

I s o l a t e S i m i l a r  to R e f e r e n c e s

L I L .  m a c r o c y s t i s  o r  W a t s o n  L X  W a ts o n ,  1957; J o h n s o n  a n d
S p a r r o w ,  1961

L 8  & 39 L .  c o e n o c y s t i s  o r  L .  v i t e l l i n a  S c h m o l l e r ,  I9 6 0 ;  W a ts o n ,
1957

L l l  & 67 L .  a l g e r i e n s i s H o l l a n d e  an d  E n j u m e t ,  1955

44 L .  v i t e l l i n a W a ts o n ,  1957



T h e  fo l low ing  is a  l i s t  of th e  g e n e r a  I f e e l  a r e  m e m b e r s  of th e

P h a g o m y x a  ( K a r l i n g ,  1944) h a s  p o s s i b l y  b e e n  d e s c r i b e d  a s  

L a b y r i n t h u l a  b u t  i s  a  m e m b e r  of th e  P l a s m o d i o p h o r a l e s .  S c h m o l l e r  

(1965) r e l a t e s  V a h l k a m p f i a  to L a b y r i n t h u l a , b u t  f u r t h e r  e v i d e n c e  is  

n e e d e d  on th i s  p o in t .  T h e  r e l a t i o n  of  C h l a m y d o m y x a  spp .  to 

L a b y r i n t h u l a  h a s  b e e n  s u g g e s t e d ,  b u t  a  c a r e f u l  e x a m i n a t i o n  of th e  

l i t e r a t u r e  r e v e a l s  no good  r e a s o n  f o r  r e l a t i n g  t h e m  ( A r c h e r ,  1875; 

G e d d e s ,  1882; L a n k e s t e r ,  1896; P e n a r d ,  1904) .  C h l a m y d o m y x a  is  

p r o b a b l y  m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  to  a  f o r m  s u c h  a s  L e p t o m y x a  (H al l ,

L a b y r i n t h u l i d a e :
R e f e r e n c e s

L a b y r i n t h u l a  spp .  
L a b y r i n t h o m y x a  spp .  
L a b y r i n t h u l a r h i z a  spp .  
P y r r h o s o r u s  m a r i n a

W atso n ,  1957 
S c h m o l l e r ,  1966 
C h au d f au d ,  1956 
J u e l ,  1901 
M o l i s c h ,  1926P s e u d o p l a s m o d i u m  a u r a n t i a c u m

1953; Kudo,  1966).



SUMMARY

1. F r o m  s e v e r a l  h u n d r e d  in d iv id u a l  i s o l a t i o n s ,  s i x  i s o l a t e s  

w e r e  pu t  a s i d e  f o r  o b s e r v a t i o n s  of n u t r i t i o n ,  l i f e  c y c l e  a n d  

c o m p a r a t i v e  m o r p h o l o g y .  A l l  of th e  i s o l a t e s  w e r e  m a i n t a i n e d  in 

m o n o x e n i c  c u l t u r e s .

2. E x p e r i m e n t s  d e t e r m i n e d  the  p h y s i o l o g i c a l  t o l e r a n c e s  o f  one  

i s o l a t e ,  ty p e  L»l. T h e  t o l e r a n c e s  a r e  a s  fo l l o w s :

A .  A  s a l i n i t y  o p t i m u m  of 22 to  30°/oo in a  r a n g e  

of  4 to  51°/oo.

B .  A pH o p t i m u m  p o s s i b l y  n e a r  6 . 5 w i th  a r a n g e  

of 5 . 2  t h r o u g h  8 . 8 .

o o
C .  A  t e m p e r a t u r e  o p t i m u m  of  19 C to  25 C w i th  

good  g r o w t h  0°C  to  3 3 ° C .  T w e n t y - f o u r  h o u r s  

a t  35°C  k i l l e d  th e  v e g e t a t i v e  c e l l s .

3. S o r i  f r o m  s e v e r a l  i s o l a t e s  w e r e  s tu d i e d .  P r e l i m i n a r y  

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  s o r u s  m o r p h o l o g y  m a y  b e  d i s t i n c t i v e  f o r  e a c h  

s p e c i e s .

4.  Z o o s p o r e s  f r o m  s p o r a n g i a  w e r e  sh o w n  to  g ive  r i s e  to n e w  

v e g e t a t i v e  c o l o n i e s .  T h e y  h a v e  b e e n  d iv id e d  in to  two s t r a i n s  o r  s p e c i e s  

on  th e  b a s i s  of th e  m o r p h o l o g y  of a  c h r o m a t i c  b o d y  a n d  th e  m o r p h o l o g y  

of  th e  co lo n y  in s p o r u l a t i o n .
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5. S ta g e s  w h ic h  a r e  r e s i s t a n t  to  ag ing  a n d  a d v e r s e  c o n d i t io n s  

w e r e  n o te d .  A l th o u g h  no t r u e  c y s t s  w e r e  id e n t i f i e d ,  t h e i r  p r e s e n c e  w a s  

p r o p o s e d .

6 . Two n e w  s p e r m a t o p h y t e  s u b s t r a t e s  f o r  L a b y r i n t h u l a  w e r e  

d i s c o v e r e d .  J u n c u s  sp .  is  the  m a j o r  s u b s t r a t e ,  a n d  a n o t h e r  g r a s s

P i s t i c h l i s  sp .  ) s e r v e d  a s  a  s u b s t r a t e  f o r  L a b y r i n t h u l a  in two i n s t a n c e s .  

S e v e r a l  a t t e m p t s  w e r e  m a d e  to  i s o l a t e  L a b y r i n t h u l a  f r o m  o t h e r  m a t e r i a l  

in m a n y  e n v i r o n m e n t s  b u t  on ly  Z_. m a r i n a , S p a r t i n a  sp .  , J u n c u s  sp .

D i s t i c h l i s  sp .  , a n d  a  few  a l g a e  w e r e  p o s i t i v e .  S p a r t i n a  sp .  s e e m s  to  be  

th e  m a j o r  s u b s t r a t e .

7. S e v e r a l  a t t e m p t s  to a x e n i c a l l y  c u l t u r e  L a b y r i n t h u l a  m e t  w i th  

o n ly  p a r t i a l  s u c c e s s .  P u r e  c u l t u r e  w a s  a c h i e v e d  in two m e d i a ,  b o v in e  

s e a w a t e r  a g a r  an d  a s e a w a t e r  a g a r  co n ta in in g  a  h e a t  e x t r a c t  of  y e a s t .

M o s t  c u l t u r e s  w e r e  m o n o x e n i c  a n d  th e  a u t h o r  f e e l s  t h i s  m a y  be  p a r t l y  

r e s p o n s i b l e  f o r  th e  s u c c e s s  in e l i c i t i n g  z o o s p o r e s .

8 . L a b y r i n t h u l a  s t r a i n s  h a v e  b e e n  g r o u p e d  by  h o s t ,  c e l l  s h a p e ,  

a n d  s i z e ,  s l i m e - w a y  m o r p h o l o g y ,  m o r p h o l o g y  of  th e  z o o s p O r e s ,  

m o r p h o l o g y  of  the  s p o r a n g i a  an d  c o l o n i a l  t y p e .  No s p e c i e s  d e s i g n a t i o n s  

w e r e  m a d e  s i n c e  th e  a v a i l a b l e  t a x o n o m i c  c r i t e r i a  a r e  i n s u f f i c i e n t .

9. L a b y r i n t h u l a  w a s  i s o l a t e d  f r o m  Z. m a r i n a  in w e e k l y  s a m p l e s  

f o r  a  fu l l  y e a r ,  t h e r e b y  show ing  the  e a s e  in i s o l a t i o n  an d  n o n - s e a s o n a l  

o c c u r r e n c e  of  th e  p r o t i s t .

10.  T h e  l i f e  c y c l e s  f o r  two g r o u p s  a r e  d i s c u s s e d .



11. R e l a t i o n  of L a b y r i n t h u l a  to th e  P h y c o m y c e t e s ,  on the  b a s i s  

o f  z o o s p o r e  m o r p h o l o g y ,  is  p o s t u l a t e d .

12.  S l i m e w a y  m o r p h o l o g y  a n d  f o r m a t i o n  is  d e s c r i b e d .

13. U se  o f  _Z. m a r i n a  a n d  C. v i r g i n i c a  a s  foods  is  d e m o n s t r a t e d  

in c u l t u r e  c o n d i t i o n s ,  b u t  no t  in w h o le  l iv ing  h o s t s .

T h e  f e a t u r e s  of t h i s  t h e s i s ,  w h ic h  a r e  of th e  u t m o s t  i m p o r t a n c e  

a r e  found  in th e  d e s c r i p t i o n  of z o o s p o r e  f o r m a t i o n .  S ince  z o o s p o r u l a t i o n  

is  a n  i m p o r t a n t  s t e p  in the  l i fe  c y c l e ,  i t  d e s e r v e s  e v e n  f u r t h e r  s tu d y .

A n o t h e r  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n c lu d e d  in t h i s  t h e s i s  i s  th e  

p r o n o u n c e m e n t  of  a  r e f i n e d  t e c h n i q u e  f o r  p r e p a r i n g  W a t s o n ' s  b o v in e  

s e r u m  m e d i u m .  T h e  n e w  t e c h n i q u e  g iv e s  a  90% c h a n c e  of  a t t a i n i n g  p u r e  

L a b y r i n t h u l a  c u l t u r e .



A P P E N D I X
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A P P E N D I X  A

G o m o r i - C o n g e r  S ta in ing  P r o c e d u r e  
U s e d  to D e m o n s t r a t e  N u c l e a r  D e t a i l  

in L a b y r i n t h u l a  ( P e r k i n s ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )

1. F i x  in 3:1 100% e th y l  a l c o h o l - - a c e t i c  a c i d  f o r  15 m i n .  ( p r e p a r e  
f r e  sh).

2. H y d r o l y z e  in IN  H C 1 f o r  10 m i n u t e s  a t  6 0 °C .

3. R i n s e  in t a p  w a t e r .

4. S ta in  15 to 30 m i n u t e s  a t  60°C  in G o m o r i ' s  c h r o m - a l u m  s t a i n :
a .  1. 5g c h r o m i u m  p o t a s s i u m  s u l f a t e  in 5 0 m l  d i s t i l l e d  w a t e r .
b .  0. 5 h e m a t o x y l i n  in 5 0 m l  d i s t i l l e d  w a t e r .
c .  M ix .
d. A dd  2 m l  5% p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  p lu s  2 m l  5% H^SO^.  

R i p e n  two d a y s .  E x p i r e s  in 7 d a y s .

5. R i n s e  in t a p  w a t e r .

6 . D e s t a i n  up to 1 h o u r  in 45% a c e t i c  a c i d  u s in g  two c h a n g e s  of a c e t i c  
a c id .  (Use  low  p o w e r  to o b s e r v e  d e s t a i n i n g .  )

7. P l a c e  in two c h a n g e s  of  95% e th y l  a l c o h o l ,  1 m i n u t e  e a c h .

8 . A b s o l u t e  a l c o h o l  1 m i n u t e  (add  a  p in c h  of f a s t  g r e e n  h e r e  to  s t a i n  
c y t o p l a s m  l ig h t ly ) .

9. X y le n e  5 m i n u t e s .

10. M o u n t .

11.  C h r o m a t i n  is  b l a c k ,  r e s t  of c e l l  is c o l o r l e s s .  S ta in in g  f a d e s  in few  
m o n t h s .
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A P P E N D I X  B

G e n e r a l  C h a r a c t e r i s t i c s  of S e l e c t e d  L a b y r i n t h u l a  I s o l a t e s

G r o w t h  r a t e s  f o r  th e  fo l low ipg  i s o l a t e s  a r e  r e p r e s e n t e d  
on  a  c o m p a r a t i v e  b a s i s ,  f o u r  p l u s e s  b e in g  th e  

h i g h e s t  r a t e  a n d  one  p lu s  b e in g  th e  l o w e s t  r a t e .

L I  (G ro u p  I)

L e n g t h  12. 6;u, R an g e  5. 0 - 2 0 .  0m
W id th  4.  4jli, R a n g e  2 . 5 -  7 . 5 m
L / W  2 . 8 6

N u c l e u s  1 . 5 - 3 .  5m
E n d o s o m e  0. 5m c e n t r a l
P l a n e  o f  d i v i s i o n  - d i a g o n a l  - l o n g i tu d in a l

T u b e s
Size  - a v e r a g e  - v a r i a b l e  
S w e l l ing  - none

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  t h a n  b i n a r y  f i s s i o n  
P l a s m o d i u m  - none
S p o r a n g i a  + P r e s p o r a n g i a
Z o o s p o r e s  - none
F l a g e l l a  - none

E d g e  of C o lo n y  - T i g h t

G r o w t h  r a t e  - F a s t e s t  (+-f-+-F)

H o s t  - Z o s t e r a  m a r i n a  

S a l in i t y  O p t i m u m  - 30°/oo 

C y t o p l a s m  - g r a n u l a r

C o l o r  - w h i t e
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C olo n y  d e n s e  w i th  edge  showing  t r a i l s  s e v e r a l  c e l l s  w ide .  

F o r m i n g  b r o w n  r e s t i n g  c e l l s  o r  p r e s p o r a n g i a  w h ic h  g ive  r i s e  to 

v i g o r o u s  g r o w t h  w h e n  t r a n s p l a n t e d .  D e n s e  b a n d  of  c e l l s  on le a d in g  

edge  of  c o lony .



L I  1 (G ro u p  I)

L e n g t h  10. lju, R a n g e  7.  0 -1 9 .  6m
Width  3. Ojn, R a n g e  2.  0-  4.  9m
L / W  3 . 3 6

N u c l e u s  1. 9m
E n d o s o m e  0. 6 m  c e n t r a l
P l a n e  of d i v i s i o n  - lo n g i tu d in a l

T u b e s
S ize  - v a r i e d  
S w e l l in g s  - n o t  s e e n

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  th a n  b i n a r y  f i s s i o n  
P l a s m o d i a  - none
S p o r a n g i a  -f y e l l o w - o r a n g e
Z o o s p o r e s  + 5m lc>n g x  3m w ide
F l a g e l l a  - l e n g th  n o t  d e t e r m i n e d

E d g e  of C o lo n y  - h o m o g e n e o u s

G r o w t h  R a t e  - a v e r a g e  to s lo w  (++)

H o s t  - S p a r t i n a  a l t e r n i f l o r a

S a l in i t y  O p t i m u m  - 7 -3 5 ° /o o

C y t o p l a s m  - g r a n u l a r ,  b u t  g r a n u l e s  no t  v e r y  d e n s e  

C o l o r  - w h i te

C o lo n y  w i th  p o w d e r y  a p p e a r a n c e ;  no d e f in i t e  r a d i a t e  a p p e a r a n c e  

s e e n  in o t h e r  i s o l a t e s .  No c h a n n e l s  in a p a r t i c u l a r  d i r e c t i o n .  S l i m e w a y s  

r a r e l y  h a v e  m o r e  t h a n  1 -3  c e l l s  a b r e a s t .  E n t i r e  c o lo n y  e v e n ly  s p a c e d  

in  3 - d i m e n s i o n a l  n e t w o r k .  S e n s i t i v e  to o v e r c r o w d i n g  by  y e a s t .
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44  (G ro u p  I)

L e n g th  11. 3ju, R a n g e  7 . 0 - 1 5 . Op
Width  4.  2p,  R a n g e  3 . 0 -  5. Op.
L / W  2 . 6 9

N u c l e u s  2. 5p
E n d o s o m e  0. 7 5p c e n t r a l
P l a n e  of  d i v i s i o n  - lo n g i tu d in a l

T u b e s
Size  - v a r i e d  th in  
S w e l l in g s  - none

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  t h a n  b i n a r y  f i s s i o n  
P l a s m o d i u m  - none
S p o r a n g i a  + o r a n g e - h u m p - m a s s
Z o o s p o r e s  + 2 . 7  x  4.  9p (4 s p h e r e s )
F l a g e l l a  + 5p w h i p l a s h  - 13p t i n s e l

E d g e  of C o lo n y  - R i m  of w h i t e  - t i g h t  b u t  no t  m a s s e d .
O l d e r  c o lo n y  of  c e l l s  w i th  d e n s e  fo c i  o f  c e l l s  
in s e v e r a l  p l a c e s .

G r o w t h  r a t e  - f a s t  (+++)

H o s t  - S p a r t i n a  a l t e r n i f l o r a

S a l in i ty  O p t i m u m  - 7 -3 5 ° /o o

C y t o p l a s m  - g r a n u l a r

C o l o r  - w h i t e

F a s t  g r o w in g  w i th  n o t i c e a b l e  d e n s e  b a n d  of c e l l s  on th e  l e a d in g  

edge  o f  c o lo n y .  R e s e m b l e s  L I  in t h i s  a s p e c t ,  b u t  n e v e r  f o r m s  b r o w n

c e l l s  a s  in  L I .
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67 (G ro u p  I)

L e n g t h  10. Oju, R a n g e  7. 0 -Z0 .  Oju
Wid th  4.  lju, R a n g e  2 . 5 -  5. Oju
L / W  2 . 4 3

N u c le u s  2.  Oju
E n d o s o m e  0. 5ju c e n t r a l
P l a n e  of  d i v i s i o n  - l o n g i tu d in a l

T u b e s
S ize  - v a r i e d  - th in  
S w e l l in g s  - n o n e

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  t h a n  b i n a r y  f i s s i o n  
P l a s m o d i u m  - none
S p o r a n g i a  4- o r a n g e  l a b y r i n t h
Z o o s p o r e s  + 3 x  5ju (3 s p h e r e s )
F l a g e l l a  + 8ju w h i p l a s h  - 14. 5 t i n s e l

E d g e  of  C o lo n y  - t i g h t  - b u t  no t  m a s s e d

G r o w t h  R a t e  - f a s t  (+++)

H o s t  - S p a r t i n a  a l t e r n i f l o r a

S a l in i t y  O p t i m u m  - 15-35° /oo

C y t o p l a s m  - g r a n u l a r

C o l o r  - w h i te

E d g e  of  c o lo n y  h a s  r a g g e d  a p p e a r a n c e  a s  if  c o m p o s e d  of  s e v e r a l

m i n u t e  b u s h e s .  B a n d  of L I  a n d  44 no t  so  n o t i c e a b l e .
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L8 (G ro u p  II)

L e n g th  11. 5ju, R a n g e  6. 0 -1 7 .  Oju.
Width  6. Oju, R a n g e  3 . 0 -  9.8ju
L / W  1 .91

N u c le u s  2ju ( v a r i a b l e  ? )
E n d o s o m e  lju c e n t r a l
P l a n e  of  d i v i s i o n  - d i a g o n a l

T u b e s
Size  - c o a r s e  - f ine  a t  f i r s t  
S w e l l in g s  - in e a r l y  d e v e l o p m e n t

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  t h a n  b i n a r y  f i s s i o n
P l a s m o d i u m  + m a n y  n u c l e i  a f t e r  2 - 3  d a y s  c u l t u r e
S p o r a n g i a  - n o n e
Z o o s p o r e s  - n o n e
F l a g e l l a  - n o n e

E d g e  of  C o lo n y  - L o b a t e  - m o s t l y  s u r f a c e

G r o w t h  R a t e  - s lo w  (+)

H o s t  - E n t e r o m o r p h a  m i n i m a

S a l in i ty  O p t i m u m  - 23°/oo

C y t o p l a s m  - g r a n u l a r  o r  f in e  (two s i z e s  of g r a n u l e s  in one  c e l l )  

C o l o r  - w h i te

C o lo n y  i n i t i a l l y  f o r m s  s p i n d l e s  in t u b e s ,  l a t e r  f o r m s  m a s s e s  o f  

p l a s m o d i a .  T u b e s ,  i n i t i a l l y  f o r m e d ,  end  in b lu n t  c l u b - l i k e  s t r u c t u r e s  

a f t e r  2 - 3  d a y s .  S p ind le  d e v e l o p m e n t  c o n t i n u e s  l o n g e r  in l iq u id  c u l t u r e .
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39 (G roup  H)

L e n g t h  10. 9p-, R a n g e  3. 0 - 2 3 .  Oju
W idth  6 .4 ;r ,  R a n g e  2.  0 -  10. Oju.
L / W  1 . 7 0

N u c l e u s  1. 0 -1 .  7ju (o f ten  l i t t l e  off  c e n t e r )
E n d o s o m e  0. 2 5 - 0 .  3 Oju. c e n t r a l
P l a n e  of d i v i s i o n  - d i a g o n a l

T u b e s
S ize  - t h in  a t  f i r s t  to  w ide  in o ld  
S w e l l in g s  - in e a r l y  d e v e l o p m e n t

R e p r o d u c t i o n  - o t h e r  t h a n  b i n a r y  f i s s i o n  
P l a s m o d i a  -f- a f t e r  2 - 3  d a y s  c u l t u r e
S p o r a n g i a  - none
Z o o s p o r e s  - none
F l a g e l l a  - none

E d g e  of C o lo n y  - m a s s i n g  - c o a r s e

G r o w t h  r a t e  - s l o w e r  t h a n  L 8  - s lo w  (-f)

H o s t  - S p a r t i n a  a l t e r n i f l o r a

S a l in i ty  O p t i m u m  - 15 -35° /oo

C y t o p l a s m  - v a r i e d  f ine

C o l o r  - w h i te

G e n e r a l l y  c o lo n y  a p p e a r s  s i m i l a r  to  L 8 in m o s t  r e s p e c t s  e x c e p t

t h a t  g r o w t h  is  s l o w e r .  C e l l s  s e e m  p l u m p e r  t h a n  L 8 .
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A P P E N D I X  C

F o r m u l a  f o r  G r o w in g  A x e n ic  Z.  m a r i n a

In a n  a t t e m p t  to g r o w  Z_. m a r i n a  f o r  i n o c u l a t i o n  w i th  L a b y r i n t h u l a ,  

p r e l i m i n a r y  c u l t u r e s  of Z.  m a r i n a ,  f r e e  o f  o t h e r  o r g a n i s m s ,  w e r e  g r o w n  

in t e s t  t u b e s  u s in g  a  f o r m u l a  d e v i s e d  b y  F r a n k l y n  D. O t t .  T h i s  m e d i u m  

p r o v e d  qu i te  a d e q u a t e  a n d  i t s  p r e p a r a t i o n  is  g iv e n  b e lo w .

In o r d e r  to f r e e  the  c u l t u r e  of  c o n t a m i n a t i n g  o r g a n i s m s ,  th e  

w ho le  p l a n t  w a s  f i r s t  w a s h e d  v i g o r o u s l y  in f i l t e r e d  s e a w a t e r .  T h e n  the  

p l a n t  w a s  s t r i p p e d  of i t s  o u t e r  l e a v e s ,  one a t  a  t i m e ,  t a k in g  c a r e  no t  to 

c o n t a m i n a t e  the  i n n e r  o n e s  w i th  d e b r i s  f r o m  the  o t h e r s .  T h e  r o o t  

s e c t i o n  w a s  b r o k e n  a w a y  j u s t  b e lo w  th e  m e r i s t e m a t i c  a r e a .  W hen  a 

s m a l l  l e a f  p r i m o r d i u m  a b o u t  1 c m  long w a s  le f t ,  th e  e n t i r e  p i e c e  w a s  

w a s h e d  in s t e r i l e  s e a w a t e r  w i th  0. 1% C h l o r o x ,  t h e n  in two a d d i t i o n a l  

w a s h e s  w i th  0. 0 4 g / 1 0 0 m l  of  S t r e p t o m y c i n  a n d  P e n i c i l l i n  a d d e d .  T h i s  

w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  to a c u l t u r e  tube  and  i n c u b a t e d  a t  2 0°C  w i th  

c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n .  G o o d  g r o w t h  b e g a n  i m m e d i a t e l y  an d  f r o n d s  5 c m  

long w e r e  a t t a i n e d  b e f o r e  th e  e x p e r i m e n t  h a d  to be  t e r m i n a t e d  f o r  l a c k  

of t i m e .

It is s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  f r o n d s  sh o u ld  h a v e  b e e n  t r a n s f e r r e d  to 

l a r g e r  v e s s e l s  w i th  s t e r i l e  s a n d  in th e  b o t t o m  to a c c o m m o d a t e  th e  r o o t s .  

T h i s  s h o u ld  a l l o w  g r o w t h  o f  a l a r g e r  p l a n t  if d e s i r e d .
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O T T 'S  M E D IU M

T h i s  m e d i u m  w h e n  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  to the  s c h e d u l e  g iv e n  
b e lo w  p r o d u c e s  a c l e a r ,  p r e c i p i t a t e - f r e e  m e d i u m :

I. To 4 0 0 0 m l  of f i l t e r e d  s e a w a t e r ,  ad d  the  fo l low ing ,  an d  b o i l  
(o r  s t e r i l i z e ) :

(1) 8 0 m l  of 1% N a N O s

(2) 1 . 6 m l  of t r i s  ( H y d r o x y m e th y l )  a m i n o - m e t h a n e , ( T r i s  
B u f f e r ) ,  s t o c k  s o l u t i o n  a t  the  c o n c e n t r a t i o n  of 250 m g  / m l  
a n d  a d j u s t e d  to  pH 7. 3 w i th  HC1. U se  on ly  w i th  a e r a t i o n  
of  c u l t u r e s .  T h e  b u f f e r  is  tox ic  to s o m e  a lgae . '

II. To  5 0 m l  of d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d d  the  fo l low ing ,  and  b o i l  (o r  
s t e r i l i z e ) :

(1) 4 m l  e a c h  of  m i c r o n u t r i e n t  s o lu t io n s  N o s .  1, 2, 3, an d  4. 
(See A b e l o w  f o r  t h e i r  p r e p a r a t i o n .  )

(2) 4 m l  of F e E D T A ,  1m l  = l m g  of F e ,  (E D T A  = E t h y l e n e  - 
d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c id ) ;  s e e  B b e lo w  f o r  i t s  p r e p a r a t i o n .

III. To 5 0 m l  of d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d d  th e  fo l low ing ,  an d  b o i l  (o r  
s t e r i l i z e ) :

( 1 ) 1 0 m l  of 1 % s o d iu m  g l y c e r o p h o s p h a t e

IV. W hen  (I) a b o v e  h a s  c o o le d ,  ad d  II an d  III a b o v e ,  a n d  4 m l  of 
th e  3 - v i t a m i n  s t o c k  s o lu t io n ;  s e e  C b e lo w  f o r  i t s  p r e p a r a t i o n .

A .  M i c r o n u t r i e n t s :  T h e s e  h a v e  b e e n  m o d i f i e d  f r o m  th o s e
p r e s e n t e d  b y  D e a s o n  an d  B o ld  ( I960)  in t h a t  th e  C u S 0 4  is  
o m i t t e d  in m i c r o n u t r i e n t  s o lu t io n  No. 2, a n d  the  d e s i g n a 
t i o n s  of th e  s t o c k s  h a v e  b e e n  c h a n g e d .

g / 1
(1) F e S 0 4 . 7 H 2 0 ..........................................  4 . 9 8

Z n S 0 4 . 7 H 2 0 ..........................................  8 . 8 2

M n C l 2 . 4 H z O .....................- 1 . 4 4

(2) M 0 O 3 ........................................... . 0 .7 1

C o(N Q 3)2 . 6H20 0 . 49
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(3) E D T A  .  5 0 . 0

KOH . . . 3 1 . 0

(4) H 3 B 0 3 . . 1 1 .4 2

B. F e E D T A :  T h i s  is  p r e p a r e d  by the  m e t h o d  of  P r o v a s o l i  
(1 9 6 2 ) b u t  a t  1 0 t i m e s  the  c o n c e n t r a t i o n  t h e r e o f .

To  5 0 0 m l  of  d i s t i l l e d  w a t e r  add ,  a n d  d i s s o l v e :

F e ( N H 4 )2 ( S 0 4 )2 . 6 H z O . • 3. 51g

N a ^ E D T A ............................................... 3. 30g

C. 3 - V i t a m i n  S tock  So lu t ion :  T he  fo l low ing  is m o d i f i e d  f r o m  
G u i l l a r d  (1961).

To  10 0 m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  ad d :

B i o t i n .........................  0. l m g

B ^  • • - 0 . l m g

T h i a m i n .  HC1 . . . 20 .  Omg

T h i s  s to c k  s o lu t io n  is  d i s p e n s e d  in 4 m l  lo t s  in s c r e w  
c a p p e d  t e s t  t u b e s ,  a n d  s t e r i l i z e d .  It t h e n  sh o u ld  b e  k e p t  
f r o z e n  u n t i l  u s e d .

A P P E N D I X  L I T E R A T U R E

D e a s o n ,  T.  R . a n d  H. C. B o ld .  I9 60 .  P h y c o l o g i c a l  S tu d ie s  I.
E x p l o r a t o r y  s t u d i e s  of T e x a s  so i l  a l g a e .  T h e  U n i v e r s i t y  of T e x a s  
P u b l i c a t i o n  No. 6022.  T h e  U n i v e r s i t y  of  T e x a s ,  A u s t i n .

F<^yn, B. 1934. L e b e n z y k l u s ,  C y to lo g ie  und S e x u a l i t a t  d e r  C h l o r o p h y c e e  
C l a d o p h o r a  S h u r i a n a  K u tz .  A r c h .  P r o t i s t e n k .  83: 1 -5 6 .

G u i l l a r d ,  R. R. L .  1961. M e d i a  f o r  I s o l a t i o n  an d  M a i n t e n a n c e  of  M a r i n e  
A lg a e .  W oods  H o le  O c e a n o g r a p h i c  I n s t i t u t i o n .  W oods  H ole ,  
M a s s a c h u s e t t s .  4 p a g e s  m i m e o g r a p h e d .

P r o v a s o l i ,  L .  1962.  E s  E n r i c h m e n t .  H a s k i n s  L a b o r a t o r i e s .  305 E a s t  
4 3 r d  S t r e e t .  N e w  Y o r k .  1 p a g e  m i m e o g r a p h e d .

P r o v a s o l i ,  L .  , J .  J .  A. M c L a u g h l i n  a n d  M .  R. D r o o p .  1957. T h e
d e v e l o p m e n t  of a r t i f i c i a l  m e d i a  f o r  m a r i n e  a l g a e .  A r c h .  M i k r o b i o l .  
2 5 :3 9 2 - 4 2 8 .



F I G U R E S
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F i g .  1. - A r e a  s a m p l e d  fo r  L a b y r i n t h u l a  spp .  T h e  
p r i m a r y  s a m p l i n g  a r e a  is sh o w n  in the  i n s e t  of th e  Y o r k  R i v e r .  
H a tc h in g  i n d i c a t e s  a r e a s  s a m p l e d .
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C H E S A P E A K E  B A Y

O R E G O N  I N L E T



F i g .  2. - D e s i g n  of  the  d e v i c e  u s e d  to c o n t r o l  
t e m p e r a t u r e s .  A  l i s t  of c o m p o n e n t s  is  in c lu d e d .



6

8

2

1. A l u m i n u m  fo i l
2. P l a s t i c  w a s h  b a s i n
3. T h e r m o m e t e r

4.  M a g n e t i c  m i x e r
5. G l a s s  c o n t a i n e r  

100W a q u a r i u m  h e a t e r  
W a t e r
P e t r i  d i s h e s  an d  c u l t u r e s

6 .
7.
8 . 
9. T h e  e n t i r e  d e v i c e  is  in a  c o n s t a n t  

t e m p e r a t u r e  r o o m  5°C o r  2 0°C .
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F i g .  3. - L a b y r i n t h u l a  a s s o c i a t e d  w i th  Z o s t e r a  m a r i n a .

a) L a b y r  in th u la  g ro w in g  ou t  f r o m  Z. m a r i n a
on an  i s o l a t i o n  p l a t e .  365X.

b) L a b y r i n t h u l a  in a  m e s o p h y l l  c e l l  of Z.
m a r i n a .  S e c t io n  w a s  s t a i n e d  w i th  
S a f r a n i n  O a n d  F a s t  G r e e n .  Z530X.
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F i g .  4. - G r o w t h  of L a b y r i n t h u l a  ( LI )  in s q u a r e  u n i t s  
(9 sq .  m m / u n i t )  w i th  r e s p e c t  to s a l i n i t y .  S a l i n i t i e s  a r e  g iv e n  in 
p a r t s  p e r  t h o u s a n d  (°/oo).
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F i g .  5. - G r o w t h  r e s p o n s e  o f  i s o l a t e  L I  w i th  r e s p e c t  to 
t e m p e r a t u r e .  T he  m e a s u r e m e n t s  w e r e  o b ta in e d  u s in g  10 d a y  o ld  
c u l t u r e s .
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F i g .  6 . - G r o w t h  of i s o l a t e  L I  a s  a f u n c t io n  of  pH.
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F i g .  7. - Z o o s p o r u l a t i o n  in i s o l a t e  67.

a) F o r m i n g  s o r u s  w i th  few  s p i n d l e  c e l l s  s t i l l
v i s i b l e .  D a r k - m e d i u m  p h a s e .  300X.

b) M a t u r e  s o r u s  show ing  s p o r a n g i a  c o n ta i n in g
z o o s p o r e s .  E a c h  of  the  d a r k  b o d i e s  is  a  
c h r o m a t i c  b o d y  of  a  z o o s p o r e .  B r i g h t  
f i e ld .  1500X.

c) S w im m in g  z o o s p o r e ;  p lu s  s e v e n  h o u r s  a f t e r
r e l e a s e  f r o m  s p o r a n g i u m .  D a r k - m e d i u m  
p h a s e .  T h i s  z o o s p o r e  is  th e  s a m e  c e l l  a s  
in F i g s .  7d,  e,  an d  f . 2100X.

d) Z o o s p o r e  h a s  s e t t l e d  down a n d  l o s t  one
f l a g e l l u m  ( a n t e r i o r ) ;  p lu s  8  h o u r s  a f t e r  
r e l e a s e  f r o m  s p o r a n g i u m .  O t h e r  c e l l s  
w h ic h  h a v e  a l r e a d y  t r a n s f o r m e d  a r e  
b e g in n in g  to  c r o w d  t h e  z o o s p o r e .  D a r k -  
m e d i u m  p h a s e .  1300X.

e) P o s t e r i o r  f l a g e l l u m  h a s  s h o r t e n e d ;  p lu s  9
h o u r s  a f t e r  r e l e a s e  f r o m  s p o r a n g i u m .
C e l l  i s  s t i l l  a t  p l a c e  w h e r e  i t  s e t t l e d .  
D a r k - m e d i u m  p h a s e .  1250X.

f) F l a g e l l a  h a v e  d i s a p p e a r e d  a n d  th e  c e l l  h a s
a s s u m e d  the  t y p i c a l  s p in d le  c e l l  s h a p e ;  
p lu s  16 h o u r s  a f t e r  r e l e a s e  f r o m  
s p o r a n g i u m .  T h e  l ig h t  a r e a  in t h e  c e n t r a l  
p o r t i o n  is  th e  n u c l e u s .  D a r k - m e d i u m  
p h a s e .  1700X.
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F i g .  8 . - F i n e  d e t a i l s  of L a b y r i n t h u l a  z o o s p o r e s .

a) A d i a g r a m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  of a z o o s p o r e  
show ing  the  n u c l e u s  (N), s t i g m a  (S), 
t i n s e l s  (T),  a n t e r i o r  f l a g e l l u m  (A), 
p o s t e r i o r  w h i p l a s h  f l a g e l l u m  (W), and  the  
l ip id  i n c l u s i o n s .  S c a le  = 1 p..
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F i g .  8 . - b) A n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  of a  s h a d o w e d
z o o s p o r e  show ing  th e  f l a g e i l a .  12, 700X.

c) A n  e n l a r g e m e n t  of th e  a b o v e  sh o w in g  the
d e t a i l  of the  t i n s e l e d  a n t e r i o r  f l a g e l l u m .  
29, 500X.
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F i g .  9. - P l a s m o d i u m  f o r m a t i o n  in i s o l a t e  L8 of  G r o u p  II 
ty p e  i s o l a t e s .

a) E a r l y  s t a g e s  of  p l a s m o d i u m  f o r m a t i o n .
D a r k - m e d i u m  p h a s e .  400X.

b) M a s s i n g  of c e l l s  a n d  f o r m a t i o n  o f  p l a s m o d i a .
D a r k - m e d i u m  p h a s e .  400X.

c) M u l t i n u c l e a t e  p l a s m o d i u m  e i t h e r  f o r m i n g
f r o m  s e v e r a l  c e l l s  o r  d iv id in g  to  f o r m  
s e v e r a l  m u l t i n u c l e a t e  c e l l s .  D a r k -  
m e d i u m  p h a s e .  1100X.





F i g .  10.  - G e n e r a l  m o r p h o l o g y  of L a b y r  in th u la  c e l l s  
e x a m i n e d  in th e  p r e s e n t  s tu d y .

a) I s o l a t e  L I  show ing  i n t e r p h a s e  n u c l e u s .
C h r o m - a l u m  s t a i n .  1100X.

b) I s o l a t e  L I  show ing  p r o p h a s e  n u c l e u s .
C h r o m - a l u m  s t a i n .  1100X.

c) I s o l a t e  L I  show ing  a n a p h a s e  n u c l e u s .
C h r o m - a l u m  s t a i n .  1100X.

d) I s o l a t e  L I  show ing  l a t e  t e l o p h a s e  n u c l e u s .
C h r o m - a l u m  s t a i n .  1100X.

e) I s o l a t e  L I  show ing  i n t e r p h a s e  n u c l e u s .
C h r o m - a l u m  s t a i n .  1100X.

f) A p h o t o g r a p h  s h o w in g  th e  c h a r a c t e r i s t i c
edge  of  a  g r o w in g  L a b y r  i n th u la  ( L I )  
c o lo n y .  170X.

g) T y p i c a l  g r o u p i n g  of  c e l l s  fo u n d  in i s o l a t e  
L I .  2000X.
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F i g .  10.  - h) A p h o t o m i c r o g r a p h  sh o w in g  th e
c h a r a c t e r i s t i c  edge  o f  a n  i s o l a t e  44 
c o lo n y .  150X.

i) A  p h o t o m i c r o g r a p h  s h o w in g  th e
c h a r a c t e r i s t i c  edge  o f  a n  i s o l a t e  L 8 
c o lo n y .  150X.

j) A  p h o t o m i c r o g r a p h  show ing  th e
c h a r a c t e r i s t i c  ed g e  o f  a n  i s o l a t e  39 
c o lo n y .  150X.

k) A p h o t o m i c r o g r a p h  sh o w in g  the
c h a r a c t e r i s t i c  ed g e  o f  a n  i s o l a t e  L l l  
co lo n y .  150X.



^  /i;v>
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F i g .  10. - 1) A p h o t o m i c r o g r a p h  of  a n  i n d iv id u a l  c e l l  o f
i s o l a t e  67. D a r k - m e d i u m  p h a s e .
4Z00X.

m )  A p h o t o m i c r o g r a p h  sh o w in g  two recent ly-  
d iv id e d  c e l l s  of i s o l a t e  44 .  1000X.

n) A p h o t o m i c r o g r a p h  s h o w in g  th e  b lu n te d
s h a p e  of th e  c e l l s  in i s o l a t e  L 8 . D a r k -  
m e d i u m  p h a s e .  1700X.





F i g .  11. - A d i a g r a m  s u m m a r i z i n g  th e  l i fe  c y c l e  f o r  
G r o u p  I i s o l a t e s ;  a) s o m a t i c  c e l l s ,  b) a g g r e g a t i o n  of s o m a t i c  c e l l s
c) s p o r a n g i a l  d e v e l o p m e n t  by  s u c c e s s i v e  b i p a r t i t i o n ,  d) z o o s p o r e  
r e l e a s e ,  e - f )  z o o s p o r e  s e t t l i n g  a n d  l o s s  of  f l a g e l l a ,  g) n e w  
s o m a t i c  c e l l .





F i g .  12. - A d i a g r a m  s u m m a r i z i n g  th e  l i fe  c y c l e  of  
G r o u p  II i s o l a t e s ;  a) s o m a t i c  c e l l s ,  b) w id e n in g  of t u b e s  an d  
e s c a p e m e n t ,  c - d )  k a r y o k i n e s i s , e - f )  c y t o k i n e s i s ,  g) f o r m a t i o n  
of  n ew  s o m a t i c  p h a s e ,  c 1) a g g r e g a t i o n  an d  f u s i o n  o f  c e l l s ,  
d ‘) f u s io n  p l a s m o d i u m .





F i g .  13. 
s o l a t e s .

S l i m e w a y s  of  v a r i o u s  L a b y r i n t h u l a  sp .

a) A b r a n c h i n g  s l i m e w a y  of  i s o l a t e  L 8  s p in d le
c e l l .  D a r k - m e d i u m  p h a s e .  1500X.

b) S l i m e w a y s  of  i s o l a t e  L 8 s how ing
e n l a r g e m e n t s  o r  n o d e s .  D a r k - m e d i u m  
p h a s e .  1400X.

c) V a r i o u s  s l i m e w a y  t y p e s .  D a r k - m e d i u m
p h a s e .  1000X.

d) A  r i g h t  a n g le  b r a n c h  on s l i m e w a y .  D a r k -
m e d i u m  p h a s e .  1500X.

e) D iv id in g  c e l l  in o b v io u s ly  t u b u l a r  s l i m e w a y .
D a r k - m e d i u m  p h a s e .  1500X.

f) E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  of L a b y r i n t h u l a  in
s l i m e w a y  show ing  t u b u l a r  n a t u r e  of  
s l i m e w a y .  C e l l  is  c o m p l e t e l y  e n c l o s e d  
w i th in  th e  t u b e .
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J a m e s  P a u l  A m  on

B o r n  in C i n c i n n a t i ,  O hio ,  S e p t e m b e r  2, 1943. G r a d u a t e d  f r o m  

B a t a v i a  H ig h  S choo l ,  B a t a v i a ,  Ohio ,  J u n e  1961; B .  S . ,  U n i v e r s i t y  of 

C i n c i n n a t i ,  1965.

In S e p t e m b e r  of  1965, th e  a u t h o r  e n t e r e d  th e  Schoo l  o f  M a r i n e  

S c i e n c e ,  C o l l e g e  o f  W i l l i a m  a n d  M a r y  to  w o r k  t o w a r d  a n  M .  A .  in 

M a r i n e  S c i e n c e .
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