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ABSTRACT: Ultrastructural investigations of oogenesis in the chiton, Lepidodhitona cinereus
(Mollusca, Polyplacophora). Oocyte development of Lepidochitona cinereus L. has been exam-
ined by electron microscope with special regard to ultrastructural changes during vitel-
logenesis. Oogenesis can be subdivided into five stages based on cytological and histochemical
features. Typical oogonia have not been found; only early oocytes of the meiotic prophase
with an incomplete nucleolus are situated on the basallamina of the gonadal wall. The single
nucleolus is formed in stage I; osmiophilic nucleolar granules pass through the nuclear enve-
lope. Stage II — oocytes are characterized by simple Balbiani-bodies or yolk nuclei, which
consist of ribosomes and a hull of mitochondria. The formerly homogenous nucleolus dis-
integrates into caryoplasmic vacuoles and produces paranucleoli. In the previtellogenetic
stage III the yolk nuclei are reduced and large systems of endoplasmic reticula — arranged
concentrically or flattened — and voluminous cytoplasmic vacuoles appear. Three types of
vacuolar complexes can be observed: Complete membrane bounded vacuoles with a filaceous
content built up by Golgi dictyosomes, vacuoles with remains of membranes which seem to
originate from endoplasmic cisternae and vacuolar spaces lying free in the cytoplasm. The
vacuoles contain either acid mucopolysaccharides or acid lipids. The actual vitellogenesis starts
in stage IV after depression of the oocyte membrane to ooplasmic bumbs by the perioocytal
follicle epithelium. Extensive piles of annulate lamellae contact the cytoplasmic vacuolar
bodies. Striated long rootlets branch off microtubules at their terminal end in the direction
of the oocyte membrane below the oocyte hull. Microvilli secrete mucopolysaccharides into the
intercellular space between oocyte membrane and inner follicle cell membrane. The resulting
eight cup-like hull processes are composed of three layers. Possibly there are three ways of
forming vitelline bodies: (a) transforming mitochondria and multivesicular bodies lead to
protein yolk; (b) mitochondria connect with cytoplasmic vacuoles and probably participate
in genesis of lipid yolk; (c) microvesicles become protein yolk precursors. The lipoprotein yolk
spheres consist of a homogenous internum and a paracrystalline structured cortex. Lipid yolk
accumulates at the periphery of the cytoplasmic vacuoles, which degenerate later. The mature
oocyte secretes another primary oocyte envelope, the vitelline membrane, shortly before
spawning. Cortical granules appear below the oocyte membrane.

EINLEITUNG

Wihrend zur Entwicklung der Eizellen anderer Molluskenklassen bereits diverse
Beobachtungen vorliegen, ist die Oogenese der Polyplacophora wenig untersucht. Von
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den Arbeiten, die sich mit dem Ablauf der Qogenese beschiftigen, seien hier vor allem
die Publikationen von Loven (1856), Garnaurt (1888), PraTe (1901), SCHWEIKART
(1904), LynNcnes (1924), von Knorre (1925) sowie — in neuerer Zeit — GaBE &
PreNaNT (1949), Cowpen (1961), ANpERsON (1969), SeLwoop (1968, 1970) und
RicHTER & GOTTING (1974) genannt.

Grofles Interesse haben immer wieder die mannigfaltig ausgebildeten Hiill-
schichten der Ovarialoocyten und im besonderen der reifen, bereits abgelaichten Oocy-
ten der verschiedenen Chitonenarten auf sich gezogen, ohne dafl deren Bildungsmodus
geklirt worden ist. Uber die Funktion der Hiillschichten ist nichts bekannt. An Eiern
von Lepidochitona cinerens hat LyneNes (1924) erstmals die kompliziert gebauten
acht becherférmigen Hillfortsitze beobachtet und beschrieben. Speziell geht es um das
Problem, ob diese Oocytenanhinge in ihrer Gesamtheit primire Eihiillen sind, d. h,,
allein von der Eizelle abgeschieden werden oder ob sie sekundire Hiillen darstellen,
also als Derivate des Follikelepithels in den interzellularen Raum zwischen Oocyten-
membran und der inneren Follikelzellmembran abgelagert werden und als Chorion zu
bezeichnen sind. Es liegen aufler von Chiton tuberculatum (CowpeN, 1961), Mopalia
muscosa und Chaetoplenra apiculata (ANDERSON, 1969) und Sypharochiton septen-
triones (SELwooD, 1970) keine Befunde iiber ihren chemischen Aufbau und ihre Genese
vor, Um diese Fragen beantworten zu kdnnen, sind vorausgegangene lichtmikroskopi-
sche Nachweisreaktionen fortgesetzt und durch elektronenoptische Verfahren erginzt
worden.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber den Feinbau der Polyplacophora-
QOocyte mit umfassenden Beschreibungen der Stadien und ihren organelliren Verin-
derungen wihrend der QOogenese finden sich lediglich bei Anperson (1969) und
SeLwoop (1970). Um Vergleiche zu anderen Molluskenklassen anstellen zu konnen,
wird die vorliegende Arbeit intensiv auf dic Cytologie der spezifischen Entwicklungs-
stadien bei den Eizellen von L. cinereus eingehen. Besondere Beachtung finden die Ge-
nesen des Nucleolus, des Balbiani-K&rpers, der verschiedenen Formen des Endoplasma-
tischen Retikulums und die Vesikulation des Qocytoplasma. Diese Strukturen sind als
notwendige Voraussetzungen fiir die Vitellogenese wihrend der oocytiren Wachs-
tumsphase anzusehen, Dariiber hinaus bedarf es einer griindlichen Klirung der Ver-
hiltnisse wihrend der Vitellogenese selbst. Auf Grund morphologischer und histo-
chemischer Befunde ist anzunehmen, dafl verschiedenc Dotterkompartimente gleich-
zeitig in reifen Qocyten anzutreffen sind. Jedoch vermeiden es die meisten Autoren,
diese Syntheserdume genauer nach inhaltlichen und funktionellen Gesichtspunkten zu
benennen. Hier soll der Versuch unternommen werden, Protein- und Lipiddotter zu
diagnostizieren, in den Entwicklungsstadien zu lokalisieren und auf dem Wege ihrer
Genese zu verfolgen. Wichtige Aspekte in diesem Zusammenhang sind die pinocytoti-
sche Aktivitit der Oocytenmembran, Vorkommen von multivesikuldren Kérpern und
Mitochondrien und thre Umwandlung zu vitellogenetischen Komplexcytosomen. Die
vorliegenden feinstrukturellen Untersuchungen zur Dotterbildung stellen die Basis fiir
weitere Arbeiten dar, die Aufschluf} iiber den Modus der Reservestoffeinlagerung in die
Eizelle geben sollen.
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MATERIAL UND METHODEN

Lepidochitona cinereus L. ist die im Kiistenbereich der deutschen Nord- und
Ostsee hidufigste Kidferschnecke. Sie ist getrenntgeschlechtlich und zeigt keinen Ge-
schlechtsdimorphismus. Besonders hiufig kommt sie im Wattengebiet der Insel Sylt
(z. B. bei List) vor, wo auch die hier untersuchten Exemplare iiber einen Zeitraum von
Mirz bis Oktober 1973—75 gesammelt wurden.

Die Tiere wurden in Pufferldsung oder bereits im Fixans von dorsal durch vorsich-
tiges Abpriparieren der Schalenplatten erdffnet, das Ovar stiickweise entfernt und in
Blockglasschalen fixiert.

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen kamen die folgenden Fixie-
rungsgemische zur Anwendung: 2%iges OsOy, nach WOHLFARTH-BOTTERMANN (1957);
1%/oiges OsOy4 in Veronal-Acetat-Puffer nach SjosTrRAND (1963); 5%iges Glutaral-
dehyd in Phosphatpuffer nach SaBaTini et al. (1963) mit anschlieSender Nachfixie-
rung mit 2 % gepuffertem OsOy. Alle Ovarteile und Qocyten wurden bei + 4° C im
Kiihlschrank, 2 Stunden lang, bei einem pH zwischen 7,2 und 7,4 fixiert. Die mit
Glutaraldehyd fixierten Objekte wurden iiber 12 Stunden im Phosphatpuffer belassen, die
Osmiumfixantien 1 Stunde lang mehrmals mit Puffer ausgewaschen. Entwissert wurde
iiber eine Aqua bidest-Aceton-Reihe (jeweils 30 Min. 30 %/, 60 /0, 90 %/, 3 X 1009/0).

Als Einbettungsmedium diente ausschlief8lich Vestopal (Jiger, Braunschweig), das
bereits als Intermedium (Aceton-Vestopal-Stufen 30 %/o, 60 9/, 90 0/o, 23X 100 %) ver-
wendet, mit 1,5 %o Benzoylperoxid-Initiator homogenisiert worden war. Die Objekte
polymerisierten nacheinander bei 30° C (2-3 h), 60° C (24 h) und 90° C (12 h).

Zur Herstellung von Semi- und Ultradiinnschnitten standen die Ultramikrotome
Om U2 und Om U3 der Fa. Reichert zur Verfiigung. Die Schnitte wurden nach der
Methode von VenasLE & CoceesHALL (1965) kontrastiert. Zum Mikroskopieren
diente ein EM 9S-2 (60 kV) der Fa. Zeiss (aus Mitteln der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft).

Zur Darstellung von Triglyceriden an syntheseaktiven Membranen und im Lipid-
dotter wihrend der Vitellogenese wurde der Nachweis von Apawms et al. (1966) durch-
gefithrt. Mit der Rutheniumrot-Kontrastierung nach Monis & ZaMeraNO (1968) zur
Untersuchung neutraler und saurer Polysaccharide konnten keine eindeutig sicheren
Ergebnisse erzielt werden.

Zur besseren Lokalisation von Reservestoffen, wie Glykogen und Geriistsubstan-
zen der Oocytenanhinge, wie verschiedenen Polysacchariden, sowie zur Klirung der
Dottergenese wurden folgende lichtmikroskopisch histochemische Methoden angewen-
det: Da nur siurehaltige Fixierungsfliissigkeiten zur Entfernung des Kalkes der Scha-
lenplatten Verwendung finden konnten, boten sich die Gemische nach Bouin und
BourN-ALLEN an. Anschliefend wurde in Tissuemat eingebettet und 7-10 um dicke
Schnitte angefertigt. Alcian-Blau-PAS und die metachromatische Firbung mit Tolui-
dinblau wurden zur Darstellung neutraler und saurer Polysaccharide herangezogen.
Lipide wurden in Dotterschollen durch die Sudanschwarz-B-Firbung nach Lison
angezeigt, neutrale bzw. saure Lipide durch Nilblau-Sulfat nachgewiesen.

Die Vorschriften der Fixierungsgemische und Nachweise fiir die Lichtmikroskopie
finden sich bei Romers (1968) und ArnNorp (1968) und wurden kaum modifiziert.
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BEFUNDE

Die Oocyten und ihre Entwicklung

Die Eizellen von Lepidochitona cinereus entstehen im ventralen Keimepithel der
Gonade. Sie werden stets von periococytiren Follikelzellen umschlossen. Im Verlauf
der Wachstumsphase schieben sie sich in das Gonocoel, bleiben jedoch die meiste Zeit
iiber einen Qocytenstiel an die Basallamina gebunden. Erst laichreife Oocyten unter-
brechen diese Verbindung und treiben frei im dorsalen Bereich des Ovarlumens. Sie
werden von den Ovidukten aufgenommen und {iber die Kiemenrinne in das freie Was-
ser entlassen. Die Eierstocke &lterer Weibchen enthalten wihrend der Laichperiode in
den Sommermonaten meist alle Entwicklungsstadien gleichzeitig (Kontinuititstyp).
Die Oogenese l4fit sich nach cytomorphologischen und histochemischen Gesichtspunkten
in 5 Stadien einteilen (Stadium I bis V).

Qogonien

Bei Anwendung der lichtmikroskopischen Technik sind im Ovarium von L. ci-
nerens Oogonien von Qocyten nicht zweifelsfrei zu unterscheiden. Der einzige An-
haltspunkt, der einen Ubergang von der Oogonie zur Qocyte erkennen 148t und mog-
licherweise sogar eine Trennung dieser beiden Qogenesestadien erlaubt, ist die Konden-

Abb. 1: Zwei spite Oogonien in unmittelbarem Kontakt. Die Kerne enthalten Chromosomen-
anschnitte und zeigen den Beginn der Nucleolus-Organisation. 2 Kern; 3 Qocytoplasmasr
ribosomengrofie Partikeln (Pfeil) (5130: 1)
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sation der Nucleolarsubstanz im Kern. Dabei ist in Keimzellen bis zu 10 gym Durch-
messer vornehmlich an der Peripherie des Kernes unterschiedlich elektronendichtes
Kernmaterial nachzuweisen, das unmittelbar der Kernhiille angelagert und unregel-
miflig geformt, auf verschiedene Bereiche der Hiille verteilt ist. Es handelt sich um
anfangs runde bis langgestreckte Anschnitte mit einem elektronendichteren Zentrum
und einer in Auflosung befindlichen Oberfliche. Zu einem spiteren Zeitpunkt ver-
schwindet dieses Material; im Caryoplasma bleibt nur noch mehr oder weniger homo-
gen verteiltes Chromatin zuriick. Dafiir erscheinen Wolken isolierter, Ribosomen-dhn-
licher Grana, die sich zu kontrastreichen, unregelmifig geformten Sphéren zusammen-
lagern und schliefllich den einzigen kugeligen Nucleolus bilden (Abb. 1).

Es ist in Anbetracht der Nucleolus-Organisation und der Tatsache, daf} die Zellen
noch nicht durch Follikelzellen separiert worden sind, eine Klassifizierung in spite
Oogonien und Qocyten des Stadiums I méglich. Typische Oogonien, in deren Kern
eindeutig Chromosomen oder synaptische Komplexe zu finden sind, fehlen in den
Schnittserien. Die spiten Qogonien liegen meist in Gruppen von nur wenigen Zellen
oder vereinzelt der Basallamina auf. Die Zellmembranen liegen sehr eng aneinander;
Zellhafte fehlen. In ihrer Gufleren Form differieren die Oogonien aufler in ihrer gerin-
geren Grofle nicht von dem frithen Oocytenstadium I. Ein gravierender Unterschied
besteht lediglich auf Grund des dufierst heterogenen Kerninhaltes, der vermuten ldfit,
dafl die meiotische Prophase noch nicht vollstindig durchlaufen ist.

Stadium I

Das Stadium I ist auf Grund cytomorphologischer Gegebenheiten wie folgt defi-
niert: Eizellen von einer linsen- bis bohnenférmigen Gestalt und einem mittleren
Durchmesser von ca. 15 um sind als Primiroocyten anzusprechen. Sie liegen in den
Ovarien oft in Gruppen, zu Keimlagern verbunden, dem ventralen Keimepithel auf.
Meist sind sie in grofleren Mengen von Follikelzellen eingebettet, werden jedoch stets,
auch wenn sie an exponierten Stellen der nach dorsal ziehenden Follikelepithelfalten
sitzen, von einem einschichtigen Follikelepithel umschlossen.

Der Nucleus nimmt den grofiten Teil der Oocyte ein; bei einem Durchmesser der
Eizelle von 20 um kdnnen 15 ym auf den Kern entfallen. Das Cytoplasma ist ent-
sprechend auf einen schmalen Saum von 2-5 um Breite beschrinkt. Der zentral
gelegene Nucleolus erscheint bei einem Oocyten-Durchmesser von 10 ym und hat dann
eine Grdfle von 4 um. Die Oocytenmembran ist glatt und grenzt ohne breiten Inter-
zellularspalt und Ausbildung von Zellhaften an die Follikelzellmembran (Abb. 2).

Das Grundcytoplasma des frithen Stadiums I entspricht einer homogenen Matrix,
die gleichmifig den Raum zwischen Kern und Zellmembran ausfiillt. Es ist gegeniiber
dem Caryoplasma wesentlich dichter, weniger flockig und fein granuliert, was auf
einen hohen Anteil von Ribosomen zuriickzufithren ist. Im typischen Stadium I tritt
eine Zonierung ein: Wihrend das periphere Cytoplasma homogen verteilt bleibt, kon-
densieren sich im juxtanucledren Bereich elektronendichte Wolken, die teils auf zusam-
mengelagerte freie Ribosomen, teils auf unregelmiflig geformte groflere Partikeln zu-
riickzufithren sind. Der Kern wird in der Regel vollstindig von einem geschlossenen
Saum dieser beiden osmiophilen Komponenten umgeben.
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Abb. 2: Oocyte im Stadium I mit pericocytiren Follikelzellen (9). 1 Nucleolus; 2 Kern;
3 Oocytoplasma; juxtanucledrer Saum mit extrusiertem nucleolirem Material (Pfeile) (4180:1)

Betrachtet man letztgenannte Partikeln bei hoheren Vergroferungen, erkennt
man unter anderem gehiuft Ribosomen, in einer Grundsubstanz eingelagert. In un-
mittelbarer Kernnihe gefundene Partikelansammlungen haben die gleiche Struktur
wie im Caryoplasma liegende Substanzen. Im Laufe der weiteren Entwicklung der
Oocyten dieses Stadiums entfernt sich das kontraststarke RNS-haltige Material vom
Zellzentrum zur Peripherie, ohne jedoch sein Erscheinungsbild zu indern. Es ist dann
vermehrt in der Umgebung von Mitochondrien zu finden und unterhilt auch Verbin-
dungen zu endoplasmatischen Membransystemen.

Der Golgi-Apparat des Stadiums T beschridnke sich auf nur wenige (wahrschein-
lich hochstens 1-3) Dictyosomen. Die Dalton-Komplexe setzen sich aus meist 2-3
wellenférmig gebogenen Doppelmembranen zusammen, an deren Endstiicken Vesiku-
lation erfolgt. In den hier betrachteten Eizellen konnen zwei Dictyosomentypen vor-
handen sein: (a) Ein polar gebauter Typ, der nur auf einer der beiden Flachseiten
Golgi-Vesikeln bildet (“Sekretionsseite*), wihrend die andere keine Zisternen erken-
nen liflt (“Regenerationsseite®). Diese Vesikeln liegen teils im peripheren Zellbereich,
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teils mit Mitochondrien vergesellschaftet. (b) Daneben ist ein zweiter Typ zu beobach-
ten, der nach beiden Seiten Vesikeln abgibt, die grofitenteils bedeutend kleiner sind als
die des ersten Typs, in der Nihe des Dictyosoms verbleiben und einen Vesikelkomplex
aufbauen. Unmittelbar am Oolemm angetroffene Blaschen konnen der Qocytenmem-
bran flach anliegen und stehen oft cytoplasmatischen Vesikeln der Follikelzellen direkt
gegeniiber. Pinocytose ist nicht mit Sicherheit beobachtet worden. Diese Befunde spre-
chen dafiir, dafl die im Cytoplasma angetroffenen Vesikeln verschiedenen Ursprungs
sind, sich in ihrer Ausbildung jedoch nicht unterscheiden lassen.

So selten wie Dalton-Komplexe, sind Kanile oder Zisternen des Endoplasmati-
schen Retikulums. Erst im spiten Stadium I treten die ersten Membransysteme auf, die
bis auf Ausnahmen aus sehr kurzen RShren bestehen und stets zusammen mit Vesikeln
angetroffen werden. Granulires und agranulires ER werden gleichsam ausgebildet.
Bereits recht frith im Verlauf der Oogenese entwickeln sich Vorstufen von annulate
lamellae. Sie stehen in Verbindung mit den unregelmiflig geformten, stark elektronen-
dichten Partikelansammlungen und kleinen Vesikeln des Grundcytoplasma. Diese Form
des ER kann als in sich gewundener, rinnenartig gebogener, abgeflachter Kanal be-
schrieben werden. Exakte Lingsschnitte zeigen das typische Bild von abwechselnd kon-
trastreichen und kontrastarmen parallellaufenden Membranabschnitten. Ein Tan-
gentialschnitt 1488t Poren in gleichbleibenden Abstinden erkennen (Abb. 3).

Mitochondrien sind konstant auf jedem Anschnitt einer Qocyte anzutreffen. Bei
L. cinereus ist der Crista-Typ ausgebildet. In Oogonien und FEizellen des Stadiums I
sind die Mitochondrien kugelig bis ellipsoid. Hantelférmige Stadien treten oft, unregel-
miflige Formen (Y-Form) selten auf. Die gréfitenteils runden Querschnitte zeigen
entweder extrem kurze Cristae (Promitochondrien) oder das ganze Organell durch-
ziehende Leisten der inneren Mitochondrienmembran. Bei grofleren Mitochondrien
liegen im inneren Matrixraum wenige Granula intramitochondrialia. Im spiten Ent-
widklungsstadium 1 liegen Mitochondrien ab und zu um aus dem Kern extrusierte
Nucleolarsubstanzen gruppiert. Es erscheinen die ersten multivesikuliren Korper.

Stadium 11

Die noch im Keimepithel liegenden Oocyten unregelmifiiger Form schieben sich
zu Ende des Stadiums II allmihlich aus dem Follikelepithelverband in Richtung auf
das Gonadenlumen. Der Durchmesser betrigt im Mittel 35 um, thr Nucleolus bleibt
im Wachstum relativ zuriick (& bis 25 yum). Neben dem einzigen grofien Kernkdrper
treten von nun an kleine, ebenfalls stark osmiophile Nucleolus-ihnliche Grana iiber-
wiegend im peripheren Caryoplasma auf. Im Cytoplasma differenzieren sich bis zu
Beginn des Stadiums III charakteristische Balbiani-Kdrper (Dotterkerne).

Als Dotterkerne sind von vielen Autoren auf Grund licht- und elektronenmi-
kroskopischer Untersuchungen verschiedene Strukturen und oocytire Elemente be-
schrieben worden. Es hat sich gezeigt, daf} eine umfassende und allgemeingiiltige De-
finition nicht gegeben werden kann (GOTTING, 1968). Die “Mitochondrienwolken® der
Anuren (BarLinsky & DEvis, 1963), sogenannte vitelline bodies bei Spinnen, Echinoder-
maten und Mollusken (z. B. BEDFORD, 1966; TAYLOR & ANDERSON, 1969) und die Dot-
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Abb. 3: Genese des Endoplasmatischen Retikulums. & Anschnitt bandférmiger annulate lamellae
in der Nihe nucleolirer Substanzen (Pfeil) (21410 : 1), b Formation des glatten ER aus endo-
plasmatischen Vesikeln (32940 : 1)

terkerne in Eizellen innerhalb der Klasse der Wirbeltiere (z.B. GorTiNG, 1968;
WARTENBERG & STEGNER, 1960) machen Aussagen iiber annihernd gleiche Struktur-
elemente der heranwachsenden Qocyten.

Im Verlauf der oocytiren Differenzierungen zum Stadium II wandern die
Mitochondrien zunehmend in 1-2 Zellbereiche ein, die sich durch erhdhten Kontrast
auszeichnen. Die weitaus grofite Anzahl von Mitochondrien bildet schlieBlich eine
lockere Schale um einen nahezu runden Cytoplasmakdrper, der in seiner Konsistenz
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dichter und osmiophiler erscheint als das umliegende Grundcytoplasma. Nur vereinzelt
liegen Mitochondrien im Innern dieses Balbiani-K&rpers (Abb. 4). Die erhshte Osmio-
philie ist auf die zunehmende Dichte von Ribosomen zuriickzufiihren und 1ifit auf
verstirkt einsetzende Proteinsynthese schlieflen. Sie kann ohne weiteres mit der durch
die Lichtmikroskopie nachgewiesenen basophilen Kappe verglichen werden (Gase &
PreENANT, 1949; RicHTER & GOTTING, 1974). Die Kombination aus Cytoplasma,

Abb. 4: Dotterkern im Stadium IL 2 Kern; 3 ribosomendichtes Cytoplasma, das peripher von
Mitochondrien (15) umgeben ist (2380 : 1)

Ribosomen und Mitochondrien ist nicht nur auf diesen einen Komplex beschrinkt, son-
dern sie bildet einen markant elektronendichten juxtanucleiren Saum, in dem die schon
vom Stadium I bekannten extrusierten Nucleolarsubstanzen liegen. An einigen Objek-
ten ist eine innige Verzahnung der normalerweise getrennten Bereiche zu beobachten.

Parallel zur Kondensation der Dotterkerne verliufl eine verstirkte Verdichtung
des gesamten Oocytoplasma. In einzelnen Qocyten finden sich dariiber hinaus noch
dichte Ribosomenwolken, die nicht unbedingt mit Organellen in Verbindung stehen.
In ihrer Ribosomendichte unterscheiden sie sich nicht vom Zentrum des Dotterkerns.

Die Mitochondrien des Stadiums II durchlaufen eine extreme Gestaltsinderung.
Verschiedene Schnittebenen zeigen, dafl die vormals kugelig-ellipsoide Form in eine
unregelmiflig wurst- bis schiisselformige iibergeht. In Abschniirung begriffene oder
bereits geteilte Organellen sind hiufig und lassen auf eine Vermehrungsphase schliefen.
Bei diesem Prozefl entstehen keine gleichgrofien, sondern ein kleines und ein grofles
Tochtermitochondrium. Die Cristae nehmen an Linge zu.



Abb. 5: Aktivititen des Nucleolus. @ Multilokale Auflgsungserscheinungen (5700 : 1). b Zonie-

rung des Nucleolus, Bildung eciner Zentralvakuole (6240:1). ¢ Fortgeschrittene Auflésung

(5060:1). d Nebennucleolus mit Satelliten (27300:1). ¢ Hauptnucleolus (1) und Neben-

nucleolus (19) zcigen einen weitgehend identischen Aufbau (4500:1). Die Pfeile markieren
extrusicrtes Nucleolarmaterial
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Das Membransystem des Endoplasmatischen Retikulums hat sich gegeniiber dem
Stadium I weiterentwickelt. Die Zisternen des agranuliren ER sind zu ringf&rmigen
Komplexen geschlossen. Der Zusammenschluf§ erfolgt wahrscheinlich durch Verschmel-
zen einzelner, kettenartig aneinandergelagerter Vesikeln. Die Zah! der Membranstapel
der annulate lamellae kann sich auf drei erhShen.

Annulate lamellae und geschlossene Membranen sind meist in enger Nachbarschaft
von Mitochondrien zu finden. Dabei kommt es vor, daf§ die Mitochondrien vollstindig
vom ER eingeschlossen werden.

Die Kernhiille enthilt im Vergleich zum Stadium I weniger Poren, die im Durch-
messer kleiner sind und von relativ groflen Abschnitten parallel verlaufender Hiill-
membranen getrennt sind. Das Caryoplasma bleibt grob-flockig; es treten vermehrt
dichte Zonen auf, die sich aus Grana von 15-20 nm Durchmesser zusammensetzen.
Besonders interessant werden die Kerne dieser Qocyten dadurch, dafl neben dem gro-
flen Haupt-Nucleolus kleinere Kernkdrperchen in Erscheinung treten, die sich in ihrem
Feinbau und Kontrast nicht voneinander abheben. Bis zu 35 solcher 1-3 um groflen
Nucleolar-Grana kénnen gezihlt werden.

Der eigentliche Nucleolus durchliuft ab der Mitte des typischen Stadiums II gra-
vierende strukturelle Verinderungen. War er bisher homogen aus Ribosomen-grofien
Grana zusammengesetzt und gleichbleibend in der Oberflichenbeschaffenheit, zeichnen
sich von nun an Auflgsungserscheinungen ab, die zu stark divergierenden Nucleolus-
Bildern fithren (Abb. 5). Aus dieser Serie kann man ersehen, daf§ alle Uberginge vom
einheitlich gebauten bis zum stark vakuolenhaltigen, aktiv Material ausschleusenden
Nucleolus innerhalb eines Qocytenstadiums vorkommen konnen. Die Peripherie des
Nucleolus ist unregelmiflig ausgebuchtet; in der Rindenschicht befinden sich oft dich-
tere Kornchen. Im Inneren liegt exzentrisch mindestens ein grofler runder Korper un-
terschiedlicher Dichte. Dieses Material kann entweder homogen elektronendichter oder
kontrastirmer sein oder bei gleichen Intensititen fast leere Vakuolen enthalten.

Da wihrend der Wachstumsphase die meisten strukturellen und cytochemischen
Verinderungen kontinuierlich ineinander iibergehen, setzt sich dementsprechend die
Wandlung des Nucleolusbildes {iber die weiteren Stadien fort, ohne dafi scharf zwi-
schen den einzelnen Entwicklungsschritten unterschieden werden kann.

Stadium 111

Die Eizellen treten von nun an in eine Phase des intensiven Wachstums. Bedingt
durch die Gréflenzunahme (OQocytendurchmesser von 40-80 um), schieben sie sich
vollstindig aus dem Keimepithel heraus, nehmen eine birnenférmige Gestalt an und
bleiben nur durch einen “Oocytenstiel“ mit der Basallamina des Keimepithels verbun-
den. Das gesamte Cytoplasma zerfillt rasch in gerdumige Vakuolen, in einem Prozef3,
der von auflen nach innen bis zum kernnahen Bereich abliuff. Es enthilt weiterhin
einen bis mehrere Dotterkerne, die sich bereits im typischen Stadium III in Aufldsung
befinden (praevitellogenetisches Stadium). Die Zah! der Nucleolus-dhnlichen Grana im
Kern erhdht sich auf 80. Die Nucleoli erreichen Durchmesser bis zu 15 ym. In ihnen
fithrt die zu Ende des Stadiums II begonnene Vakuolisierung zur Bildung von zwei
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Abb. 6: Die birnenférmige Oocyte im spiten Stadium IT sitze direke mit dem Oocytenstiel der
Basallamina (Pfeil) auf. 1 Nucleolus; 2 Kern; 9 pericocytire Follikelzelle; 10 ER; 18 Dotter-
kern (5890 1
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groflen, ineinandergelagerten, verschieden anfirbbaren und kontrastierten Korpern,
die bald in kleine caryoplasmatische Riume zerfallen (Abb. 6).

Im Caryoplasma liegen nach wie vor vereinzelt Gruppen Ribosomen-ihnlicher
Grana. Elektronendichtere Komplexe gleichen den Strukturen, die konstant in unmit-
telbarer Kernnihe im Cytoplasma anzutreffen sind. In der gleichen Region finden sich
von einer feinen Membran ausgekleidete multilamellire Korper mit stark osmiophilen,
meist in sich geschlossenen Lamellen, die in dichten, nahezu parallelen Lagen in der
Vakuole aufgewunden sind. Ahnliche lamellire Kérper kommen oft im Plasma der
Follikelzellen und vereinzelt im Caryoplasma der Oocytenkerne verschiedener Stadien
vor.

Der grofle Nucleolus indert seine Zusammensetzung dahingehend, daf im Sta-
dium III zwei konzentrische Bereiche verschiedener Kontraststufen und Struktur zu
beobachten sind. Diese Zonierung des Nucleolus ist aus lichtmikroskopischen Unter-
suchungen bekannt (RicHTER & GOTTING, 1974). Die Untereinheiten der Pars gra-
nularis und Pars fibrillaris sind jedoch nicht durch eine deutliche Grenzfliche vonein-
ander abgesetzt, sondern gehen an ihren Auflenrindern verschwommen ineinander
iiber. Lediglich die Zentralvakuole grenzt scharf eine Portion Caryoplasma gegeniiber
der extrem osmiophilen weitgehend granuldren Zwischenschicht ab. Die Ribonucleo-
protein-Granula sind nicht nur auf diese kompakten Zonen beschrinkt. Sie werden
iiber den gesamten Querschnitt des Nucleolus verteilt von der Pars amorpha aufge-
nommen, verringern ihre Dichte oft an der Peripherie zum Caryoplasma hin und er-
zeugen teilweise perlschnurartige parallel geordnete Muster (GLATZER, 1971).

Andere Nucleoli zeigen mannigfaltige Uberginge vom Beginn der erhdhten Kon-
densation nucleoldren Materials bis zum Zerfall der Nucleolus-Zonen (Abb. 5). Ein-
deutige Amphinucleoli fehlen. Abnabelungen nucleoliren Materials erfolgen hiufig
an der Peripherie der Nucleolen in Form von ellipsoiden bis kugeligen Komplexen, die
der Grofle der Nucleolar-Grana entsprechen. Doch konnen auch diese Grana selbst
Satelliten abgliedern, wenn sie in die Ndhe der Kernhiille gelangt sind. Die stets um
vieles kleineren Grana rekrutieren sich demnach in der Regel aus dem grofien Haupt-
Nucleolus und sind nicht als Nucleoli im engeren Sinne zu bezeichnen. Sie zerfallen
nicht in caryoplasmatische Riume und sind stets homogen granuliert.

Das elektronenmikroskopische Bild zeigt, dafl bereits zu Ende des Stadiums II
eine Auflockerung des Cytoplasma stattfindet. An den Stellen, an denen keine Dotter-
kerne liegen, verringert sich die Konzentration der Ribosomen. Der osmiophile Saum
entlang der Kernhiille bleibt vorerst noch bestehen, verschwindet aber beim Ubergang
zu Stadium IV. Es bilden sich anfangs an der Oocytenperipherie vakuolenartige Riu-
me, die nur noch mit einem feinfidigen Netzwerk ausgefiillt sind. Im weiteren Verlauf
der Qogenese setzt das Cytoplasma die Auflockerung so weit fort, bis es schwammihn-
lich von fliissigkeitserfiillten, teilweise zusammenhingenden Vakuolen durchsetzt ist.

Die Vakuolen lassen sich ihrem Erscheinungsbild nach in 3 Typen klassifizieren:
(a) Vakuolen von maximal 5 ym Durchmesser und annihernd runder Gestalt, wenn
sie frei im Grundcytoplasma liegen. Sie sind eckig abgeflacht, wenn bereits ein Va-
kuolenverband zustande gekommen ist. Sie werden nicht von Anfang an von einer
Membran umgeben, stehen kaum mit dem Endoplasmatischen Retikulum in Verbin-
dung und werden wahrscheinlich nur aus Substanzen des cytoplasmatischen Raumes
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Abb. 7: Offene cytoplasmatische Vakuolen im Stadium III. 4 Grofier Vakuolenverband in
Kernnihe (7600 :1). & Einzelvakuolen, an deren Peripherie Vesikeln des Endoplasmatischen
Retikulums (10) liegen (14300 : 1)
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aufgebaut. Thre duflere Kontur erscheint demzufolge nicht scharf begrenzt. Die Peri-
pherie der Vakuole wird strahlenférmig von Spalten unterbrochen, die durch ausein-
andergewichenes Cytoplasma entstanden sind.

Niher zusammengelegene kleinere Vakuolen verdringen wihrend des Grofler-
werdens das verbindende Plasma, bis sie aneinanderstofien und nur noch durch ein
diinnes, elektronendichteres Septum getrennt sind. Im weiteren Verlauf der Vakuoli-
sierung wird diese Grenzschicht an mehreren Stellen durchbrochen, so daf} ein einheit-
licher Fliissigkeitsraum entsteht. In unmittelbarer Nachbarschaft liegen ER- bzw.
Golgi-Vesikeln, Mitochondrien und stark kontrastierte DotterkSrnchen unterschiedli-
cher Gréfle. Uber den Inhalt der Vakuolen kénnen auf Grund der angewendeten cyto-
chemischen Methoden der Elektronenmikroskopie keine Angaben gemacht werden.
Doch lassen lichtmikroskopische Nachweise auf saure Mucopolysaccharide schlieflen.
Die Vakuolen erscheinen nach Fixierung mit gepuffertem OsOy und Schnittkontra-
stierung meist leer oder enthalten wenige, diffus verteilte, fidige Strukturen. Mit
Glutaraldehyd fixierte Qocyten zeigen dagegen Vakuolen mit elektronendichter, aus-
strahlender Peripherie. Die fidigen Elemente sind zum Teil stark vernetzt und bilden
ein regelloses Geriist, zwischen dem Ribosomen-grofle Partikeln liegen (Abb. 7).

(b) Vakuolen, die bis zu einem Durchmesser von 2-3 um eine geschlossene Ab-
schluffmembran besitzen, von vielen ER-Vesikeln umgeben sind und sehr oft mit dem
feinen Kanalsystem des agranuliren ER und speziell mit den Stapeln der annulate
lamellae in Kontakt treten. Dieser zweite Vakuolentyp unterscheidet sich, vollstindig
ausgebildet, in seinem Inhalt nicht von dem oben beschriebenen ersten Typ. Verschie-
den grofle Anschnitte erwecken den Eindruck, dafl die Membran dem Vakuolenwachs-
tum eine zeitlang folgt, bis sie an einigen Stellen gleichzeitig aufreifft und an der Va-
kuolenoberfliche oder zwischen den sich vereinigenden Vakuolenkomplexen liegen
bleibt (Abb. 7, 8).

(c) Ein dritter Vakuolentyp scheint sich vornehmlich aus den Vesikeln benachbar-
ter Golgi-Felder zu entwickeln. Die typisch polare Form der Dictyosomen ist schiissel-
formig, wobei die Sekretionsseite meist dem Zellzentrum zugekehrt ist. Innere, bereits
abgeschniirte Vesikeln haben die Gréfle von Mikrovesikeln, treten in sehr grofier Zahl
auf und haben teilweise einen homogenen, wenig kontrastierten Inhalt. Am Rande der
Dalton-Komplexe liegende Zisternen sind von unterschiedlicher Gestalt, bedeutend
grofler und elektronenoptisch leer. Der Golgi-Apparat dieses praevitellogenetischen
Stadiums beschrinkt sich in seiner Lage und Ausdehnung hauptsichlich auf das corti-
cale Cytoplasma. Hiufig werden die Dictyosomen direkt an der Oocytenmembran
angetroffen. Speziell dieser Bereich weist Vakuolen auf, die von einer stets geschlos-
senen Plasmamembran umgeben sind. Thre Oberfliche steht in Kontakt mit kleineren
Zisternen, die wahrscheinlich den benachbarten Golgi-Dictyosomen entstammen. Die
Vesikelmembranen verschmelzen nicht sofort bei Beriihrung, sondern werden teilweise
oder vollkommen in die grofle Vakuole aufgenommen (Abb. 8b, c). Vakuolen dieses
Typs sind besonders hiufig in Eizellen zu beobachten, die ein extrem ausgedehntes En-
doplasmatisches Retikulum aufweisen, dessen Zisternen sehr voluminds und verzweigt
im Qocytoplasma eingebettet sind. In den aufgeblihten ER-Schlduchen scheinen keine
Fette eingelagert zu sein; dagegen finden sie sich an den Membranen und im Lumen
der Vakuolen.



Abb. 8: Cytoplasmatische Vakuolen mit geschlossenen Hiillmembranen. @ In der Nihe von
annulate lamellac (10%) (8360:1). b In der Nihe eines Golgi-Dictyosoms (13) (16220:1).
¢ Golgi-Vakuolen im Verband (19500: 1)
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Abb. 9: Transformierende Mitochondrien mit amorphem Material im Chondrioplasma. Die
Cristae sind teilweise aufgelsst (24050 : 1)

Die wohl fir die Oocyten der meisten bisher elektronenmikroskopisch unter-
suchten Tiergruppen charakteristischen, vollkommen geschlossenen, konzentrisch ge-
stapelten Membransysteme des ER treten bei L. cinereus erst im spiten Stadium III
auf. Diese membranumschlossenen Bezirke werden anfangs von einer, spiter von bis zu
15 Doppelmembranen gebildet, die sich konzentrisch um Portionen des ribosomen-
reichen Grundcytoplasma legen. Die innere Membran trigt wie die an das ER-System
angeschlossene duflere Membran Ribosomen. Beide Membranen trennt eine Zisterne,
die im Anfangsstadium dem Abstand der Kernmembranen entspricht und im weiteren
Entwicklungsverlauf sich mehr und mehr weitet, in dem Mafle, wie weitere Doppel-
membranen eingeschoben werden. In der Mehrzahl sind diese Membrankomplexe glo-
bulir. Thr Entstehungsmodus ist wohl so zu verstehen, dafl die inzwischen reichlich in
das Oocytoplasma vorgetriebenen verzweigten Kanalsysteme Plasmabezirke um-
schlieflen, denen im folgenden weitere Kanalsysteme angeschlossen werden.

Neben den konzentrisch gebauten und regellos verzweigten Zisternen sind noch
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Abb. 10: Cytosomale Dottervorstufen. @ Gruppe von transformierten Mitochondrien (15) mit
kondensierten Dottersubstanzen in verschiedenen Entwicklungsstadien (14930 : 1). & Cytosom
mit parakristallinen Strukturen (60390 : 1). ¢ Dottervorstufen mit Myelinlamellen (27300 : 1)

die engen, langgestreckten, flach zusammengeprefiten Réhren zu erwihnen, die sich
unterhalb der Oocytenmembran entlangziehen. Sie verbinden in Form eines Kanal-
netzes die Golgi-Komplexe und Vakuolen des corticalen Plasma miteinander.

Im Stadium der Praevitellogenese jeder Qocyte bildet sich im corticalen Cyto-
plasma eine Zahl von einfachen Cytosomen (Dottervorstufen). Sie setzen sich zusam-
men aus bereits vorhandenen multivesikuliren Korpern oder transformierenden Mito-
chondrien. Die Vesikeln enthaltenden Korper liegen zu Beginn ihrer Bildung direkt
unter der Qocytenmembran, enthalten gleichgrofle Mikrovesikeln und kodnnen von
zwel Membranen begrenzt sein. Auf ihrem Weg zum Zellzentrum vergroflern sie sich
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und nehmen unregelmiflige Formen an. In ihrer Nihe befinden sich einige Mitochon-
drien mit Ansammlungen amorphen Materials im inneren Matrixraum (Abb. 9).

Dariiber hinaus ist in den Oocyten eine weitere Spezialisation membranumschlos-
sener Korper zu beobachten. Es handelt sich hierbei um irregulir geformte Vesikeln
oder in Transformation begriffene Mitochondrien, die im Inneren stabférmige, meist
parallel angeordnete, kristalline Elemente aufweisen. Diese Strukturen setzen sich aus
bis zu 80 scheibenfdrmigen Untereinheiten zusammen, die durch gleichgrofle Zwischen-
rdume getrennt werden (Abb. 10).

Abb. 11: Pinocytotische Aktivitit der Oocyten- und Follikelzellmembranen im Stadium III.
Die groflen Pfeile deuten auf tiefe Einsenkungen in die Eizelle. Im Rindencytoplasma befinden
sich Mikrovesikeln mit doppelten Membranen (kleine Pfeile). 9 Follikelzelle (19500: 1)

Wihrend in den frithen Entwicklungsstadien die QOocytenmembran exakt parallel
zur inneren Follikelzellmembran verlduft, ohne irgendwelche Umbildungen zu zeigen,
treten im Stadium III erstmals Zellhafte in Form von Zonulae adhaerentes mit einer
Intercellularfuge von 10-20 nm auf. Entsprechend dem Zellwachstum vergrofert
sich von nun an die Oocytenoberfliche. Der Intercellularspalt wird in unregelmifligen
Abstinden vertieft, indem sich die Qocytenmembran in das Ooplasma einbuchtet, und
die Follikelzellmembran hervorgewdlbt wird. Der freigewordene Raum fiillt sich mit
fidig-granuldrer Intercellularsubstanz. Grofle Pinocytose-Vesikeln treten gehiuft auf
(Abb. 11). Sie werden von der Follikelzellmembran in die Oocyte eingesenkt und dann
abgeschniirt. Diese von zwei Elementarmembranen umhiillten Pinosome wandern
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wahrscheinlich ins Zellinnere und werden teils von groflen ER-Zisternen aufgenommen,
teils zu Multivesikularkdrpern aufgebaut.

Ein zuverlissiges Charakteristikum dafiir, daff die Eizelle sich in der praevitel-
linen Phase befindet, ist das Auftreten von Mikrovilli im Zellzwischenraum. Sie ent-
wachsen dem stark gewundenen Oolemm und bleiben infolge des Platzmangels ober-
flichenparallel zwischen den Membranen liegen.

Ebenfalls auf erhdhte Stoffwechselaktivititen und Verankerungen mit den ernih-
renden Follikelzellen lifit die Oocytenmembran des “Oocytenstiels® schlieflen. Sie ist
extrem fest mit der Basallamina und den angrenzenden Follikelzellmembranen ver-
zahnt. Solche innigen Verbindungen bleiben solange bestehen, bis sich die Oocyten vom
Follikelepithelstrang oder Keimepithel geldst haben.

Stadium IV

Stadium IV ist gegeniiber allen anderen Entwicklungsstufen eindeutig durch die
duflere Gestalt charakterisiert. Die Qocyte trigt acht, durch tiefe Einschnitte entstan-
dene, hockerartige Vorwdlbungen. Jeder der Hocker wird von jeweils 1-2 Follikel-
zellen iiberzogen. Auf der bisher glatten Oberfliche der Eizelle bilden sich jetzt
QOocytenanhinge, die vor dem Gipfel der Vorwolbungen ringfdrmig angeordnet sind.
Die Nucleolus-Vakuole zerfillt weiter in kleinere Untereinheiten. Die Vesikulation des
Cytoplasma hat den Hohepunkt tiberschritten; es erscheinen vermehrt Dotterelemente.
Die Qocyte 16st sich vom Follikelepithelstrang (Abb. 12).

Im Stadium IV treten nach wie vor die Dotterkern-ihnlichen konzentrischen
Membransysteme des Ergastoplasma auf. Die Zahl der Doppelmembranen erhsht sich
nicht wesentlich. Vereinzelt sind degenerierende Mitochondrien und eingeschlossene
Dotterelemente im Zentrum zu beobachten.

Als weitere Differenzierungen des rauhen ER erscheinen Membranvernetzungen,
deren weitrdiumige Zisternen den granuldr-fidigen Inhalt der cytoplasmatischen Va-
kuolen und dariiber hinaus Membrankanilchen des glatten ER aufweisen. Seltener als
die konzentrischen ER-Systeme sind wellenfdrmig angeordnete Membranstapel mit bis
zu acht Doppelmembranen. Sie sind stirker in das {ibrige ER integriert, was die vielen
offenen Verbindungen zu den Zisternen zeigen. Die Hohlriume zwischen den Elemen-
tarmembranen gehen grofitenteils ineinander tber und erweitern sich zu Vakuolen
(Abb. 13).

Annulate lamellae sind bisher in den Eizellen folgender Molluskenarten gefunden
worden: Spisula (Swirr, 1956; ResHuN, 1961), Barnea (PAstreLs & DE IHARVEN,
1962), in den Gastropoden Otala (Swirr, 1956; REBHUN, 1961), Bithynia und Plan-
orbarius (BoTTKE, 1973) und in Allotenthis (Borrke, 1974). Fiir die Kiferschnecke
Chaetoplenra apiculata ist die konzentrische Variante von ANDERSON (1969) be-
schricben worden.

Die Oocyten von L. cinerens zeigen im Stadium IV ein mannigfaltiges Bild an
Moglichkeiten, wie die Membranen der annulate lamellae zueinander arrangiert sein
kdnnen. Der Ursprung der ausgedehnten Membranfelder ist in den Réhren des granu-
liren ER zu suchen, die selten ab Stadium I, hiufiger jedoch ab Stadium I1I die typi-
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Abb. 12: Oocyte im Stadium IV. 1 Nucleolus; 1® Paranucleolus; 2 Caryoplasma; 9 Follikel-
zelle; 10 ER; 12 cytoplasmatische Vakuole; 20 Incision (4940 : 1)
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Abb. 13: Membranstapel des granuliren ER. @ Konzentrischer Membrankomplex mit einge-
schlossenen Cytoplasmaportionen (3) (16250:1). & Gestreckter ER-Stapel mit Verbindungen
zum weitliufigen Retikulum und zu den cytoplasmatischen Vakuolen (12) (12350: 1)
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Abb. 14: Annulate lamellae im Stadium IV, a Gestreckter Lamellenkomplex, der in eine Cyto-
plasmavakuole miindet. Die Pfeile weisen auf Primordialdotter und Cytosomen (13000 : 1).
b Konzentrisch gelagerte Porenmembranen (16790 : 1)

schen, seriiert auftretenden Annuli ausbilden. Ausgehend von einem einzigen ER-Ka-
nilchen, das sich in zunehmendem Mafle in kurze Miander legt, entsteht ein Membran-
stapel, der sich durch den Anschlufl neu hinzukommender, sich parallel anordnender
Membranzisternen vergrofiert. Die einzelnen Membranen nehmen unabhiingig vonein-
ander an Ldnge zu, bleiben aber in der Regel durch unterschiedlich grofle Zisternen und
Kanile an den Stapelenden in direktem Kontakt. Anastomosierende Membranerwei-
terungen im Inneren der Stapel, die zur Bildung von weitlumigen Zisternen fiihren,
treten hiufig auf.
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Ob konzentrisch, halb geschlossen, wellenférmig, eben oder verzweigt, die Stapel
stehen immer mit dem weitliufigen ER-System der Eizelle in Verbindung. An einem
ihrer Endstlicke 6ffnen sich die Membranzisternen in eine der groflen cytoplasmati-
schen Vakuolen und stellen somit funktionell ein Zwischenglied innerhalb der Trans-
portkette vom Endoplasmatischen Retikulum zu den Dottervorstufen dar. Annulate
lamellae einer Doppelmembranzahl von 1 bis 18 konnen gleichzeitig in ein und der-
selben Oocyte vorkommen. Quer- und lingsgeschnittene Stapel lassen erkennen, daf}
die Membranlagen nicht unbedingt in geregeltem Muster und absolut parallel ange-
ordnet sind. Der Triglycerid-Nachweis ist besonders fiir die Membranen und die um-
gebenden Vakuolen und Zisternen positiv (Abb. 14).

Der Nucleolus des Stadium IV bleibt nach wie vor in seinem Bild vielgestaltig.
Caryoplasmatische Vakuolen, verschieden dichte Bereiche der pars amorpha, abge-
schniirte Nucleolargrana und groflere Gruppen von Ribosomen lassen Riidsschliisse auf
die andauernden Stoffwechselvorginge im Cytoplasma zu. Doch scheinen sich einzelne
Nucleoli durch Zerfall der intranucleoliren Vakuolen zu homogenisieren. Die Mehr-
zahl der Kernkdrper wandert aus dem Kernzentrum zur Peripherie. Die Kernhiille
beginnt dort die Oberfliche zu vergroflern, wo sich der grofie Nucleolus thr am dich-
testen genihert hat. Gegeniiber den Paranucleoli liegen perinucleire Zisternen, wie sie
schon im Stadium III auftraten. Der circumnucleire Cytoplasmasaum hat betrichtlich
an Kontrast verloren. Die Ribosomendichte unterscheidet sich nicht von der des iibrigen
Cytoplasmakdrpers. Nur noch wenige, kleine elektronendichte Komplexe liegen in
unmittelbarer Nihe der Kernhiille.

Erste Anzeichen fiir den Beginn der Vitellogenese geben die cytoplasmatischen
Vakuolen des spiten Stadiums IT. Die Zerkliiftung des Cytoplasma von der Peripherie
der Oocyte her, hat ithre Ursache in der Ausbildunyg der drei fiir das Stadium 11
charakteristischen Vakuolentypen. Wihrend schon zu Ende dieser praevitellogeneti-
schen Entwicklungsphase kondensierte globulire Dotterkérner unterschiedlicher In-
halte auftraten, ist doch im Stadium 1V der ortliche wie zeitliche Abschnitt der cigent-
lichen Dottersynthese zu sehen. Nur in diesem Entwicklungsintervall kénnen die ver-
schiedenen Dottervorstufen bis zum vollstindigen Aufbau in Form von Dotterschollen
verfolgt werden. Im gleichen Mafle wie sich die Zahl der Mitochondrien als Dottervor-
stufen und der Nucleolargrana kontinuierlich erhéht, schwindet der Raum, den die
cytoplasmatischen Vakuolen cingenommen haben. An seine Stelle treten Dotterkdrner
variabler Grofle und Reife. Ihre endgiiltige Ausstattung mit Reservesubstanzen erfolgt
erst in den ausgereiften Qocyten, so dafl sich schlieBlich zwei Dottertypen, Protein-
dotter und Lipiddotter, unterscheiden lassen.

Protein-Dotter

Als Frihstadien dieses Dottertyps sind drei Dottervorstufen anzusehen: (1) dic
vesikelenthaltenden Korper, wie sie bereits fiir das Stadium III beschrieben worden
sind, (2) in Umwandlung begriffene Mitochondrien, (3) stark osmiophile Partikeln
unterschiedlicher Grofe,

Die Mitochondrien des Stadiums IV sind besonders vielgestaltig. Obwohl die
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kugelige Form vorherrscht, liegen noch schiisselférmige Mitochondrien aus dem vor-
hergegangenen Praevitellogenesestadium neben in Teilung begriffenen oder bereits
geteilten Organellen. Thre Zahl ist betrichtlich gestiegen. Die Cristae reduzieren ihre
Linge, dichte Zusammenballungen formieren sich erst an der Peripherie des inneren
Matrixraumes, dann auch im Zentrum. Das Mitochondrium wirkt aufgebliht, die
Cristaemembranen zerfallen. Nur die Pediculi cristae erscheinen noch als runde Quer-
schnitte. Teile der intramitochondrialen Membranen lassen auf Vesikelbildung schlie-
flen. Konzentrische Membranschliisse kommen hiufig vor. Es liegt nur noch eine Mem-
bran dem Kérper auf.

Die osmiophilen Zentralkdrper vergrofiern sich, sind membranlos, enthalten neben
einem dichteren feingranulierten Zentrum groflere Granula und haben einen zentri-
fugal gerichteten dufleren Kranz aus kondensierten Substanzen, in die Mikrovesikeln
eingelagert sind. Von diesem Zeitpunkt an kdnnen bei gleicher Grofle der Cytosomen
zwei Untergruppen peripherer Substanzen unterschieden werden: Eine Gruppe von
Dottervorstufen hat auf den Zentralkdrper eine diinne Schicht regelmiflig radial-
strahlig angeordneter Ausliufer aufgelagert, deren Spitzen in ein fidiges Gekniuel
iibergehen. Die zweite Gruppe bildet nur ein bedeutend dichter gepacktes Netzwerk
aus, das sich direkt an die Peripherie des Zentrums anschliefft. Diese Cytosomen sind
von einer Plasmamembran umgeben, die fingerfoérmige Ausstiilpungen in das Cyto-
plasma entsendet und stets Vakuolen, Mikrovesikeln und ergastoplasmatische Zister-
nen kontaktiert (Abb. 9, 10, 14, 15).

Im weiteren Verlauf der Vitellogenese strukturieren sich die peripheren Dotter-
substanzen zu konzentrischen Lamellen um, die nicht streng parallel, sondern gewellt
und mit unterschiedlichen Zwischenrdumen angeordnet sind. Diese, sowie die vorher
beschriebenen Strukturen lassen keinen Zweifel offen, daff sie Kondensationsprodukte
der zisternalen und vesikuliren Substanzen darstellen und im Cytosom in Form des
heranwachsenden dichten Zentralkdrpers als Reservestoffe eingelagert werden. Das
Internum bleibt homogen granuliert, seine Oberfliche bekommt eine elektronendichtere
Hiille, der sich die stetig verdichtende, flockige Rindenschicht auflagert. Die Membran
glittet sich und schmiegt sich dem Cytosom eng an. Parakristalline Strukturen sind in
diesem Dotterstadium noch selten (Abb. 15).

Neben der Mitochondrien-Transformation findet in den Oocyten des Stadiums IV
eine weitere Art der Dotterbildung statt. Es handelt sich hier um die Ausbildung stets
kugelig-ellipsoider Dotterpartikeln, die iiberall im Grundcytoplasma anzutreffen
sind. Sie sind von Beginn an von einer Membran umgeben, die auf der Auflenseite keine
Ribosomen trigt und daher sehr transparent diinn erscheint. Diese Dotterkugeln liegen
in das ribosomenreiche Plasma eingebettet und treten daher nur an wenigen Stellen
direkt mit den cytoplasmatischen Vakuolen, ergastoplasmatischen Zisternen und Vesi-
keln, Mitochondrien und Golgi-Vesikeln in Verbindung. Sie haben entsprechend den
Transformationsstufen eine recht komplizierte Genese.

Das membrandse Grundmaterial stellen wohl primir die kleinen pinocytierten
Vesikeln zur Verfiigung, die teilweise das Aussehen von coated vesicles haben. Sie ent-
nehmen dem eiweifireichen Cytoplasma Substanzen, die bei verschiedenen Fixierungen
in der Regel gleichmifig dicht, fein granuliert sind. Die Ablagerung der Reservestoffe
beginnt ab einer Gréfie der Vesikeln von 60 nm. Die Vesikeln zeigen ein stark osmio-
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Abb. 15: Proteindottervorstufen mit unterschiedlichem Reifegrad (alle stark osmiophilen Kom-

partimente). Die Umstrukturierung der Mitochondrien ist noch nicht beendet (Pfeile). 11 Mikro-

vesikeln; 12 Cytoplasmavakuole; 14 multivesikulirer K&rper; 16 fortgeschrittenes Dotter-
stadium mit Myelinstrukturen (22100:1)
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Abb. 16: Komplexcytosomen (Pfeile) und unreifer Proteindotter (16) mit teilweise radiir-
strahliger oder parakristallin strukrurierter Rindenschicht (42050 : 1)

philes Zentrum mit einer weniger kontrastierten Hiille, die sich entweder nach kurzer
Zeit auf die Stirke der Cytoplasmamembran reduziert oder zu einer Kappe bzw.
dufleren Hiillschicht heranwidhst und bis zum Stadium der ausgereiften Dotterpartikel
bestehen bleibt.

Parallel zu den sich aufbauenden Vesikeln sind bis zu 1,5 um grofle Zisternen
entstanden, die ebenfalls von einer ribosomenlosen Plasmamembran umschlossen sind.
Feinfadige Niederschldge, die am Anfang noch flockige Wolken innerhalb einer im
elektronenmikroskopischen Bild homogen hellgrau erscheinenden Matrix bilden, ver-
teilen sich schliefilich iiber das ganze Volumen dieser Dottervorstufen. Der Inhalt ver-
dichtet sich auf verschiedene Weise. Es kénnen mehrere Kondensationskerne vorhanden
sein, die elektronendichte Granula erzeugen oder das gesamte Dottermaterial konden-
siert bis auf einen Restkdrper (Abb. 16).

Ab einer Griofie von ca. 2 um lassen sich beide Dottertypen auf Grund der
Elektronendichte, Ausbildung des Restkdrpers und der beginnenden Schichtung nicht
mehr unterscheiden. Selten sind Myelin-Figuren an der Peripherie des dichteren Teils
zu sehen. Bei giinstiger Schnittfithrung treten kristalline, parallel geordnete Dotter-
protein-Strukturen hervor. Liegen zufillig zwei Dotterk8rper eng zusammen, kinnen
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ihre Hiillmembranen miteinander verschmelzen. Der Triglycerid-Nachweis liefert
keine Anhaltspunkte, dafl hier Lipid-Dotter entsteht. Diese beiden Dotterpartikeln
bestehen demnach vornehmlich aus Proteinen.

Lipid-Dotter

Daf8 den Mitochondrien eine zentrale Bedeutung innerhalb der Vitellogenese zu-
kommt, beweist ein anderer Aspekt ihrer Transformationsfihigkeit. Einige Mitochon-
drien scheinen zu den nur teilweise von Membranen ausgekleideten Cytoplasmavakuo-
len zu wandern, vergrofern ihr Volumen, bauen Cristae ab und 6ffnen die innere und
duflere Mitochondrienmembran, wenn sie an die Vakuole gestofien sind. Mehrere so
entstandene bzw. vergriflerte Fliissigkeitsriume legen sich aneinander und bilden ein
vakuoldres Verbundsystem, an das weitere ER-Zisternen und sich auflésende Mito-
chondrien angeschlossen werden (Abb. 17).

Dafl es sich um Vorstufen des Lipid-Dotters handelt, zeigt das weitere Schicksal
der Vakuolen. Obwohl sie unterschiedlichen Ursprungs sind (Typ 1-3 des Stadiums
ITT), und wihrend der Vitellogenese nicht mehr eindeutig in die drei Gruppen unter-
teilt werden kodnnen, bilden diese Vakuolen ausnahmslos unregelmifig geformte Dot-
terschollen.

Wie die Abbildungen zeigen, lagert sich Dottermaterial entweder an der Innen-
fliche eines Membranstiickes auf oder es ist an der Oberfliche unbegrenzter Vakuolen-
bereiche kondensiert. Dabei 16sen sich die feinkdrnigen, zu Fiden verbundenen Sub-
stanzen in ithre Untercinheiten auf und werden am Rande der Dotterbildungszone an-
gelagert. Auf diese Art und Weise formieren sich teils runde, teils gelappte Komplexe
kontrastreichen amorphen Lipids. Die Fette werden nicht kontinuierlich, sondern
schubweise abgegeben. Auch verlassen sie wahrscheinlich nicht aktiv die Dottervakuole,
sondern werden vom nachfolgenden Tropfen in das Cytoplasma geschoben. Die Lipid-
schollen bleitben zu Gruppen vereint liegen. Meist erzeugt eine grofle Vakuole an meh-
reren Orten gleichzeitig Kondensate, die dann in Form ciner Kugelklappe der jeweili-
gen Bildungszone aufsitzen. Ist die Dottersynthese beendet, verschwinden die Umrisse
der Vakuolen, und cytoplasmatische Ribosomen erscheinen zusammen mit Grundcyto-
plasma in dem entstandenen Freiraum (Abb. 18).

Das charakteristische Merkmal der dufleren Gestalt dieses Stadiums 1V sind tiefe
Einschniirungen der Oocytenoberfliche bis in Kernnihe und acht daraus resultic-
rende Aufwolbungen des Oocytenplasma. Dic einzelnen Stempel werden durch mehr
oder weniger enge Ringfurchen gegeneinander abgesetzt und von meist einer Follikel-
zelle umspannt. Die Kontaktstellen der Follikelzellen liegen immer am tiefsten Punkt
der Einkerbung und sind als breite, bandférmige Zonulae adhacrentes ausgebildet.
Beidseits der Zellhafte liegen starke Fibrillenbiindel der jeweiligen Follikelzelle, die als
kontraktile Elemente wirken (Abb. 12). Dadurch ist jede Zelle mit einem Ringmuskel-
ihnlichen Zugband ausgeriistet, das das Zusammenschniiren der Cytoplasmamassen der
Eizelle erméglicht. Da im Qocyteninneren keine kontraktionsfihigen Strukturen im
Bereich der Incisionen nachgewicsen werden konnen, hat jede Follikelzelle nur die
Nachbarzelle als Antagonisten zur Verfigung. Die Qocyte selbst bleibt passiv. Das



Abb. 17: a Im frithen Stadium der Lipiddotter-Bildung stehen Mitochondrien mit Cytoplasma-

vakuolen in Verbindung (14300:1). & Kappenfsrmige Kondensate aus vornehmlich sauren

Fetten an der Oberfliche der Dottervakuolen (13650:1). 12 Cytoplasmavakuole; 15 Mito-
chondrium; 16 reifer Lipoproteindotter; 17 Lipiddotter
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Grundeytoplasma, sowie alle funktionellen Elemente der Vitellogenese wie Vakuolen,
ER-Stapel und -Zisternen, Lipidkérper und Proteindottersphiren bleiben unverindert
in Lage und Gestalt. Die Follikelzellen bilden in ihrer Gesamtheit ein grobmaschiges
Netz aus zugfihigen Elementen, die die Funktion haben, die Oocytenoberfliche zu zer-
kliften und damit zu vergréflern. Mit dieser Flichenerweiterung ist natiirlich eine
Vergroflerung der Follikelzelle selbst verbunden. Sie nimmt grofle Fliissigkeitsmengen
auf, so daf das Cytoplasma grofitenteils leer erscheint,

Abb. 18: Bereich einer Dottervakuole (12) nach Abgabe der Fettsubstanzen (17). 11 Pinosom
(19500 : 1)

Diese Einsenkungen der Qocytenmembran haben einen hohen Anteil am Stoff-
aufnahme- und -transportgeschehen. Neben der betrichtlichen Oberflichenvergrofierung
liaben sie méglicherweise die Funktion, daf} die aus dem Gonocoel iiber Makropinocy-
tose der Follikelzellen aufgenommenen Nihrstoffe auf kiirzestem Wege dem Zentrum
der inzwischen weit iiber 100 ym groflen Oocyte zugefiihrt werden.

Zu Ende des Stadiums IV entspannen sich die peripheren Fibrillenbinder der
Follikelzellen wieder; das Qocytenvolumen ist gewachsen, die Intensitit der Dotter-
bildung hat ihren Hohepunkt iiberschritten. Die Incisionen verlieren an Tiefe und die
Eizelle erhilc ihre kugelige Form zuriick.

Wahsscheinlich einmalig fiir unreife Eizellen ist das Vorkommen von rootlets in
den Entwicklungsstadien IV bis V bei L. cinerens. Die langen, filamentsen Strukturen
bilden kriflige, regelmiflig quergestreifte Fasern, die annihernd parallel, gabelférmig
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verzweigt oder sich liberkreuzend im corticalen Cytoplasma zu finden sind. Stets liegen
sie gestreckt im Bereich der langen Mikrovilli unterhalb der Oocytenanhinge. Fiir den
hiillenlosen Teil der Qocyten sind sie nicht nachweisbar.

Eine Verbindung zur Oocytenmembran oder zu oocytiren Organellen lifir sich
nicht feststellen. Die tatsichliche Linge der Mikrofilamente (iiber 4 um) kann nicht
angegeben werden; ihr Ursprung ist unbekannt. Im terminalen Bereich, kurz unter der
Oocytenoberfliche verlassen lange Mikrotubuli den Verband und liegen teilweise ver-
netzt im Cytoplasma. Die zwischen 60 und 100 nm dicken Fasern spleifien sich auf
(Abb. 19).

Die Periode der Querstreifung liegt bei 60 nm. Jedes Querband ist wiederum in
Scheiben zoniert, die 12 nm voneinander entfernt sind. Interessant ist, dafl in unmit-
telbarer Nihe der Filamentbiindel zahlreiche Mikrovesikeln anzutreffen sind, die den
Dictyosomen entstammen. Die ca. 40-60 mm groflen Vesikeln enthalten wenig dich-
tes, fibrSses Material.

Stadium V

Die laichreifen Fizellen sind annihernd kugelrund, haben einen Durchmesser von
160-200 um (ohne Oocytenhiillen: 110-150 um) und liegen frei im Gonocoel.
Die Vitellogenese ist weitgehend abgeschlossen. Das Ooplasma ist angefiillt mit sphiri-
schen Dotterkugeln und Lipid-Schollen. Die Kernhiille setzt die bereits im vorherge-
gangenen Stadium begonnene Oberflichenvergroflerung durch Einfaltungen fort. Der
Durchmesser des Kernes erreicht bis zu 90 um, der meist exzentrisch liegende Nucleo-
lus kann bis zu 20 um grof werden. Die Qocytenhiillen haben sich weiter zu becher-
formigen Schalenanhingen differenziert, wie sie von LYNGNES (1924) beschrieben sind.
Ovarialoocyten entfalten jedoch diese Anhinge aus Platzmangel nicht. Es 18st sich
auflerhalb der Oocytenmembran eine hiutige Struktur ab, die als zweite primire Hiille
oder “Dotterhaut” bzw. “Vitellinmembran® bezeichnet werden kann.

Genese der OQocytenbiillen

Die vorangegangenen lichtmikroskopischen Untersuchungen haben von der Me-
thode her keine befriedigende Beantwortung der Fragen zur Genese der komplizierten
Anhiinge der Oocyten von L. cinerens erlaubt. Die von SELwoop (1970) erhaltenen
Befunde bei Sypharochiton sind nicht direkt auf Lepidochitona iibertragbar. An
dieser Stelle nun sollen die Aspekte der ococytiren Oberflichendifferenzierungen in
Form der Mikrovilli (vergleiche Stadium III), die Pinosombildung, das Verhalten der
Interzellularfuge und die Einlagerung der Hiillsubstanzen bis hin zur Entstehung der
bereits von SCHWEIKART (1904) beschriebenen Eizellhiillen an Hand elektronenmikro-
skopisch gewonnener Ergebnisse ertrtert werden.

Die Oocytenmembran des Stadiums IV bleibt nach wie vor iiber Zonulae ad-
haerentes in innigem Kontakt mit den Follikelzellen. Tiefe Membraninvaginationen,
wie fiir Insekten-, Fisch- und Froschoocyten als “pinocytotic pits® beschrieben
(Bier & RaMURTY, 1964; DroLLER & RoTH, 1966; DuMoNT & WaLLACE, 1972), sind
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13 Golgi-Komplexe; 17 Lipiddotter-Vakuole (18190 : 1)

3

vesikeln

Abb. 19: Unterhalb der Mikrovilli (5) liegen gebinderte rootlets im Rindencytoplasma. Die
Faserbiindel verzweigen sich unregelmiflig und entsenden Mikrotubuli (Pfeile). 11 Mikro-
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nicht so weit in das Oocytoplasma vorgetrieben. Die abgeschniirten Pinosome sind im
Corticalplasma hiufig. Sie finden sich regelmifig in den Bereichen der Ansammlungen
von Mikrovilli vor den Schlauchéffnungen oder bereits innerhalb der Membranen auf
dem Weg zu den distalen Endstiicken. Thre Ausschleusung in den Intercellularraum
kann angenommen werden, ohne daf} diese Phase eindeutig beobachtet worden ist.

Abb. 20: Aufgerichteter Oocytenanhang (8) im Stadium IV nach Osmium-Fixierung. Die bei-
den Gruppen von Mikrovillt (5) deuten an, dafl der Hiillenanhang ringférmig den Hervor-
wdlbungen der Eizelle aufsitzt (4500 : 1)

Die im Stadium III noch niedergedriickten Mikrovilli haben inzwischen soviel
amorphes extracellulires Material abgeschieden, daf§ sie sich aufrichten und verlingern
kénnen, Dabei werden wohl erst 1-2 ooplasmatische Makrovilli in das Lumen ge-
schoben, um die sich eine Vielzahl von dichtgepadkten Mikrovilli schart. Die Mikrovilli
sind in der Regel einfach gestreckt, doch konnen ebenso gebogene und veristelte For-
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men vorkommen. Im Tangentialschnitt 13t sich keine Musterbildung in Bezug auf ihre
rdumliche Anordnung erkennen.

Haben die lichtmikroskopischen Priparate des Stadiums IV lediglich auf den
Scheiteln der oocytiren Hervorwdlbungen in der Mitte einer Follikelzelle die Ausbil-
dung von Eizellhiillen erkennen lassen (RicHTER & GOTTING, 1974), [ifie sich auf den
Ultradiinnschnitten eine weitere Bildungszone nachweisen. Regelmifig entstehen klei-
nere Hiillenteile gleichen Aufbaus unmittelbar links und rechts der Incisionen, die bei

Abb. 21: Schichtenfolge der Oocytenanhinge nach Glutaraldehyd-Fixierung. a duflere, m mite-
lere, 1 innere Schiche (13000 : 1)

den reifen Qocyten die Verbindungen zu den acht groflen becherférmigen Anhingen
herstellen, In threm Anfangsstadium schieben sich die Hiillenfortsitze nahezu parallel
zur Qocytenoberfliche in die Intercellularfuge hinein. Nur in Ausnahmefillen finden
sie so viel Platz, um sich aufgerichtet zwischen Nachbaroocyten und Follikelstringe zu
driicken (Abb. 20).

Morphologisch lassen sich bei den Hiillen der Eizellen von L. cinerexns drei Schich-
ten unterscheiden, wobei sich das ganze intercellulire Material aus vernetzten feinen
Mucopolysaccharid-Fibrillen zusammensetzt. Die Schichtung entspricht einer variablen
Ordnung bzw. Dichte der fadigen Substanzen. Die nach WOHLFARTH-BOTTERMANN
und Sj&sTRAND mit Osmiumtetroxid fixierten Hiillen lassen gleitende Uberginge
zwischen den Schichten erkennen, wihrend die Anwendung von Glutaraldehyd mit
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Abb. 22: Anschnitr eines becherfdrmigen Oocytenanhanges (8) im Stadium V. Die Mikrovilli
(5) werden zuriickgebildet; der Cortex l&st sich von der Oocytenoberfliche; die Membranen
der Follikelzellen (9) sind noch unversehrt (2940 : 1)

anschlieBender Schnittkontrastierung stirker die innere von den dufleren differenziert
(Abb. 21).

Die innere Hiillschicht wird ausschliefilich von der Oocyte selbst durch die Mikro-
villi abgeschieden und stellt somit eine primire Eizellhiille dar.

Sie ist sehr voluminds und umgibt die Eizelle nicht als zusammenhingende Hiille,
sondern findet sich im Bereich der cytoplasmatischen Aufwdélbungen und Incisionen
speziell nur an den Orten, wo Mikrovilli ausgebildet sind, und erstreckt sich dort von
der Oocytenmembran bis in die Spitzen der Anhinge. Bei geringer elektronenmikro-
skopischer Vergroflerung stellt sich dieser Cortexteil als aufgelockert und schwammig
dar. Die Feinstruktur der aus vornehmlich sauren Mucopolysacchariden aufgebauten
inneren Schicht zeigt das Bild perlschnurartig aufgereihter Untereinheiten, die durch
die Fixierung unterschiedlich vernetzt sind.

Der inneren Schicht ist eine Mittelschicht aufgelagert, die nach OsOy4-Fixierung
homogener und dichter in ihrer Konsistenz ist. Dieser Hiillenteil wird im friihen Sta-
dium der Genese bereits in den Intercellularspalt zwischen Oolemm und innerer Folli-
kelzellmembran sezerniert (saure und neutrale Mucosubstanzen liegen dort in Mi-
schung vor) und begleitet auch spiter als unterschiedlich dicke Schicht die nun sich aus-
dehnende Follikelzellmembran. Im Bereich der Fortsitze setzt sich die Mittelschichr
hauptsichlich aus neutralen Mucopolysacchariden zusammen. Der Ubergang von den
sauren zu den neutralen Kohlenhydraten erfolgt jedoch nicht abrupt.
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Abb. 23: Rindenvakuolen (128) unmittelbar unter der Qocytenmembran der reifen Eizelle.
Bildung der 3schichtigen Vitellinmembran (Pfeile). 5 Mikrovilli; 8 innere Schicht des Oocyten-
anhanges; 17 abgerundeter Lipidtropfen (21410: 1)

Die duflere Hiillschicht ist im Vergleich zu den beiden inneren extrem diinn (20 bis
30 nm). Sie tritt im Langsschnite als liniterter Saum aus kurzen Fibrillen auf, deren
Enden zur Follikelzelimembran hin verschmelzen. Im Tangentialschnitt erscheinen dic
osmiophilen Tonofilamente zu RShren arrangiert, dic in Reithen angeordner sind und
sich zum Inneren des Hiillenanhanges 6ffnen. Die Auflenschicht schliefit sich unmittel-
bar der inneren Follikelzellmembran an.

Der im Stadium IV begonnene Schalenaufbau wird im Stadium V fortgesetzt. Die
Anhinge nehmen weniger an Linge als an Volumen zu, indem in die innere lockere
Schicht grofle Mengen von sauren Mucopolysacchariden eingelagert werden. Die Hiil-
len orientieren sich wihrend der ovarialen Phase entweder parallel zur Qocytenmem-
bran, oder sie schieben sich in Schleifen gelegt senkrecht zur Qocytenoberfliche in das
Ovarlumen. Nur die intakte Guflere Follikelzellmembran hindert sie daran, sich zu
entspannen, um die artspezifischen, kompliziert gebauten Oocytenanhinge zu entfal-
ten (Abb. 22).

Die Schichtenfolge wird beibehalten. Ablagereife Eizellen reduzieren allmihlich
den Mikrovillisaum. Durch das Zuriickweichen der Zellausldufer und durch einen Pro-
zefl des Abstoflens der gesamten Oocytenhiille entsteht langsam eine Zone kontrast-
armer, amorpher Intercellularsubstanz, in der die Spuren der eingeschmolzenen Mikro-
villi als dichter strukturierte Stempelchen zuriickbleiben (Abb. 23). Linge und Zahl der
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Mikrovilli nehmen nun rasch ab. Zwischen ihnen kondensiert sich eine Masse fein
fibrilliren Materials, das in seiner Beschaffenheit osmiophiler und dichter gepackt ist als
die Substanzen der drei vorher abgesonderten Hiillschichten.

Diese letzte Schicht bleibt nicht homogen, sondern zoniert sich in eine duflere und
innere kontrastarme Lage und eine dichte Zwischenlamelle. Ihre Fibrillen laufen mehr
oder weniger parallel und sind zu einer Textur zusammengefiigt. Das innere Konden-
sat nimmt die nur noch spirlich vorhandenen Mikrovillireste auf. Die Genese und
histochemischen Befunde sprechen dafiir, daf hier eine weitere typische primire Oocy-
tenhiille vorliegt, die ausschliefflich von den Mikrovilli abgeschieden wird und ebenfalls
zum Teil aus sauren Polysacchariden zusammengesetzt ist.

Im weiteren Verlauf der Qogenese hebt sich auch diese Kugelschale immer weiter
von der Qocytenoberfliche ab. In den Zwischenraum fliefen gallertige Substanzen von
unbekannter chemischer Zusammensetzung ein. Zu diesem Zeitpunkt ist die Eizelle, was
ihre Ausstattung an Reservestoffen und Schutzhiillen anbelangt, auf eine Ausschleusung
durch die Ovidukte vorbereitet.

Rindenvakuolen treten bei L. cinereus erst sehr spit im Oocytenstadium V in Ex-
scheinung. Thr Vorkommen beschrinkt sich auf einen schmalen Saum des corticalen
Cytoplasma, wo sie in 1 bis 2 Reihen dicht unter der Oocytenmembran liegen. Sie lassen
sich strukturell mit den Vakuolen des praevitellogenetischen Stadiums III vergleichen,
bilden jedoch keine zusammenhingenden Komplexe. Intravakuolire Kondensations-
figuren fehlen. Der Inhalt ist weniger fibrilldr als granuldr und besteht vorwiegend aus
sauren Mucopolysacchariden.

Die umfangreichen Stapelkomplexe der annulate lamellae verringern wihrend des
Stadiums V Linge und Zahl der Porenmembranen, bis schliefflich nur noch Reste von
ihnen hauptsichlich im Rindencytoplasma angetroffen werden. Die Poren 18sen sich
von den Enden der Stapel her auf.

Die konzentrischen ER-Systeme degenerieren ebenfalls. Der Membranabstand
vergrofert sich, oder benachbarte Membranen verschmelzen zu Myelin-dhnlichen Figu-
ren. Die kurzen Réhren und gebogenen Kanile des glatten ER sind auf das gesamte
Ooplasma verstreut. In einigen reifen Qocyten liegen die Membranen eng an Dotter-
sphiren geschmiegt.

Charakteristisch fiir die reife Oocyte sind grofle Mengen elektronenmikroskopisch
leerer Blischen, die iiberall zwischen den Dotterpartikeln vom Kern bis zur Oocyten-
membran angetroffen werden. Diese endoplasmatischen Vesikeln haben sich wahr-
scheinlich frither von der Kernhiille abgelsst oder direkt aus dem Retikulum entwickelt
(Vesikulation der annulate lamellae).

Zwrei Drittel der Kernhiille des vollreifen Qocytenstadiums bleiben annihernd
gleichmiflig kugelflichig, wihrend der zusammenhingende Bereich von einem Drittel
stark gefaltet wird. In den tiefen Ausbuchtungen, die zur Vergroflerung der Kernober-
fliche fithren, liegen oft die Paranucleoli. Flachschnitte durch die Kernhiille zeigen
typische Kernporen mit zylindrischen Annuli. Stets ist im Zentrum ein Zentralkorn zu
sehen. Die Porenkomplexe sind in Form von Parallelreihen mit einem Abstand von
10-20 nm angeordnet. Der Abstand zwischen den Poren einer Reihe ist variabel. Das
Caryoplasma ist homogen granuldr, mit einzelnen fibrillir angereicherten Zonen und
enthilt viele Nucleolargrana von 0,2 bis 3,0 um.
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Abb. 24: Nucleolus-Aktivitit im spiten Stadium V. a Zerfall eines Nebennucleolus (11050 : 1).
b Zerfall eines Hauptnucleolus (4760 : 1)

Die Hauptnucleolen zeigen weiterhin zentrale und multilokale Aufldsungserschei-
nungen, schleusen aber trotz fortgeschrittener Entwidklung der Oocyte weitere Para-
nucleoli aus. Dieser Prozef erreicht seinen Hohepunkt zum Ende der Dotterbildung.
In ablagereifen Qocyten zerfillt der Nucleolus derart, dafl die pars amorpha und
caryoplasmatischen Alveolen einen schwammigen Komplex bilden. Chromatin lagert
sich zusammen, Chromosomen-ahnliche Aggregate formieren sich. Diese chromosoma-
len Strukturen sind anders als die Sekundir-Nucleolen aus dicht gelagerten kontrast-
reichen Substanzen aufgebaut, die in eine weniger dichte, gleichmiflig granulierte Ma-
trix eingebettet sind (Abb. 24). Die Oocyte wird auf das Ende der meiotischen Pro-
phase vorbereitet.



288 H.-P. RicaTER

Die bei der Beschreibung der Entwicklungsstadien III und IV aufgezeigten Még-
lichkeiten der Speicherung von Reservesubstanzen in den Oocyten von L. cinereus
fithren schliefflich zur Ausbildung von zwei Dotterkdrpern: Lipiddotter und Lipo-
proteindotter. Trotz der Polysaccharid-Kontrastierung mit Ruthenium-Rot, sind aufler
einer unbedeutenden Zahl von Glycogenrosetten, Kohlenhydrate in konzentrierter
Form nicht eindeutig nachzuweisen. Dafl saure Mucopolysaccharide in den Cortical-
vakuolen, den Bereichen der ER-Stapel und diffus verteilt im gesamten Cytoplasma
gespeichert werden, bestitigen die lichtmikroskopischen Nachweis-Farbungen. Auf
Polysaccharid-Dotter kann daraus jedoch nicht geschlossen werden.

Im folgenden sollen die beiden Dottertypen im endgiiltigen strukturellen und in-
haltlichen Aufbau vorgestellt werden:

Lipid-Dotter

In den frithen Qocytenstadien I bis I1I und zur Zeit der Dotterbildung im Sta-
dium IV liegen die Fettschollen unregelmiflig gelappt im Cytoplasma. Im Stadium V
runden sie sich je nach Reifegrad etwas ab. Oft treten sie mit Proteindotter-Sphiren in
Verbindung.

Die Lipidansammlungen stellen sich nach Osmium-Fixierungen als weitgehend
homogen ausgefiillte, mitteldichte Alveolen dar. Mit Glutaraldehyd fixierte Fette sind
neben den Rindenschichten des Lipoprotein-Dotters die elektronendichtesten Zell-
bestandteile. Diese Fixierung l4fit substantielle Untereinheiten in Form von kleinen
kontrastreicheren Partikeln erkennen. Weniger dichte Areale deuten darauf hin, daf§
Stoffgruppen wihrend der Entwiisserung ausgewaschen worden sind. Nachdem sich die
Lipidkomplexe abgerundet haben, scheint ein Wandel in der Konsistenz einzutreten.
Von nun an kénnen sie durch die Fixantien nicht mehr vollstindig gefillt werden; das
Einbettungsmedium dringt nicht durch, und der Inhalt wird beim Ultradiinnschnitt oft
“gechattert“. Auf Grund der histochemischen Nachweisreaktionen liegen keine neu-
tralen Triglyceride, sondern Phospholipide oder andere saure Fettsubstanzen vor.

Lipoprotein-Dotter

Obwohl schon im Stadium IV Lipoproteindotter vorliegt, erfolgt der eigentliche
Reifeprozefl dieses Dotters erst im Stadium V. Parallel zur fortschreitenden Einlage-
rung der Eiweifle nimmt die stets membranumgebene Dotterpartikel weitere Reserve-
stoffe auf. Dies kénnen sowohl Polysaccharide als auch verschiedene Lipide sein. Die
Pette, die zur Kombination des Lipoprotein-Komplexes fithren, gehdren in die Gruppe
der Neutralfette.

Wihrend das proteinhaltige Internum der Dottersphiren nach wie vor in der
Regel homogen bis wolkig erscheint, ist die lipidhaltige Oberflichenschicht von granu-
lirer Zusammensetzung. Die Auflagerung der Auflenschicht beginnt an einer Stelle, an
der spiter eine im Lingsschnitt U-férmige, im Tangentialschnitt runde “Offnung® lie-
gen wird. Die Fettsubstanzen scheinen dabei an der Innenseite der Hiillmembran ent-
lang transportiert zu werden, so dafi die Dotterkugeln anfangs einen dichten halb-
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Abb. 25: Mégliche Reihenfolge der Entwicklungsstadien cines Lipoprotein-Dotterkdrpers (a—f).
17 Lipiddotter (16220 :1)

mondformigen Belag aufweisen. Diese Asymmetrie bleibt solange bestehen, bis der
Dotter einen hohen Reifegrad erreicht hat und die Offnung verschwindet. Die Offpung
ist keinesfalls ein Loch in der Membran, sondern lediglich eine Aussparung in der
Rindenschicht. Die Hiillmembran wilbt sich an diesem Ort oft blasenférmig in das
Cytoplasma und schliefit eine Portion amorphen Materials ein (Abb. 25).

Wie der Triglycerid-Nachweis erkennen 1dfit, gelangt dieses Neutralfetr jedoch
nicht direke durch die Offnung in die Partikel. Dieser Bereich ist Triglycerid-negativ.
Auch lassen sich Triglycerid-Einlagerungen erst relativ spit in der Genese des Lipo-
protein-Dotters nachweisen.

Fine weitere Stoffaufnahme durch die Membran ist tiber die Anlagerung der
zahlreichen cytoplasmatischen Vesikeln gegeben. Diese kleinen elektronenmikrosko-
pisch leeren Zisternen konnen als Dottervesikeln angesehen werden, wenn sie sich zur
Oberfliche des Lipoproteindotters gedfinet haben. Thr Inhalt ist unbekannt (Hum-
PHREYS, 1962).

Parakristalline Strukturen sind fiir verschiedene Tierklassen nachgewiesen wor-
den. Doch handelt es sich in den meisten Fillen um Musterbildungen innerhalb der
Proteinkdrper des Dotterzentrums. In den Lipoproteinpartikeln der Qocyte von L.
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Abb. 26: Reifer Lipoprotein-Dotter mit parakristallin strukturierter Rindenschicht. 17 Lipid-
tropfen {22100 : 1)
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cinereus dagegen sind hoch geordnete kristalline Gefiige in der lipidhaltigen Rinden-
schicht angetroffen worden. Die Rindenschicht ist im Querschnitt radidrsymmetrisch
gestreift und setzt sich aus abwechselnd hellen und dunklen Ringscheiben zusammen.
Die Scheiben sind je ca. 30 nm dick, jedoch nicht streng ringférmig, sondern in sich
gebogen, teilweise verzweigt oder annihernd parallel geschichtet. Sie ergeben ein un-
regelmifliges Muster in tangential gefithrten Diinnschnitten (Abb. 26).

Abb. 27: Vertcilung von Lipid- und Lipoprotcin-Dotter in der reifen Oocyte. 8 Oocyten-
anhang; 8@ Vitellinmembran; 109 annulate lamellac in Aufldsung; 11 Dottervesikeln (4940 : 1)

Die lipid- und proteinhaltigen Dotterelemente sind nach Analyse von Ubersichts-
vergroflerungen weitgehend gleichmifig iiber den Querschnitt der vollreifen Oocyte
verteilt. Nur der kernnahe Bereich und das unmittelbar unter der Qocytenoberfliche
anstehende Corticalplasma zeigen geringere Dotterkonzentrationen. Die Differenzie-
rung in einen animalen und vegerativen Oocytenpol ist demnach mit Hilfe der Dotter-
verteilung nicht moglich. Der totale Abschlefl der Vitellogenese ist in keiner der be-
trachteten Qocyten des Entwicklungsstadiums V beobachtet worden, d. h., die Einla-
gerung von Reservesubstanzen in die Komplex-Cytosomen hilt wihrend der folgenden
oogenetischen Reifungsperiode an. Dotterbildungszentren sind nicht zu erkennen

(Abb. 27).



Stadium V

Abb. 28: Schematische Darstellung der Oogenese wihrend der Entwicklungsstadien III-V

(durch Pfeile markiert, die cytoplasmatischen Organellen sind vergréflerc eingezeichnet).

1 Hauptnucleolus; 1® Nebennucleolus (Nucleolargranum); 2 Kern; 20 Kernhiille; 4 Oocyten-

membran; 5 Mikrovilli; 6 Zellkontakt; 7 Intercellularspalt; 8 Qocytenhiille; 9 Follikelzell-

membranen; 10 ER; 109 annulate lamellae; 11 Vesikel; 12 Cytoplasmavakuole; 12¢ Rinden-

vakuole; 13 Golgi-Komplex; 15 Mitochondrium; 16 Lipoproteindotter; 17 Lipiddotter; 18
Dotterkern (Balbiani-K&rper); 19 rootlet; 20 oocytire Incision
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DISKUSSION

Die Nucleolus- Vakuolen stellen den histochemischen Befunden nach caryo-
plasmatische Lakunen dar, die das Ergebnis zentraler oder multilokaler Auflgsung der
Pars amorpha sind (KieLBowNA & Koscieiski, 1974). Die Zonierung mancher Nu-
cleolen desselben Stadiums ist in den meisten der beschriebenen Mollusken-Oocyten
anzutreffen: Lymnaea stagnalis (KieLsowna & Koscrerski, 1974), Ilyanassa ob-
soleta (TAYLOR & ANDERSON, 1969), Anodonta (BEAms & SEKHON, 1966), Vivi-
parus contectus (BOoTTKE, 1973). Der elektronenoptische Befund bestitigt in diesem
Punkt das lichtmikroskopische Bild des Nucleolus der Polyplacophora-Oocyte
(GaBE & PRENANT, 1949; RicHTER & GOTTING, 1974).

Hinsichtlich des Auftretens einer wachsenden Zahl nucleolirer Grana im Kern-
raum vom Stadium II ab kann davon ausgegangen werden, daf} es sich hierbei um
Sekundirnucleoli handelt, die vom Eunucleolus intern oder extern abgenabelt werden
und zur Kernhiille wandern. Dies wird bestitigt durch den weitgehend gleichen Stoff-
bestand und den ultrastrukturellen Aufbau. ANDERsON (1969) fafit diese Grana als
echte Nucleoli auf. Demnach miifiten mehrere (bis iiber 100) chromosomale Nucleolus-
organisatoren vorliegen. Als echte Nucleoli wiren sie in die RNS-Synthese einbezogen,
was Das & Avrerr (1973) auf autoradiographischem und histochemischem Wege fiir
Urechis-Oocyten jedoch nicht nachweisen konnten. Beide Autoren, sowie Er &
MAaUReR (1962) sehen ebenfalls im Hauptnucleolus den Erzeuger von ribosomalen
RNS-Vorldufern, die als Grana in Richtung Cytoplasma transportiert werden.

Die Ribosomen-ihnlichen Partikeln haben in verschiedenen Nucleoli desselben
Stadiums unterschiedliche Gréfle. Eine klare Klassifizierung in 150-200 A und 200
bis 300 A grofle Einheiten (NeRrEvaNG, 1968) kann fiir L. cinereus nicht vorge-
nommen werden. Nach Harris (1967) konnten diese Partikeln Proribosomen und
proteingebundene Ribosomen darstellen.

Nucleolus-Extrusion in Eizellen ist mehrfach beschrieben worden (BRETSCHNEI-
DER & RAVEN, 1951; BEDFORD, 1966; REVERBERI, 1967; TAYLOR & ANDERSON, 1969).
Die vorliegenden Untersuchungen bei den Polyplacophora lassen den Schluf§ zu, daf§
weder ein Zusammenbruch der Kernhiille, noch eine massive Ausschleusung nucleoldren
Materials stattfindet. Es kann davon ausgegangen werden, dafl einzelne Partikeln die
zahlreichen Kernporen passieren und sich im kernnahen Oocytoplasma der Stadien II
bis IV zu unterschiedlich groflen, elektronendichten Wolken organisicren, die oft zu-
sammen mit Mitochondrien zur Zellperipherie wandern. Diese Aggregate sind vermut-
lich notwendige Vorstufen fiir die Vitellogenese.

Auffallend an den Mitochondrien der Stadien I und II sind geringe
Linge und Anzahl der Cristae mitochondriales. Mit STEGNER (1967) kann dies als
Zeichen der oocytiren Unreife gedeutet werden. Zur Zeit des Wachstums und der
Proteinsynthese vergréflern sich die Organellen erheblich und durchlaufen umfassende
Gestaltsinderungen. Derartige Umstrukturierungen von Mitochondrien wihrend der
Dotterbildung sind in vielen Mollusken-Oocyten anzutreffen: Planorbarius corneus
(Favarp & Carasso, 1958), Ilyanassa obsoleta (TAYLOR & ANDERSON, 1969). Sie
miissen aber nicht unbedingt zu Transformationsstufen und damit zur Bildung von
Dotter fuhren (BoTTKE, 1973).
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Obwohl Vesikeln enthaltende Kérper in beinahe allen Eizellen vorkommen, dif-
feriert der Bildungsmodus der multivesikuldren Korper erheblich. Die
meisten Autoren nehmen an, daf sie de novo entstehen und Material sammeln, das
von auflen durch Mikropinocytose aufgenommen oder vom Golgi-Apparat bereitge-
stellt wird. Zumindest fiir das Stadium IV der Qogenese von L. cinerens lassen sich
pinocytotische Vesikeln nachweisen. Andere multivesikulire Einschliisse stammen
wahrscheinlich von Mitochondrien ab, wenn sie wihrend der Vitellogenese auftreten.
Eine funktionelle Beziehung zum Proteindotter kann bestitigt werden (PasTeeLs &
DE HARVEN, 1962; Beams & SExHON, 1966; TErRaKADO, 1974). Es gibt sowoh! voll-
stindig geschlossene als auch offene multivesikulire Sphiren mit eingerollten Mem-
branrindern, die sicherlich keine Artefakte darstellen (PasTeELs & pE HaRVEN,
1962; KEssEL, 1966; NoRREVANG, 1968).

Eine zentrale Stellung innerhalb der Oogenese muff dem Golgi-Apparat
eingerdumt werden. In den Eizellen der Kiferschnecken entspricht den erhdhten
Stoffeinlagerungen eine Vermehrung der Dictyosomen wihrend der vitellogenetischen
Phase (ANDERsON, 1969; SeLwoop, 1970). In Gastropoden scheinen die Dalton-
Komplexe ebenfalls verantwortlich fiir die Dotterformation zu sein (BoLOGNARI,
1960; REcourT, 1961; WoORLEY & MORIBER, 1961; BoTTKE, 1973; TERAKADO, 1974).
Die unterschiedlich grofien Vesikeln enthalten verschiedene Substanzen, deren Zusam-
mensetzung im einzelnen unbekannt geblieben ist. Stets sind es Mikrovesikeln, die
teilweise liber weite Distanzen transportiert werden und vermutlich dem extracocy-
tiren Hillenaufbau, der Eiweifleinlagerung in die Cytosomen und der Formation
multivesikulirer Kérper dienen. Die Makrovesikeln dagegen bauen sich am Ort zu
volumindsen Vakuolen auf, die als Basis der Lipid-Kondensation anzusehen sind.

Sowohl! die Dictyosomen als auch die rootlets des Stadiums IV bilden eine enge
Gemeinschaft mit den langen Mikrotubuli im Rindencytoplasma. Eine mdg-
liche Transportfunktion wihrend der Konstruktion der Hiillfortsitze ist nicht auszu-
schiieflen. Dazu kommt die Weiterleitung von Stoffen in Verlaufsrichtung der Oocy-
tenmembran. Doch scheinen die Mikrotubuli in den hier untersuchten Oocyten nie so
bedeutungsvoll zu sein, wie in den Eizellen von Anodonta in der Phase der Stielbil-
dung (Beams & SEkHON, 1966) und beim Bau der Corticalgranula von Mytilus. In
der Eizelle von L. cinereus kommt das Moment der Verformung des trigen Cyto-
plasmakérpers hinzu. Die Mikrotubuli k&nnten als stabilisierendes, mechanisches Ele-
ment der Einsenkung entgegenwirken.

Wesentliche Unterscheidungsmerkmale gegeniiber anderen Oocyten weist das
Oocytoplasma der Polyplacophora auf. Neben dem Balbiani-K&rper stellen die cyto-
plasmatischen Vakuolen ein wichtiges cytomorphologisches Strukturelement dieser
Eizellen dar. Vakuolen solchen Ausmafles wurden von Gase & PRENANT (1949) im
Entwicklungsstadium 3 von drei Chitonenarten beobachtet und ihre Bedeutung fiir
die Dotterbildung erkannt. Cowpen (1961) erwihnt keinerlei cytoplasmatische Zer-
fallserscheinungen bei Chiton tuberculatum. In den Eizellen von Sypharochiton sind
sie gut ausgeprdgt und mit der Bildung von Proteindotter in Verbindung gebracht
worden (SELwooD, 1968). Sie wurden ebenfalls fiir Dentalium von Arvy (1950) nach-
gewiesen. ANDERSON (1969) nennt selbst Vakuolen gleicher Ausprigung wie bei den
anderen Chitonen in der praevitellogenetischen Phase “cortical granules*, obwohl
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diese Eizellen nicht ausgewachsen sind, was das Fehlen jeglicher Dotterelemente an-
zeigt. Der Verlauf der Dotterbildung und die Genese der Rindenvakuolen bei L. ci-
nereys zeigen jedoch, dafl beide Vakuolengruppen nicht identisch sein kénnen.

Bei L. cinereus liegen wahrscheinlich 3 Vakuolentypen vor. Wihrend die vermut-
lich rein dictyosomalen Vakuolen stets von einer vollkommen geschlossenen Membran
ausgekleidet werden, weisen die aus endoplasmatischen Vesikeln hervorgegangenen
oder frei im Cytoplasma entstandenen Vakuolen durchbrochene Membranen, meist
jedoch nur Membranbruchstiicke auf. Da die Vakuolentypen oft gleichzeitig nebenein-
ander im Priparat vorliegen, ist die Moglichkeir einer spezifischen Fixierungslabilitdt
nicht auszuschlieflen. Die einzelnen Vakuolen unterscheiden sich im Inhalt strukturell
und wohl auch histochemisch, moglicherweise durch Stoffe unterschiedlicher osmotischer
Werte. Wihrend der Fixierung konnten die hoch osmotischen Vakuolen platzen und
das periphere Cytoplasma strahlenfdrmig auseinanderdriicken. Die Membranbruch-
stiicke konnten jedoch auch Reste der endoplasmatischen Vesikeln sein, die um die
wachsende Vakuole gruppiert sind und deren Aufbau dienen. Eine weitere Interpreta-
tion besteht in der Annahme, daff makromolukulare Stoffe in diesen ribosomenfreien
Riumen gesammelt werden. Viele Anzeichen sprechen dafiir, dafl eine Anzahl von
Vakuolen saure Fette enthalten. Diese Lipide kondensieren sicherlich als Tropfen im
Cytoplasma. Wahrscheinlich werden nach Abschluff der Fettdotterbildung die sich
leerenden Vakuolen wieder durch Cytoplasma aufgefiillt.

Dotterkerne oder Balbiani-Kérper stellen eine duflerst mannigfaltige Grup-
pe cytoplasmatischer Differenzierungen dar, wenn sie iiber die gesamte Wachstums-
phase oder bis in die ersten Teilungsstadien verfolgt werden. Innerhalb der verschie-
denen Oogenesestadien lassen sich dagegen einige konsequent durchgehende morpho-
logische, morphogenetische und cytochemische Ubercinstimmungen finden (GOTTING,
1968; ScHMEKEL & Froront, 1974).

Bei L. cinereus sind die Dotterkerne im Stadium IT stark RNS- und Protein-hal-
tig, zeigen basichromatische Reaktionen und enthalten keine Polysaccharide. Ein solch
einfacher Dotterkern-Typ ist von der Schnecke Physa acuta (TERAKADO, 1974) und von
Merlangius-Eizellen bekannt (GOtTING, 1968). Morphogenetisch weist er jedoch
auch Ubereinstimmungen mit Xenopus (BaLinsky & DEevis, 1963) auf. Das RNS-
haltige Material entstammt dem juxtanucleiren Saum extrusierter Nucleolarparti-
keln, was fiir die Mitochondrien keineswegs immer der Fall sein muf}. Nachdem sich
die Ribosomenwolken aufgelést und die Mitochondrien verteilt haben, formieren sich
die groflen Vakuolen. Erst jetzt setzt die Vitellogenese ein.

Im Anschluf daran entwickelt sich ein zweiter Typ von Dotterkern, der nur die
Ribosomen mit dem ersten Typ gemeinsam hat. Konzentrisch gestapelte, ergastoplas-
matische Membranlagen umhiillen eine kleine Portion Qoplasma wie es fiir Mytilus
edulis (REVERBERL, 1966), Bembicium nanum (BEDFORD, 1966) und Mopalia miscosa
(ANDERSON, 1969) beschrieben ist. Oocyten anderer Mollusken sind in der Entwicklung
fortgeschritten und lagern im Zentrum Lipidtropfen ab: Ilyanassa obsoleta (TayLOR &
ANDERSON, 1969) und Bankia australis (PorraM, 1975). Nur Mopalia muscosa formt
nach ANDERSON sogar typische Proteindotter-Sphiren. Bei L. cinerews verschwinden
diese ergastoplasmatischen Dotterkerne im ausgereiften Oocytenstadium, indem alle
Membranen zu Myelinfiguren zerfallen. Strukturell kann kein direkter Zusammenhang
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zur Dotterbildung gefunden werden. Lediglich die Verbindungen zu den Vakuolen
deuten auf eine vitellogenetische Rolle hin.

Als drittes, stark basophiles Element tritt der Membrankomplex der annulate
lamellae auf. Die stetigen Verbindungen zum glatten ER und damit zu den verschie-
denen Dotterpartikeln lassen sie einesteils zu Syntheseorten, andernteils zu Komparti-
menten der Stoffumlagerung werden (NeRREVANG, 1968; KESSEL, 1965).

Annulate lamellae, von den Autoren als Dotterkerne bezeichnet, kommen in
Spisula und Otala (REBHUN, 19562, b) und Xenopus (Barinsky & Devis, 1963) vor.
Nach ResHuN bestehen die Porenmembranen aus glattem ER, wibrend bel L. cinereus
die Membranen mit Ribosomen besetzt sind. ANDERSON (1969) erwihnt sie bei Chaeto-
plenra apiculata, bezeichnet sie aber nicht als “yolk nucleus®.

In den Oocyten von L. cinerens entstehen die annulate lamellae in Form von sehr
kurzen Rohren de novo oder aus engen Kanilen des agranuliren ER. Das Poren-
mustet und die Ausmafle der Annuli im Flachschnitt korrespondieren dennoch auf-
fallend mit der Perforation der Kernhiille. Wihrend die Literatur fast ausschliefilich
sphirische Komplexe angibt, iiberwiegen hier die gestreckten und verzweigten Mem-
bransysteme.

Die starke endoplasmatische Vesikulation in reifen Qocyten ist typisch fiir viele
Keimzellen. Wihrend HumpHreYs (1962) keine Auskunft iiber die Entstehung der
Zisternen in Mytilus-Eiern gibt, kdnnte fiir L. cinereus eine Herkunft aus den Dictyo-
somen, der Kernhiille und ganz besonders aus dem Abbau der ER-Membransysteme
abgeleitet werden. Die etwas unregelmifligen Blischen fiihren wahrscheinlich den
Dotterkugeln restliche Reservestoffe zu.

Das Bild des reifen Dotters von L. cinereus ergibt sich aus der Synthese aller
Beobachtungen iiber die organelliren Verinderungen wihrend der Oogenese. Diese
Chitonenart ist innerhalb der Mollusken ein hervorragendes Beispiel dafiir, daff zur
Einlagerung der Reservestoffe fast alle Mdglichkeiten ausgeschdpft werden. Der Fluf}
exogenen Materials aus den Haemalsinus iiber die Follikelzellen ist ebenso sicher anzu-
nehmen, wie der endogene Aufbau verschiedener Stoffgruppen durch die ococytiren
Organellen. Alle Aktivititen zusammen fithren zum Bau von zwei Dottertypen,
Lipid-Dotter und Lipoprotein-Dotter.

(1) Obwohl Fette und fettihnliche Stoffe bereits in den praevitellogenetischen
Qocyten der Stadien I und IT im corticalen Cytoplasma liegen, ohne daf ein morpho-
genetischer Zusammenhang mit oocytiren Strukturen zu erkennen ist, erfolgt die Kon-
densation von Lipid-Dotter erst im spiten Stadium III. Dies ist auf die Be-
endigung der Vakuolisation zuriickzufiihren, an die sich wahrscheinlich eine Trans-
formation von Mitochondrien anschliefft. Den Beweis der Vermittlung modifizierter
Mitochondrien bei der Lipid-Ablagerung in den Eiern von Rana pipiens brachte
WarD (1962). HumpHREYS (1962) beschreibt Mitochondrien in Kontakt mit Lipid-
tropfen bei Mytilus. Fiir einen von Organellen unabhingigen Aufbau der Fette im
Cytoplasma spricht bei weitem die Uberzahl der Publikationen. In den Oocyten von
L. cinereus jedodch, ist ihre Bildung hauptsichlich an die cytoplasmatischen Vakuolen
gebunden. Diese Befunde stimmen dahingehend iiberein, daf§ gleichsam wie die Vakuo-
lisierung von der Peripherie der Oocyte zum Zentrum fortschreitet, die Lipid-Konden-
sation den gleichen Verlauf nimmt (GoTTING, 1966).
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(2) Als primire Vorstufen des Lipoprotein-Dotters sind in erster
Linie die transformierenden Mitochondrien zu sehen (typischer Primordialdotter bei
Fischen und Amphibien). Verdichtung von Dottermaterial innerhalb der Mitochon-
drien fanden erstmals Favarp & Carasso (1958) in den Oocyten von Planorbarius.
Ahnliche Prozesse zeigen die Bilder von Ersers (1957) und Recourt (1961) fiir
Lymnaea und HumpHreys (1962) fiir Mytilus. Die elektronenmikroskopischen Ab-
bildungen von TErAkADO (1974) diirflen in gleicher Weise zu interpretieren sein, ob-
wohl der Autor nur Golgi-Vesikeln als Initiatoren angibt. Es handelt sich hier nicht
nur um einen Kondensationsprozef§ wie beim Lipiddotter, sondern um einen Transport
von Proteinen durch die Membran der Cytosomen mit anschliefender passiver Um-
und Ablagerung (WARTENBERG, 1973). Ultrastrukturell dhnlich differenzierte unreife
Dotterkdrner mit myelinisierten Restmembranen sind in Qocyten weit verbreitet:
Hyanassa, Viviparus, Physa, Spisula, Mytilus, Anodonta und Bankia.

Gegen eine Transformation spricht die Entwicklung des zweiten Typs von pri-
mirem Dotter, der aus pinocytotischen Mikrovesikeln oder de novo im Cytoplasma
entsteht. Diese Dotterkugeln erscheinen #hnlich den dense bodies und sind annihernd
mit denen der Anodonta-Oocyten vergleichbar (BEams & SexkHON, 1966). Besonders
in den Eizellen von Gastropoden sind die Mikrovesikeln als Derivate des Golgi-Appa-
rates angesehen worden. Da es jedoch schwierig ist, ihre Herkunft eindeutig festzustel-
len, kénnen auch hier Pinosome als Dottervorstufen nicht ausgeschlossen werden. Beide
Dottertypen durchlaufen gemeinsam einen Reifungsprozefl, indem ein hoch verdichte-
ter Cortex dem homogenen Internum aufgelagert wird. Die Abschlufimembran bleibt
entgegen anderen Beobachtungen bei L. cinerens 6fters im Bereich der “Offnung” ge-
schlossen (WARTENBERG, 1973). Diese Offnungen sind nur noch andeutungsweise als
kontrastarme Vakuolen bei Mopalia muscosa und Sypharochiton ausgebildet. Erst in
dieser spiten vitellogenetischen Phase differenziert sich der Proteinkdrper zum reifen
Lipoproteindotter, wie er fiir Oocyten typisch ist. Assoziierte Dottervesikeln sind ein
unverkennbares Strukturelement reifer Oocyten (HUMPHREYS, 1962).

Proteindotter mit kristallinem Aufbau konnte bisher in den Oocyten und Eiern
von Mollusken, Insekten, Crustaceen, Fischen und Amphibien gefunden werden.
Hauptsichlich bestand jedoch das Zentrum der Dottersphire aus einem biokristallinen
Gefiige. Speziell fiir Mollusken sind parakristalline Proteine wiederholt beschrieben
worden: Haliotis (BOLOGNARI, 1960), Crepidula (WorLey & MoRIBER, 1961), Ily-
anassa (TAYLOR & ANDERSON, 1969), Physa (TErakapo, 1974), Lymnaea (ELBERs,
1957; BLUEMINK, 1969), Planorbarius (Favarp & Carasso, 1958), fir Arodonta
(BeEaMs & SEKHON, 1966) und fiir Alloteuthis (BoTTKE, 1974).

L. cinereuns bildet zusammen mit Spisula sachalinensis (TAxaHAasHI & YaMma-
mMoTo, 1972) dahingehend eine Ausnahme, dafl nicht das Internum strukturiert ist,
sondern die Rindenschicht der Dotterpartikel. Lepidochitona zeigt jedoch keine tangen-
tialen, blittrigen Kristallstapel, sondern radiir zum Zentrum des Proteinkdrpers an-
geordnete Leisten. Derartige Oberflichenstrukturen sind in oocytirem Proteindotter
bisher nicht bekanntgeworden. Nach SeLwoon (1968) enthalten die follikuldren Gra-
nularzellen ellipsoide Proteinschollen, deren Rinde gleichartig strukturiert ist. Die Ab-
stinde und das Muster der Leisten sind identisch. Die Tatsache, daf} die Auflenschicht
kristallinen Charakter zeigt, und der Kern amorph bleibt, 1}t eine Klassifizierung in
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zwei morphologische Proteindotter-Typen zu: einen Kern-Typ und einen Cortex-Typ
(TaxanasHr & YamamoTo, 1972).

Die bisherigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Mollusken-Oocyten
deuten auf eine weitgehend endogene Vitellogenese hin. Eine Ausnahme scheinen nach
CowpeN (1968) oder O’Dor & WerLs (1973) lediglich die Cephalopoden zu sein.
Pinocytotische Prozesse sind eindeutig von SeLwoop (1968) in den
Oocyten von Sypharochiton wihrend der Vitellogenese beobachtet worden. Bei
Lymnaea stagnalis fanden ELpers & BLuemink (1960) Pinocytosebldschen, die durch
einen Ringwall-férmigen Membranschlufl zustande kommen und Eikapselfliissigkeiten
enthalten. Die Pinosome kénnen jedoch nicht auf ihrem Wege in das Endoplasma ver-
folgt werden, da sie sich mit gleichférmigen Zisternen des ER und Golgi-Vesikeln ver-
mischen. Die von Doppelmembranen umgebenen Mikropinocytose-Vesikeln der Oocy-
ten von Lepidochitona lassen sich gut bis in Kernnihe verfolgen, wo aus thnen wahr-
scheinlich Dottervorstufen hervorgehen. Es kann von einer mittleren pinocytotischen
Aktivitit gesprochen werden, da pinocytotische Prozesse nur auf die Stadien ITI bis IV
beschrinkt bleiben und das Ergebnis wenige, oft sehr kleine Mikrovesikeln sind. Mit
Sicherheit kann man davon ausgehen, daf§ sowohl eine endogene als auch exogene
Komponente der Dotterbildung ausgeprigt ist.

In Zusammenhang mit der Aufnahme von Nihrstoffen stehen die Differenzie-
rungen der oocytiren Oberfliche zur Zeit der Dottereinlagerung. Dazu gehbren der
Werdegang der Mikrovilli, die Sekretion der Intercellularsubstanzen und die Aufwol-
bung bzw. Einsenkungen der Oocytenmembran. Entgegen vielfiltiger Beob-
achtungen an Eizellen mit geringer Hiillenbildung, kann bei L. cinereus nicht nur von
einer sekretorischen Funktion der Mikrovilli berichtet werden. Beide Phasen sind zeit-
lich und rdumlich getrennt (im Stadium I11 eine Resotrption an der gesamten Oberfliche
iiber kurze Mikrovilli, im Stadium IV der Export von Hiillsubstanzen an ca. acht
Stellen iiber sehr lange Mikrovilli). Ahnliche exopinocytotische Prozesse erfolgen an
der Oocytenoberfliiche des Cnidariers Bunodosoma (DEwEL & CLARK, 1974), Die reife
Oocyte zeichnet sich durch einen Mikovillibesatz einheitlicher Morphologie aus, wie
er fiir Sypharochiton (SELwoop, 1970), Mopalia und Chaetoplenra (ANDERSON, 1969)
angenommen werden kann. Ein solcher Formwechsel der Mikrovilli ist jedoch in diesem
Mafle bei den anderen Chitonen nicht zu verzeichnen. Die starken intercelluldren Bin-
dungen zwischen Eizelle und Follikelzellen iiber Zonulae adhaerentes werden auch bei
den von ANDERSON untersuchten Arten hergestellt.

Rootlets-Strukturen sind als Cilienwurzeln z.B. in Muschelkiemen
(FAwCETT, 1961; STEPHENS, 1975) ausgebildet. Cilien und deren Basalkorper in Oocy-
ten sind bisher unbekannt. Lediglich DeweL & Crark (1974) beschreiben in fast reifen
Oocyten und Eiern von Bunodosoma cavernata ungebinderte rootlets, die aus Mikro-
filamenten zusammengesetzt sind. Neben der Querbinderung stellen die Befunde bei
den Qocyten von L. cineress eine Ausnahme dar, was die Zuordnung der einzelnen
rootlets betrifft. Parallele und verzweigte Faserbiindel sind fiir Ciliaten nachgewiesen,
sie stehen aber nie in threr Ausrichtung senkrecht aufeinander.

Eizellhillen als Vitellinmembran kommen aufler bei den Polyplacophora
(L. cinereus, M. muscosa, C. apiculata) innerhalb des Stammes der Mollusken beson-
ders an den Qocyten der Bivalvier vor. Beschrieben ist eine fibrillire Hiille zwischen
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den oocytiren Mikrovilli bei Mytilys (Humerreys, 1962; ReEvERBER]L, 1967; Lonco
& ANDERSON, 1969), bei Anodonta (Beams & SEKHON, 1966), Barnea (PASTEELS & DE
HARVEN, 1962), Spisula (ReBHUN, 1962) und Bankia (Pornam, 1975).

Vitellinmembran sowie die Innenschicht der Anhinge scheinen Produkte der
Golgi-Komplexe zu sein (Serwoob, 1970), Doch sind es bei L. cinereus nicht nur die
Golgi-Vesikeln, sondern auch die Mikrotubuli und rootlets, die fiir einen Stofftransport
aus der Qocyte heraus in Frage kommen knnten. Einige Dictyosomen, grofie Mengen
an Mikrovesikeln und die quergestreiften rootlets bilden eine funktionelle Einheit.
Dieser Organellenkomplex liefert méglicherweise das Hiillenmaterial und transportiert
es zum Ort der Ablagerung oder ist flir die Verankerung der Hiillfortsitze im
Cytoplasma von Bedeutung. Zusamensetzung und Schichtenfolge der oocytiren Hiill-
substanzen sind analog den Verhiltnissen bei Sypharochiton septentriones (SELwoOD,
1970). Fiir Chiton tuberculatum (Cowpen, 1961), M. muscosa und C. apiculata
{AnDERSON, 1969) sind dieselben Stoffkomponenten nachgewiesen, jedoch nicht in
Schichten getrennt. Die Befunde erlauben eine Klassifizierung in zwei Typen von
Oocytenhiillen: Die innere Schicht der Oocytenanhinge und die Vitellinmembran oder
Dotterhaut des spiten Stadiums V stellen primire Hiillen dar, wihrend die duflerste
Lage und Teile der mittleren Schicht wohl zu den sekundiren Hiillen gerechnet werden
konnen und als Chorion zu benennen sind. SErwoop differenziert nicht in primire
und sekundire Hiillen, ANDERsSON spricht lediglich von Anhingen und einer Dotter-
haut. Beide Autoren bezeichnen zusammen mit Cowpen die Oocytenanhinge als
Chorion. Interessant ist die Beobachtung, dafl bei Chiton tuberculatum und Sypharo-
chiton die Hiillenfortsitze ohne strukturierten Inhalt, also hohl angelegt sind. Dem-
gegeniiber ist bei den Qocyten von L. cinereus, M. muscosa und C. apiculata der ge-
samte Intercellularraum kompakt mit fibrilldren Materialien angefiille.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Wachstumsphase der Qocyten von Lepidochitona cinerens L. Lifit sich nach
cytomorphologischen und histologischen Gesichtspunkten in fiinf Entwicklungssta-
dien einteilen.

. Typische Oogonien in den Ovarien adulter Weibchen sind nicht eindeutig nachzu-
weisen. Es ist noch kein kugeliger Nucleolus ausgebildet; der Kern ist teilweise dicht
mit Chromatink8rpern angefiillt. Diese Eizellen sind noch nicht vollstindig durch
Follikelzellen getrennt.

3. Die Qocyten des Stadiums I sind stets von Follikelzellen umgeben. Ribosomen-
dhnliche Grana akkumulieren sich zum kugeligen Nucleolus oder sind auf dem Wege
zur Emission durch die Kernhiille. Sie bilden einen osmiophilen juxtanucleiren
Saum. Das Qocytoplasma enthilt wenige kleine Mitochondrien, einen kleinen
Golgi-Apparat, cinige Lipidschollen und einzelne Stringe des Endoplasmatischen
Rerikulums.

4. Charakteristisch fiir das Stadium 11 sind 1 bis 2 Dotterkerne (Balbiani-Kérper), die
sich aus einer dichten Wolke von Ribosomen und ciner Schale aus Mitochondrien
zusammensetzen. Der Nucleolus tritt in eine aktive Phase, zoniert sich in ein vaku-

I
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olires Zentrum und einen homogenen Cortex und schniitt von nun an Nucleolar-
grana (Paranucleoli) ab.

5. Die vitellogenetische Phase wird im Entwicklungsstadium IIT durch die Vakuolisie-
rung des Cytoplasma eingeleitet. Es kénnen drei Vakuolentypen unterschieden wer-
den, die ihren Ursprung entweder im Grundcytoplasma selbst, in Vesikeln des ER
oder in benachbarten Golgi-Feldern haben kénnen. Das ER entwickelt sich zu kon-
zentrischen Membranstapeln.

6. Das Stadium IV ist gekennzeichnet durch cytoplasmatische Aufwolbungen mit
gleichzeitigen Einsenkungen der Oocytenmembran, die auf die TAtigkeit des oocy-
tiren Follikelepithels zuriickzufiihren sind. Es werden méglicherweise drei Wege
der Dottersynthese beschritten: (a) In der inneren Mitochondrienmatrix akkumu-
lieren sich Substanzen, die zu Protein-Primordialdotter mit Myelinlamellen fijhren.
(b) Pinocytotische Vesikeln beteiligen sich an der Genese von homogen strukturier-
ten Eiweifl-Dotterkugeln. (c) Lipidschollen gehen aus cytoplasmatischen Vakuolen
hervor, die mit den umfangreichen Stapeln der annulate lamellae in Verbindung
gestanden haben. Beim Ubergang zum Stadium IV scheidet hauptsichlich die
Qocyte liber Mikrovilli eine aus Mucopolysacchariden bestehende dreischichtige,
kompliziert gebaute Oocytenhiille ab. Im Cytoplasma liegen rootlets, die im Auf-
bau Cilienwurzeln gleichen.

7. Im Stadium V erscheinen im cortikalen Cytoplasma Rindenvakuolen. Die Kern-
hiille faltet sich; die Nucleoli zerfallen. Die ausgereiften Protein-Dotterpartikeln
enthalten ein homogenes Internum mit aufgelagertem parakristallin strukturiertem
Cortex. Durch Anlagerung von Vesikeln und Lipidkdrpern entsteht schlieflich typi-
scher Lipoproteindotter. Die Eizelle gibt eine weitere primidre Oocytenhiille, die
Dottermembran ab.

Anmerkung. Die vorliegende Arbeit stellt einen Teil der Inaugural-Dissertation zur Er-
langung des Doktorgrades im Fachbereich Biologie der Justus-Liebig-Universitit Gieflen dar.
Herrn Prof. Dr. K.-J. G&TTING mbchte ich fiir die Uberlassung des Themas und fiir die Unter-
stiitzung wihrend der Untersuchungen und den Herren Dr. E. ZieGeLMEIER und M. STurM
(Biologische Anstalt Helgoland, Litoralstation, List/Sylt) fiir die Materialbeschaffung danken.
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