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ABSTRACT: On the formation of the stinging tube in the nematocysts of Dipurena reesi
(Hydrozoa). The differentiation of the stinging tube of a stenotele was studied by light mi-
croscopy in the hydroid Dipurena reesi Vannucer It was found, that the central body of the
matrix cares for the correct position of the thread in the capsule, and that thereafter the stylets
are formed from its material. The stylets and bristles of the shaft arise along a PJA-positive
axial thread. The wall of the shaft grows down from the apical pole of the capsule, and
envelops the primordia of the stylets and bristles.

EINLEITUNG

Seit MoBiUs (1866) zum ersten Mal die Entwicklung der Nesselkapseln der Cni-
darier genauer untersucht hat, sind zahlreiche Arbeiten erschienen, welche sich mit die-
sem komplizierten Sekretionsvorgang beschiftigen. Trotzdem konnten bis heute viele
Einzelheiten der Cnidogenese noch nicht geklirt werden. Besonders schwierig ist die
Analyse der Differenzierung des Nesselschlauches mit seinen Borsten, Dornen und
Stiletten. Ist der Aufenschlauch die Anlage des Nesselschlauches, wie JickeL: (1883),
IwanzoFF (1896), SCHNEIDER(1900), SLAUTTERBACK & FAWCETT (1959) u. a. annehmen,
oder wird der Nesselschlauch de novo in der Kapselanlage gebildet, wie M&srus
(1866), WiLL (1910), EwaLp (1915), CrarmMan & Tiney (1959) uw. a. meinen? Die
elektronenmikroskopische Untersuchung von WesTraLL (1966) lifit zwar kaum noch
einen Zweifel dariiber, dal der Nesselschlauch in dem Sekret gebildet wird, welches
Aufenschlauch und Kapselanlage ausfiillt. Doch damit ergeben sich neue Probleme:
Spiele dabei der Auflenschlauch eine Rolle? Woher kommt das Material fiir Wand und
Bewehrung des Nesselschlauches, und wie kénnen die doch recht komplizierten Struk-
turen im Kapselsekret entstehen?

Wenig Beachtung wurde in diesem Zusammenhang bisher der Bedeutung eines
zentralen Sekrétstranges gewidmet, welcher sich durdi sein farberisches Verhalten deut-
lich vom-tibrigen'Inhalr:der Kapselanlage unterscheidet: Twanzorr (1896) deutete ikn
wegen seiner oft spiraligen Form als Anlage des Nesselfadens. SCHNEIDER (1900) war
dagegen der Meinung, daf} es sich um eine Vorstufe des*Nesselgiftes der reifen Kapsel
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handelt. WiLL (1910) und Ewarp (1915) fanden dann, dafl der Kapselinhalt aus zwel
Sekreten gebildet wird, wobei sich das zentrale Sekret im peripheren auflst.

In dieser Arbeit wird nun die Differenzierung des Nesselschlauches mit histochemi-
schen und autoradiographischen Methoden erneut untersucht. Dabei steht die Bedeu-
tung des Zentralsekrets fiir diesen Differenzierungsvorgang im Vordergrund.

MATERIAL UND METHODIK

Die Untersuchungen wurden an den Polypenkolonien von Dipurena reesi VAN-
nucer® (Corynidae), in deren Rhizostolonen und Hydrocauli die Kapselbildungssta-

Abb. 1: Dipurena reesi. Explodierte Nesselkapsel. Der Nesselschlauch besteht aus dem Schaft

{S), an welchem drei apikale Stilette (Sta), drei basale Stilette (Stb) und die in drei Reihen

angeordneten Borsten (B) inserieren und dem Nesselfaden (N). D Kapseldedkel. (Quetsch-
priparat; Hellfeld; 1500 : 1)

dien anzutreffen sind, durchgefithrt, Der Hydroidpolyp besitzt nur Stenotelen, die in
zwei Grofen vorkommen. Hier werden lediglich die Anlagen des groflen Kapseltyps
beriicksichtigt, dessen Nesselschlauch Abbildung 1 zeigt. (Nihere Einzelheiten {iber
Herkunft und Kultur des Versuchstieres vgl. GiNzL 1964 und 1968.)

Es wurden Paraffinschnitte (2,5-5 ym) von Sublimat-Formol-fixiertem Material
hergestellt und diese nach der Perjodsiure-Schiff-Methode (SpannmOF 1967), mit Or-
cein nach Taenzer-Unna (RoMmers 1948) oder mit 0,1 %o Trypanblau in 0,2 m Phosphat-
0,1 m Citratpuffer bei pH 5,8 gefirbt. Zum Vergleich dienten Quetschpriparate von
unfixiertem Stologewebe.

Die radioaktive Markierung erfolgte mit H3-Histidin (L-Histidine-2,5-H3,
1 mCi/ml). Die Aminosiure wurde dem Artemienzuchtwasser zugesetzt (0,05 ml zu
10 ml Seewasser) und die Nauplien drei Tage in dieser Lsung bei 20° C gehalten.
Dann wurden sie an vorher isolierte Kolonieteile verfiittert. Die Zuchttemperatur die-

* Neuerdings Sarsia reesi (BRINKMANN-Vo0ss 1970).
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ser Kolonien betrug ebenfalls 20° C. Nach ein bzw. drei Tagen erfolgte die Fixierung
der Kolonien in Sublimat-Formol. Zur Firbung der Schnitte diente die Diazoniumsalz-
Kupplung (SpannuOF 1967). Die Beschichtung wurde mit AR 10 stripping film durch-
gefiihrt; die Belichtungszeit betrug 14 Tage.

BEFUNDE

Wiahrend der Sekretionsphase werden von den Cnidoblasten — wie bekannt — drei
Stoffe oder Stoffgruppen gebildet (Abb. 2): Zentralsekret, Peripherer Kapselinhalt und
Wandsekret. Unser Augenmerk soll sich in dieser Arbeit nur auf die beiden zuerst ge-
nannten Sekrete richten. Diese gelangen wihrend der frithen Sekretionsphase aus dem
Golgiapparat direkt in die Kapselanlage. Spiter werden Golgiapparat und Kapsel-
anlage durch den Auflenschlauch verbunden, welcher sich bis zum Ende der Sekretions-
phase stark verlingert (vgl. SLauTTERBACK & FAWCETT 1959). Das kapselseitige Ende
dieses Schlauches ist kegelformig erweitert und bildet so ein Ubergangsstiick zwischen
dem diinnen Schlauch und der wesentlich groferen OUffnung der Kapselanlage (Abb. 2¢)*.

Abb. 2: Dipurena reesi, Kapselanlagen mit Aufenschlauch. @ und & Mittlere Sekretionsphase.

G Golgiapparat; K Zellkern; P Peripherer Kapselinhalt; U Ubergangsstiick; W Kapselwand

mit gefalteter, spiter jedoch glatter Innenfliche; Z Zentralsekret. ¢ Spite Sekretionsphase. Der

lange Auflenschlauch bildet im Plasma einen Kniuel. (¢ und ¢ Trypanblau, & Orcein; Griin-
filter; 1500 : 1)

Das Zentralsekret zeichnet sich durch seine starke Acidophilie aus, welche auf
einen hohen Gehalt an Histidin zuriickzufiihren ist (positiver Histidintest, vgl. GinzL
1968). Es férbt sich daher mit Trypanblau bei pH 5,8 dunkel an (Abb. 2a, c). Wahrend
der frithen Sekretionsphase durchzieht das Sekret die Kapselanlage in Form eines
Stranges (Abb. 2a). Spiter rundet es sich ab und verliert den Zusammenhang mit dem
Zentralsekret des Auflenschlauches (Abb. 2c). Der Zuwachs erfolgt dann durch kleine
kugelige Sekretportionen, die in der Kapselanlage mit dem Sekretkérper verschmelzen.
Am Ende der Sekretionsphase liegt im Zentrum der Kapselanlage entweder eine ein-

* Der helle Hof, welcher den Auflenschlauch umgibt, ist nicht immer sichtbar und stellt
deshalb wohl ein Fixierungsartefake dar,
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Abb. 3: Dipurena reesi. Kapselanlagen mit zweiteiligem Zentralsekrer, auf dessen apikalem

Teil der Nesselfaden aufgewickelt ist. # und & Zwei Schnitte durch eine Anlage mit beginnen-

der Schaftdifferenzierung. A Schaftachse; N Nesselfaden. ¢ Frithes Differenzierungsstadium

{Ubergangsstiick noch nicht reduziert). Pii:ielih Einwandernder Nesselfladen? (Trypanblau; Griin-
ter; 1500 : 1)

heitliche Sekretkugel oder ein aus zwei Kalotten zusammengesetzter Sekretkorper
(Abb. 3).

Die Differenzierungsphase beginnt mit dem Erscheinen des Nesselfadens in der
Kapselanlage. Er ist an der Peripherie des Sekretkdrpers in quer zur Lingsachse der
Kapsel liegenden Windungen aufgewickelt (Abb. 3, 6a). Diese Lage entspricht der An-
ordnung des Fadens in der reifen Kapsel. Einen Hinweis auf die Entstehungsweise des
Nesselfadens gibt uns die Tatsache, dafl bei zweiteiligem Zentralsekret die basale Ka-
lotte immer ganz oder grofitenteils fadenfrei bleibt (Abb. 3). Wiirde man annehmen,
dafl der Nesselfaden im Zentralsekret entsteht oder dieses seine Bildung im peripheren
Kapselinhalt induziert, so wire der oben genannte Sachverhalt schwer verstindlich.
Man mufl vielmehr annehmen, dafl der Nesselfaden auflerhalb der Kapselanlage (im
Aufenschlauch?) gebildet wird und das Zentralsekret lediglich als Spule fiir den vom
Apikalpol der Kapselanlage her einwandernden Faden dient. Diese Funktion be-
schrinkt sich bei zweiteiligem Zentralkérper auf den der Kapsel6finung niher liegen-
den Teil.

Der nichste Differenzierungsschritt beginnt mit der Auflosung des Zentralsekrets
im peripheren Kapselinhalt und der Entstehung der Schaftanlage (Abb. 4a, b, 6). Das
fritheste lichtmikroskopisch nachweisbare Stadium der Schaftanlage ist ein PJS-posi-
tiver, schleifenférmig gebogener Faden am Apikalpol der Kapselanlage auflerhalb des
Zentralsekrets (Abb. 4a). Untersuchungen an Quetschpriparaten haben gezeigt, dafl
dieser Faden mit dem Nesselfaden verbunden ist, also dessen basale Fortsetzung dar-
stellt. Wie stark er sich iiber sein chemisches Verhalten hinaus auch in seiner Struktur
vom Nesselfaden unterscheidet, konnte nicht geklirt werden. Der zentral gelegene
Fadenschenkel ist-die Schaftachse, auf welcher die Stilett- 'und Bozstenanldgen: als zu-
nichst gleich grofe, acidophile Leisten erscheinen (Abb. 5). Diese Leisten sind in drei
Spirallinien angeordnet. Bald fallen aber die Stilettanlagen durch ihr stirkeres Wachs-
tum auf, wodurch die PJS-positive Achse allmshlich basalwirts verschoben wird
(Abb. 4c).
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Abb. 4: Dipurena reesi. Differenzierung des Schaftes. # Bildung des Achsenfadens (A) und der

Schaftwand (S). U Ubergangsstiide; Z Zentralsekret. b Etwas dlteres Stadium im Phasenkon-

trast. Die Stilett- und Borstenanlagen auf dem Achsenfaden sind sichtbar. ¢ Kapselanlage mit
ausdifferenziertem Schaft. (Perjodsiure-Schiff; Griinfilter; 1500 : 1)

Abb. 5: Dipurena reesi. Etwa gleich alte Stadien mit Schaftanlage. 4 Unfixierte Kapselanlage

im Phasenkontrast. A Schaftachse mit den Stilett~ und Borstenanlagen; Z Zentralsekret in Auf-

I8sung. b Paraffinschnitt mit Trypanblau gefirbr. S Anlage der Schaftwand. (b mit Griinfilter;
2 3000:1, b 1500:1)

Die Stilett- und Borstenanlagen sind zunichst nicht durch die Schaftwand vom
Kapselinhalt getrennt. Die Schaftwand schiebt sich erst allmihlich von der apikalen
Offnung des Ubergangsstiickes her (der Aufienschlauch ist nach dem Erscheinen des
Nesselfadens nicht mehr nachweisbar) iiber die Schaftachse (Abb. 4a, 5b). Diese Tat-
sache und das Fehlen des Aufenschlauches, der die Sekrete vom Golgiapparat in die
Kapselanlage iberleitet, sprechen fiir eine Bildung der Stilette und Borsten aus zuvor in
der Kapsel deponiertem Material. Auf die Bedeutung des basischen Zentralsekrets fiir
diesen Differenzierungsvorgang weist die ebenfalls starke Acidophilie der Stilette hin.

Zur Klirung des Zusammenhangs zwischen Zentralsekret und Stilettdifferenzie-
rung diente die Markierung mit H3-Histidin. Sie hatte folgendes Efgebnis: Einen Tag
nach der Verabreichung der Aminosiure ist das Zentralsekret der Sekretionsstadien
kriftig markiert (Abb.7a). Frithe Differenzierungsstadien enthalterr ebenfalts H3-
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Histidin (Abb. 7b), sind jedoch in allen Teilen schwicher markiert, und die Stilett-
anlagen treten nicht hervor. Altere Stadien (vgl. Abb. 6¢) sind nach einem Tag noch
nicht markiert. Markierte Kapselanlagen dieses Differenzierungsgrades treten erst in
der drei Tage nach der Fiitterung fixierten Kolonie auf. Kapselsekret (aus dem Peri-
pheren Kapselinhalt und dem in ihm aufgel8sten Zentralsekret bestehend) und Stilette

-

a b ¢
Abb. 6: Dipurena reesi. Die verschieden alten Kapselanlagen zeigen die AuflSsung des Zentral-

sekrets und die Differenzierung des Schaftes. S Anlage der Schaftwand. (Trypanblau; Grin-
filter: 1500: 1)
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Abb. 7: Dipurena reesi. Markierung mit H3-Histidin. Einen Tag nach Fiitterung: a Sekre-

tionsstadien mit stark markiertem Zentralsekret. b Zwei Anlagen im frithen Differenzierungs-

stadium (vgl. Abb. 6b). Drei Tage nach Fiitterung: ¢ Frijhes Differenzierungsstadium mit

stark markierten Stiletten und Zentralsekret. d Spites Differenzierungsstadium. (Rotfilter;
750:1)

sind bei diesen in der Regel stirker markiert als bei den friihen Differenzierungsstadien
der Fintagpraparate, und die Stilette zeichnen sich in den Autoradiogrammen oft sehr
deutlich durch besonders dichte Kérnung ab (Abb. 7d).

Histidin gelangt also wihrend der Sekretionsphase in die Kapselanlage und wird
dort im Zentralsekret gespeichert. Spite Sekretionsstadien kdnnen nur noch wenig H3-
Histidin aufnehmen. Sie sind als frithe Reifungsstadien daher schwicher markiert. In
Differenzierungsstadien wird kein Histidin mehr sezerniert. Kapselsekret und Stilette
bleiben bei diesen unmarkiert. Erst nach drei Tagen, wenn Sekretionsstadien mit einem
hohen H3-Histidingehalt in die Differenzierungsphase eingetreten sind, erscheinen auch
spite Differenzierungsstadien, bei denen sowohl das Kapselsekret als auch die Stilette
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stark markiert sind. Dies beweist, daff das Histidin nicht wihrend der Differenzierung
der Stilette im Plasma des Cnidoblasten gebildet, sondern vorher im Zentralsekret de-
poniert wird. Das gleiche gilt sicher auch fiir die iibrigen Bausteine des Stilettproteins.

Damit sind zwei Funktionen des Zentralsekrets aufgezeigt: Es sorgt fiir die funk-
tionsgerechte Lage des Nesselfadens in der Kapsel und ist zugleich Materialdepot fiir
den Aufbau der Stilette.

DISKUSSION

In den elektronenmikroskopischen Arbeiten wird dem Zentralsekret nur wenig
Beachtung geschenkt, obgleich es sich oft deutlich vom peripheren Kapselinhalt abhebt
(SLAUTTERBACK & FAWCETT 1959, SLAUTTERBACK 1963). WESTFALL (1966) weist auf die
Entstehung des Nesselfadens in einer zentralen Anhiufung von Granula bei den ba-
sitrichen Haplonemen von Obelia hin. Aussagen iiber Finzelheiten dieses Vorgangs
kann die Autorin jedoch nicht machen. Sie neigt auf Grund der Untersuchungen an
Metridinm und Obelia zur Auffassung, da der Faden in der Matrix der Kapselanlage
allein oder auch in der Matrix des AufRenschlauches entsteht, und deshalb héchstens der
extracapsulire Fadenteil in die Kapsel hinein verlagert werden muf. Die elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen kénnen aber die Moglichkeit nicht ausschliefen, daf der
Nesselfaden vollstindig im Aufenschlauch angelegt wird, wie der Befund bei Dipurena
reesi nahelegt.

Interessant ist ein Vergleich der an D. reesi gewonnenen Ergebnisse mit den elek-
tronenmikroskopischen Befunden von Lom & Vavra (1965) und Lom (1969). Die
Autoren fanden zwischen den Polkapseln der Cnidosporidier und den Nesselkapseln
der Cnidarier eine verbliiffende Ubereinstimmung in Bau und Entwicklung. Sie stellten
dabei auch fest, daf der Polfaden zuerst in einem mit der Kapselanlage in Verbindung
stehenden Schlauch erscheint. Die Autoren schlielen jedoch nicht aus, dafl der Polfaden
z. T. auch in der Kapselanlage gebildet wird.

Auch das Zentralsekret scheint in Form der ,course granules* (Lom & Vavra
1965) und der ,electron dense globules* (Lom 1969) vorhanden zu sein. Die zentrale
Lage dieser Substanz ist auf den Bildern oft gut zu erkennen, und Abbildung 10 yon
Lom & Vavra 148t kaum noch einen Zweifel dariiber, dal auch hier dieses , Zentral-
sekret als Spule fiir den einwandernden Faden dient.

Die Entstehung des Schaftes mit seiner Bewehrung in der fiir Dipurena reesi be-
schriebenen Weise wurde bei anderen Arten noch nicht sicher festgestellt. Aber schon
WiLr (1910) hat auf Grund seiner Beobachtungen an Hydra und Syncoryne vermute,
dafl die Schaftwand der Stenotelen vom Offnungspol der Kapselanlage her iber die
Stilettanlagen wichst, und Crapman & TiLNEY (1959) halten ebenfalls eine Entstehung
der Schaftwand in dieser Weise bei den Stenotelen von Hydra fir wahrscheinlich.
Allerdings fanden die Autoren Kapselanlagen mit vollstindiger Schaftwand, aber ohne
Stilette und Dornen. Sie schlielen daraus, daff die Bewehrung erst nach der Ausdiffe-
renzierung der Schaftwand gebildet wird. CxapMaN & TiLNEY nehmen daher auch an,
dafl die Stilette und Dornen an der Schaftwand entstehen, mit dieser also von Anfang
an fest verbunden sind, wihrend ja bei D. reesi diese Verbindung erst im Lauf des
Wachstums der Schaftwand hergestellt wird. Wie dies geschieht, bleibt allerdings noch
unklar,
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Histochemische und auvtoradiographische Untersuchungen iiber die Entstehung des
Nesselschlauchs in den Nematocysten des Hydroidpolypen Dipurena reesi Vanucct
haben gezeigt, dafl das Zentralsekret der Kapselanlage fiir die funktionsgerechte
Lage des Nesselfadens in der Kapsel sorgt. Die Entstehung des Nesselfadens aufler-
halb der Kapselanlage ist sehr wahrscheinlich.

2. Das Zentralsekret hat weiterhin die Funktion eines Materialspeichers. Es I8st sich
nach der Aufspulung des Nesselfadens im peripheren Kaspelinhalt auf. Das im Zen-
tralsekret nachgewiesene Histidin gelangt in die Stilettanlagen.

3. Die Stilette und Borsten des Schafles werden auf einem PJS-positiven Achsenfaden
angelegt. Die Schaftwand umwiichst vom Apikalpol der Kapselanlage her die Sti-
lett- und Borstenanlagen.
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