Entwicklung, Bau und Bedeutung der Eihiillen
des Steinpickers (Agonus cataphracius 1..)*

Kraus-JURGEN GOTTING
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ABSTRACT: Development, structure and importance of the egg membranes of the armed
bullhead (Agonus cataphractus 1.). Females of the teleost Agonus catapbractus L. usually lay
their eggs in March between rhizoids of Laminaria. Development until hatching of larvae lasts
nearly one year. Fach egg is surrounded by a solid cortical layer excreted by the oocyte itself.
Before November, the ripening oocytes first form an inner cortical layer consisting of several
strata, and later on a somewhat thicker outer one. Radial canals penetrating the entire cortical
layer have not been observed. The cortex is composed of columnar structures, which are
imbedded in a homogeneous substance and which strongly refract light. The eggs are held
together and to the rhizoids by a mucus which hardens in sea water.

EINLEITUNG

Wihrend des ganzen Jahres findet man auf dem Helgolidnder Felswatt gelegent-
lich zwischen den Rhizoiden angespiilter Laminarien kleine Klumpen gelblicher bis
hell orangefarbener Eier — Fier des Steinpickers Agonus cataphractus L.

Der Steinpicker gehért zu den diskontinuierlich laichenden Fischen. Die Weib-
chen legen ihre Eier in der Zeit zwischen Januar und April, normalerweise im Mirz,
und zwar fast gleichzeitig, so daf der Laichvorgang binnen etwa 14 Tagen beendet
ist. Im Durchschnitt werden von einem Tier 1300 Eier von knapp 2 mm Durchmesser
abgelegt (GOTTING 1961). Die Fier brauchen fast ein ganzes Jahr zu ihrer Entwick-
lung. Die Larve schliipft Anfang des nichsten Jahres und ist dann bereits 6-8 mm
lang und lebhaft gefirbt durch orangegelbes und schwarzes Pigment. Hat sie eine
Linge von ca. 20 mm erreicht, so beginnt fiir sie das Leben am Grund (EnrenBAUM
1904).

METHODIK

Die intraovarialen Entwicklungsstadien der Oozyten wurden den Agonus-
Weibchen zu verschiedenen Jahreszeiten entnommen. Weiter sammelten wir frisch im
Aquarium abgelegte Eier und Gelege auf dem Helgolinder Felswatt und untersuchten
sie teils lebend, teils fixiert. Nach Fixierung in Formol, Alkohol, Carnoy, Smith

* Herrn Prof. W. J. ScuminT, Gieflen, zum 80. Geburtstag gewidmet.
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(DarrineToN & La Cour 1962), Bouin oder Bouin-Allen kamen die Eier nach den
iblichen Methoden in Paraffin. Die Schnittdicken lagen zwischen 5 und 10 . Die
dlteren Stadien sind durch ihre feste Hiille sehr schwer schneidbar. Zum Teil wurden
die Blocke Schnitt fiir Schnitt aufgearbeitet und zwischendurch in Wasser aufgeweicht.
Die Schneidbarkeit verbesserte sich dadurch etwas. Gefirbt wurde mit Himatoxylin
nach Delafield, Eisenhimatoxylin nach Heidenhain, Azan nach Heidenhain, Hima-

Abb. 1: Eiballen von Agonus zwischen Laminaria-Rhizoiden. Angespiil, Mai 1963

laun-Eosin, Kernechtrot (Romeis 1948) und Feulgen-Lichtgriin nach SEmmEns &
Brapurr (1941).
Die Eier aus den Laichballen sind fiir die Zwischenmedien kaum durchdringbar.
Da es nur auf die Eihiillen ankam, wurden diese in vielen Fillen abpripariert und
allein eingebettet. Die schlecht am Objekttriger haftenden Schnitte erhielten einen
Cedukol-Uberzug nach folgendem Verfahren (in Anlehnung an Siss & SevsoLp
1956/58):
1. aus abs. Alkohol fiir 2 Min. in Ather-Methanol (3:8 Teile),
2. Cedukol-Losung (1,5 g ,Cedukol® Bayer, 13,7 ml Ather, 36,3 ml Methanol)
2-3 Min.,

. auf Filtrierpapier in senkrechter Stellung abtropfen lassen (20 Sek.),
. Hirten der Schicht in 80%sigem Methylalkohol (2 Min.),
. 70%iger, 50%iger Alkohol, je 1-2 Min.,
. Aqua destillata.

Nach dem Firben und Entwissern wird die Cedukol-Schicht mit Ather-Alkohol
wieder entfernt.

N AW
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UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Die Entwicklung der Oozyten ist bereits frither geschildert worden. Sie durch-
lduft die gleichen Stadien, wie sie auch bei anderen Teleosteern auftreten (ARNDT 1956,
GorrinG 1961). Bleibt aber die Hiille bei planktischen Fischeiern diinn, so ist ihre
Dickenzunahme beim Steinpicker wie bei dhnlichen bodenlaichenden Arten bemerkens-

Abb. 2: Querschnitt durch das Ovar kurz nach der Laichzeit. Ovarhiillen abpripariert
(22. 3. 60, Bouin-Allen, Azan)

wert. Die Hiille wird erst auf einem relativ spiten Entwicklungsstadium fertig aus-
gebildet.

Die Oozyte im Stadium I ist weitgehend konzentrisch gebaut. Sié wird nach auflen
abgegrenzt von der primiren Qozytenmembran und eingehiillt von dem zunichst ein-
schichtigen Follikel. Besondere Hiillschichten sind noch nicht differenziert.

Im 1I. Stadium setzt eine Plasmazonierung ein. Von Interesse ist in diesem Zu-
sammenhang, daf} eine periphere Schicht entsteht, die eine gleichmifig breite Zone am
Auflenrand der Oozyte bildet. Diese Schicht mufl — wie aus der weiteren Entwicklung
hervorgeht — als plasmatische Rindenbildungsschicht aufgefafit werden. Sie bleibt bis
zum iltesten Stadium 1V vorhanden und wird weder von Rindenvakuolen noch von
Dotterschollen durchsetzt, sondern macht einen gleichmiflig feingranuliren Eindruck.
Eine solche Zone fand sich auch beim Wittling (Gor1iNG 1961). Gelegentlich erscheint
sie radifirstreifig. Sie entspricht wohl der von Emver (1872) und His (1873) schon be-
schriebenen ,,Zonoidschicht“. Wahrscheinlich wird die Struktur der Cortex im wesent-
lichen in dieser Zuflersten Plasmaschicht priformiert. Am Ende des Stadiums IT wird



4 K.-J. Gorrive

Abb. 3: Oozyten in verschiedenen Entwicklungsstadien (8. 9. 58, Bouin, Delafield).
1: Oozyte, Stadium I; 2: Qozyte, Stadium II; 3: Oozyte, Stadium I1I
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Abb. 4: Oozyte, Stadium III. Beginn der Rindenbildung. Unter der Rinde ist die plasmatische
Rindenbildungszone sichtbar (Bouin, Delafield). 1: Follikel; 2: Rindenschichten; 3: plasmatische
Rindenbildungszone; 4: Zellplasma mit Dotterkugeln und Fettvakuolen; 5: Kern mit Nucleoli
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die primire Qozytenmembran dadurch verstirkt, dafl auf ihrer Innenseite die ersten,
noch sehr diinnen Rindenschichten aufgelagert werden. Das entspricht den Befunden
bei der Schmerle, bei der die Rindenbildung ebenfalls im II. Stadium einsetzt (STERBA
1958).

Uber die oozytire Herkunft der Rindenschichten kann heute — entgegen den Auf-
fassungen von CHAUDHRY (1956) und WickLER (1957) — kein Zweifel mehr bestehen
(Korscuert & Hemper 1902, Retzius 1912, Seex 1933, ArnpT 1956, 1960 a, b, STERBA
1957 a, b, 1958, Gotring 1961). Infolgedessen sind auch die Bezeichnungen ,Zona

Abb. 5: Oozyte, frithes Stadium III (Bouin, Delafield). 1: Follikel; 2: primire Oozyten-
membran; 3: erste Rindenschichten; 4: plasmatische Rindenbildungszone

Abb. 6: Oozyte, Stadium IIT (Carnoy, Azan). 1: Nucleus; 2: perinucleares Plasma; 3: Zone
der Fettvakuolen und Dotterkdrner; 4: plasmatische Rindenbildungszone; 5: Cortex interna;
6: primire Oozytenmembran; 7: Follikel

radiata® bzw. ,,Corona radiata® (Stéur 1919, Krause 1921) und ,,Chorion® (Yama-
MoTO 1956, Wickrer 1957) in diesem Zusammenhang nicht korrekt. Fiir die Zona
radiata ist das bereits frither diskutiert worden (GOTTING 1961). Das Chorion ist als
sekundire, vom Follikelepithel gebildete Eihiille definiert (Anxer 1933). Da die Kor-
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Abb. 7: Oozyte, Stadium III {Carnoy, Azan). 1: zweischichtiger Follikel; 2: primire Oozyten-
membran; 3: Kortikalschichten; 4: plasmatische Rindenbildungszone; 5: degenerierende Qozyte

Abb. 8: Schnitt durch die Hillschichten einer Oozyte, spites
I11. Stadium. Die typische Radiirstreifung der zuerst aufge-
bauten Cortex interna wird deutlich.

(16. 11. 62, Bouin-Allen, Azan)

Abb. 9: Schnitt durch die
Hiille einer Oozyte, IV. Sta-
dium (5. 3. 63, Carnoy,
Delafield). Von der Cortex
externa ist nur ein Teil wie-
dergegeben. 1: Cortex ex-
terna; 2: Cortex interna
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tikalschichten jedoch von der Qozyte selbst aufgebaut werden, kann man sie nicht als
Chorion bezeichnen.

Sobald das Stadium III erreicht ist, verdickt sich die Cortex weiter. Bei Oozyten
mit Ausmaflen von etwa 270X 200 u ist die Rinde ca. 2,5 u stark. Die konzentrische
Schichtung ist bereits erkennbar. Unter der Cortex liegt mit 3 y Breite die erwihnte
radiirstreifige Bildungszone, dann folgt nach innen das iibrige Zellplasma. Es ist in den
duferen Bezirken fein granuliert, enthilt aber zum Kern hin zunehmend Fertvakuolen
(8 1 Durchmesser) und Dotterschollen (1,5 u breit).

Die Stadien I-IIT (bis ca. 300  Durchmesser) sind in den Ovarien der Agonus-
Weibchen das ganze Jahr iiber zu finden. Sie bilden-den Reservebestand an Oozyten.
Im September setzt die Reifung fiir die nichste Laichperiode ein. Das Wachstum der
Qozyten des Stadiums II1 wird besonders gefordert. Sie setzen sich schon durch ihre
Gréfle von den Reserve-Eiern deutlich ab, es gibt dann keine kontinuierlichen Grofien-

Abb. 10: Distaler Abschnitt der Hiillschich-
ten einer Qozyte, IV. Stadium. Siulenstruk-  Abb. 11: Schnitt durch den distalen Teil der

turen in konzentrischen Reihen. Die Verquel-  Hiillschichten einer laichreifen Oozyte (Bouin-
lung der duflersten Schichten hat eingesetzt  Allen, Gomori). 1: Membrana limitans;
(Bouin, Delafield) 2: Verquellungszone

liberginge mehr (GoTTING 1961). Mitte Dezember liegt der Durchmesser der reifenden
Qozyten zwischen 0,8 und 1,2 mm, kurz vor dem Ablaichen im Mirz bei 1,7 mm.

In der Oozyte I1I wird der Aufbau der Rindenschichten vervollstindigt. Deutlich
sind zwei Phasen zu unterscheiden. Zunichst ist nur eine etwa 50 u breite, radidr und
durchlaufend gestreifte Schicht vorhanden, die ich als Cortex interna bezeichne. Bei
stdrkerer (lichtmikroskopischer) Vergréflerung zeigt sich eine konzentrische Zonierung,
die durch die Radiirstreifung iiberdeckt wird. In eine homogen erscheinende Grund-
substanz sind stirker lichtbrechende Siulen eingebaut, die in konzentrischer wie auch
in radidrer Richtung streng in Reihen angeordnet sind.

Bis zu dieser Entwicklungsphase liflt sich das Schicksal der primiren Oozyten-
membran verfolgen: sie liegt ganz aufen und grenzt an die Follikelzellen. Die Cortex
interna wird innerhalb der Qozytenmembran gebildet. Der weitere Verbleib der Pri-
mirhiille ist mit Sicherheit nicht festzustellen, da sie sich wihrend der nun einsetzenden
Entwicklung nicht mehr deutlich vom sich mehr und mehr abflachenden Follikelepithel
abhebt. Bis Ende November findet man diese erste Phase der Rindenbildung. Anfang
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Dezember setzt die zweite Phase ¢in, die Ende Februar
abgeschlossen ist. In dieser Zeit wird eine zuflere Zone
aufgebaut (Cortex externa), die sich dadurch auszeichnet,
dafl die stark lichtbrechenden Elemente in konzentrischen
Reihen dicht aneinanderliegen, wihrend die Abstinde in

Abb. 12: Subtangentialer Schnitt durch die Cortex externa.
Siulenstrukturen quer getroffen, dadurch den Eindruck einer
Porenplatte hervorrufend (Carnoy, Lichtgriin)

Abb. 14: Hillen und Follikel einer degenerierenden Oozyte
Rindenschichten 18sen sich streifig auf (5. 3. 63, Bouin-Allen,
Delafield). 1: Follikel; 2: Kortikalschichten

radialer Richtung gréfler sind. So entsteht bei schwicherer
Vergroflerung der Eindruck einer iberwiegend konzentri-
schen Streifung. Auf subtangential gefithrten Schnitten
sind die Siulenstrukturen der Cortex externa querge-
schnitten. Mit der homogenen Zwischensubstanz erzeugen
sie den Eindruck einer Siebplatte. ArNDT (1960b) bildet

Abb. 13 (links): Schematische, mafistabgerechte Darstellung des

Aufbaus der Eihiillen von Agonus. 1: Membrana limitans;

2: Verquellungszone; 3: Siulenstrukturen; 4: homogene Zwi-
schenschicht; 5: Cortex externa; 6: Cortex interna
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fiir Cypriniden eine bei Aufsicht auf das lebende Fi ganz shnlich aussehende ,Poren-
Platte ab, weist aber ausdriicklich darauf hin, dafl er nicht entscheiden kdnne, ob es
sich tatsichlich um Poren handelt.

Durch Verquellung werden die Abstinde besonders in den Zufleren Schichten gro-
Rer. Ganz auflen wird die lichtmikroskopisch erkennbare Struktur vollig aufgeldst, die
juflerste Schicht besteht aus einer homogenen Masse. Als Abschluff ist eine Membran
vorhanden. Sie entspricht der ,,membrane limitante® von Stanr & Leray (1961) und
ist wahrscheinlich nichts anderes als die primire Oozytenmembran. Bei einigen Pri-
paraten hebt sie sich (durch die Fixierung?) wellig von der Cortex ab. Da ihre Her-
kunft nicht eindeutig nachgewiesen werden kann, soll sie mit dem neutralen Ausdruck
»Membrana limitans“ benannt werden.

Beim laichreifen Ei ist die Cortex externa dicker als die Cortex interna. Der
Follikel bleibt bis zur Laichzeit erhalten. Er reifft erst unmittelbar vor der Eiablage.
In den Ausfiihrgingen werden die Eier mit Schleim umhiille, der im Seewasser erhirtet,
die Eier zu Klumpen verklebt und eine tertiire Eihiille (Anker 1933) bildet.

Yamamoro (1956) beschreibt fiir das Ei von Lampetra japonica einen dhnlichen
Aufbau der Hiille aus zwei Schichten, die nur am animalen Pol gleich didk sind. Inter-
essanterweise sind auch STERBA & FrANKE (1959) bei elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen an den Eiern des Buntbarsches Cichlasoma festivum zu dem Ergebnis
gekommen, daf in den Stadien 11T und IV die Kortikalschicht aus zwei Zonen besteht:
einer dickeren Innen- und einer diinneren Auflenschicht. Wenn es auch nicht méglich
ist, elektronenmikroskopische und lichtmikroskopische Strukturen direkt zu ver-
gleichen, so bietet sich vielleicht doch ein Hinweis auf eine Grundkonstruktion, die bei
den Eiern aller Teleosteer vorhanden ist und im Einzelfall verschiedene Ausgestaltung
erfihre.

Normalerweise findet sich in jedem Ovar eine gewisse Menge degenerierender
Oozyten. Werden die Agonus-Weibchen im Aquarium lingere Zeit (4-6 Wochen vor
der Eiablage) gehalten, dann steigt die Anzahl der Eizellen, die wieder abgebaut wer-
den. ¥s handelt sich stets um Qozyten im Stadium 1V, die also eigentlich abgelaicht
werden sollten. Degenerierende Oozyten sind histologisch interessant gerade in bezug
auf die Struktur der Eizellhiillen. Der Abbauvorgang setzt vor der oben geschilderten
Verquellung ein. Die Siulenstrukturen der Rinde bleiben zunichst in radialen Reihen
zusammenhingen, so dafl die Cortex faserig aussieht. In dieser Phase unterliegt auch
der Follikel bereits den Abbauvorgingen.

Bricht man die Hiille einer normal entwickelten Oozyte gewaltsam auf, so ver-
lduft der Rifl entlang der Kanten der Siulenstrukturen, in den Zwischenschichten auf
einer Seite vorspringend, auf der anderen entsprechend zuriicktretend, so dafl die
Bruchstelle insgesamt gesigt aussieht.

Das fertige Ei wird durch seine Hiillschichten ausgezeichnet geschiitzt. In ein-
facher Versuchsanordnung wurde die Belastbarkeit gepriift: erst unter einem Druck
von 3-3,5 kp platzt das einzelne Ei. Diese Druckfestigkeit kommt den Eiern in flache-
ren, vom. Seegang beeinflufiten Wassertiefen zugute. Gelege, die auf dem Felswatt bei
ausgeprigten Niedrigwasserstinden trockenfallen oder die nach Stiirmen mit den La-
minaria-Rhizoiden auf das Trockene geworfen werden, sind noch lebensfihig, solange
sie feudht bleiben. Gelegentlich werden die Fierballen von Silbermdwen gefressen. Man
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findet ab und zu die wieder ausgespieenen, unverdaulichen Klumpen, oft vermischt mit
Fischwirbeln und Teilen von Krebsscheren. Die Eler sind dann ausgebleicht und durch
Schrumpfung eingedellt.

Uber den Stoffaustausch zwischen Ei und umgebendem Medium lafit sich vorerst
noch nichts mit Gewi8heit aussagen. Porenkanilchen sind in der Rinde des untersuchten
Objektes nicht vorhanden. MiiLLEr (1854), BecHER (1928) und WickLer (1956, 1957)
haben auf Grund ihrer Befunde solche Kanille beschrieben, neuerdings auch StErsa
& MuLLER (1962) nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen an dem Zahn-
karpfen Cynolebias belotti. Im Gegensatz dazu steht die dltere Auffassung von STERBA
(1957 a, b), der damals besondere Brechungsverhiltnisse fiir die Radidrstreifung ver-
antwortlich machte. Spek (1933) hatte bereits von der Stibchenstruktur der Eirinden-
schichten gesprochen. Die beiden letztgenannten Auffassungen kommen unseren Be-
funden am nichsten.

Fine Einschrinkung mufl gemacht werden: in bestimmten Bereichen der Qozyte
wird im letzten Entwidklungsstadium die duflere verquollene Schicht von Kanilchen
durchsetzt. Diese Kanilchen dringen in Richtung der ersten Sdulenzone nach innen vor,

Abb. 15: In die Verquellungszone einer laichreifen Qozyte vordringende Kanile (5. 3. 63,
Carnoy, Heidenhain). 1: Membrana limitans; 2: Kanile; 3: Verquellungszone

erreichen sie aber nicht ganz. Moglicherweise kénnen die Nihrstoffe vom Follikel gut
durch die Cortex diffundieren, und der Transport wird erst durch die kurz vor dem
Laichen einsetzende Verquellung behindert, so dafl dann ein Durchgang in Form der
Kanile geschaffen wird. Nach den bisherigen Beobachtungen liegen sie in Form einer
Siebplatte in der Nihe des vegetativen Pols.

Die Liicken zwischen den Eiern eines Gelegeballens sind willkommener Schlupf-
winkel fiir andere Organismen. Vor allem Harpacticiden, aber auch kleine Polychaeten
sind anzutreffen. Die Eier werden schnell von Diatomeen iiberwachsen. Die urspriing-
lich orangegelbe Farbe der Eiballen wird schmutzig-briunlichgriin. Es handelt sich um
Diatomeen der Gattung Surirella’. Sie setzen sich auf der Oberfliche fest, dringen aber
auch in die oberen Verquellungsschichten der Rinden ein. Um die Diatomeen herum
entsteht ein brauner Hof, wahrscheinlich aus Mangan. Dieser Aufwuchs ist normaler-
weise an allen ilteren Gelegen zu finden und beeintrichtigt die Lebensfihigkeit der
Eier nicht.

! Fiir die Bestimmung danke ich Herrn Prof. H. Fiscuer, Bonn.
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Abb. 16: Diatomeen der Gattung Surirells an der Oberfliche eines Eies von Agonus
(Mai 1963, Alkohol, Phasenkontrast)

ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Weibchen von Agonus cataphractus L. legen meist im Mirz ihre Eier zwischen
den Rhizoiden von Laminaria ab. Die Entwicklung bis zum Schliipfen der Larve
dauert etwa ein Jahr.

2. Die einzelnen Eier sind von einer festen Hiille umgeben, die von der Qozyte ge-
bildet wird.

3. In den zur nichsten Laichperiode heranreifenden Oozyten wird bis zum Novem-
ber zunichst eine innere, mehrschichtige Rindenzone aufgebaut, anschliefend eine
dickere dufiere.

4, Durchlaufende Kanilchen waren nicht nachzuweisen.

5. Die Eihiille besteht aus stark lichtbrechenden Sdulenstrukturen, die in eine homo-
gene Grundmasse eingelagert sind.

6. Die Eier werden durdh im Seewasser erhirtenden Schleim untereinander zusammen-
gehalten und zwischen den Rhizoiden befestigt.
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