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I. Einleitung

Die Oogenese der Tiere ist ein intensiv bearbeitetes Gebiet. Dies ist verstdnd-
lich im Blick auf die widhrend der Eireifung ablaufenden, cytologisch sehr interes-
santen Vorginge wie die Reduktionsteilung, die Bereitstellung von in grof3en
Mengen benotigten Cytoplasmabestandteilen, die Dotterentstehung und die Ei-
schalenbildung. Entwicklungsphysiologisch ist interessant, daB3 offenbar bei man-
chen Tiergruppen bereits im Ei die Hauptachsen des Embryos angelegt werden
(KUEHN, 1965; NETZEL, 1968; RAVEN, 1961). Auch scheinen wiahrend der Oogenese
gebildete, inaktivierte messenger-RNS und ribosomale RNS an den nach der Be-
fruchtung einsetzenden Proteinsynthesen beteiligt zu sein (DuspIva, 1969; HANSEN-
DELKESKAMP, 1969). Die QOogenese ist somit innig mit der nachfolgenden Periode
der Embryogenese verkniipft.

Bei den Zecken sind nur wenige lichtmikroskopische Arbeiten iiber die Ooge-
nese erschienen (Ixodiden: BALASHOV, 1964; BoONNET, 1907; Das, 1939; DOUGLAS,
1943; LEEs & BEAMENT, 1948; NORDENSKIOELD, 1909; Samson, 1909; STELLA, 1938;
T, 1961. Argasiden: BarLasHOV, 1964; CHRISTOPHERS, 1906; LEES & BEAMENT,
1948; RoBnsoN & DAvIDsoN, 1913 a, 1913 b, 1914; WAGNER-JEVSEENKO, 1958). Zur
Erweiterung der Kenntnisse erwies es sich als notwendig, die Oogenese bei Orni-
thodorus moubata mit modernen Methoden wie z. B. der Elektronenmikroskopie
und der Histochemie nidher zu untersuchen. Die ersten elektronenoptischen Resul-
tate sind bereits erschienen (AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969). Der Fall von
0. moubata ist deshalb interessant, weil diese Art (wie noch O. savigny) besonders
groBe Eier resp. Dottermengen braucht, da nicht nur der Embryo, sondern auch
die Larve vom mitgegebenen Dotter leben.

Besondere Aufmerksamkeit fand die Frage nach der Herkunft des Protein-
dotters. Eine Reihe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen deutet auf eine
doppelte Quelle hin. Bei vielen Oocyten findet neben einer endogenen, intra-
oocytiren Synthese noch eine Aufnahme von exogenem, extraoocytidr synthetisier-
tem Dottermaterial durch Mikropinocytose statt (ANDERSON, 1968; BEams & KEs-
SEL, 1963; BeaMs & SexHON, 1966; DuMoONT & ANDERSON, 1967; DROLLER &
RotH, 1966; HinscH & CoNE, 1969; KESSEL, 1966 a, 1966 b, 1968 a, 1968 b; KESSEL
& Kemp, 1962; KING, BAILEY & BABBAGE, 1969; KORFSMEIER, 1966; WARTENBERG,
1962, 1964). Nur selten scheint eine endogene Dotterproduktion allein vorzukom-
men (ANDERSON & HUEBNER, 1968; KESSEL, 1968 c). Viele Qocyten von Insekten
erhalten ihren Proteindotter fast ausschlieBlich aus der exogenen Quelle (AGGAR-
wAL, 1968; ANDERSON, 1964; BEaMs & KESSEL, 1969; BIER, 1963, 1968; BIER &
RAMAMURTY, 1964; FAVARD-SERENO, 1964; Hopkins & KinG, 1966; KEsSEL &
BEamMs, 1963; KING & AGGARWAL, 1965; RaAMAMURTY, 1964; RAMAMURTY &
MAJUMDAR, 1967; RoTH & PORTER, 1964; STAY, 1965; TELFER, 1965).

Die zellphysiologisch interessante Hypothese der Aufnahme von bereits synthe-
tisierten Dotterproteinen aus der Haimolymphe in das Ei wurde durch eine Reihe
von elektrophoretischen und immunologischen Untersuchungen bestitigt. Es zeigte
sich, dafl wihrend der Vitellogenese spezifisch weibliche «female proteins» (auch
«vitellogenins» genannt) sowohl in der Himolymphe wie auch im Eidotter auf-
treten (ADrvoDi, 1967; BobDNARYK & MORRISON, 1966, 1968; CoLEs, 1964, 1965;
ENGELMANN, 1969; HiLL, 1962, 1965; LaMmy, 1967; LAUFER, 1960; MILLs, GREEN-
SLADE & CoucH, 1966; NieLsoN & MirLs, 1968; OrRr, 1964 a, 1964 b; PAN, BELL
& TELFER, 1969; SCHEURER, 1969; TELFER, 1965; WILLIAMS, 19653).

Nach den elektronenmikroskopischen Resultaten von AESCHLIMANN & HECKER
(1967, 1969) scheint der Proteindotter von Q. moubata sowohl aus einer endogenen
wie aus einer exogenen Quelle zu stammen. Eines der beiden Hauptziele der vor-
liegenden Arbeit ist es, die Hypothese der exogenen Dotterquelle mit Hilfe von
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elektrophoretischen und immunologischen Untersuchungen sowie durch das Stu-
dium der Aufnahme von Trypanblau in das Ei zu stiitzen.

Der Eidotter erweist sich chemisch als sehr komplex (BONHAG, 1958; NATH,
1960; RAVEN, 1961; WILL1AMS, 1965). AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) be-
schrieben im Ei von O. moubata neben den Dotterschollen noch Lipidvakuolen
und Glykogen. Als zweites Hauptziel der Arbeit soll mit den Techniken der Histo-
chemie und der Diinnschichtchromatographie versucht werden, mehr iiber die
chemische Natur des Dotters auszusagen.

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. R. GEIGY, danke ich herzlich fiir
seine Unterstiitzung, sein Interesse an der vorliegenden Arbeit sowie fiir den Ar-
beitsplatz am Schweizerischen Tropeninstitut. Herrn PD Dr. A. AESCHLIMANN
spreche ich fiir seine wertvollen Ratschlige und die vielen anregenden Diskus-
sionen meinen besten Dank aus. Zu grolem Dank bin ich auch Herrn PD Dr. C.
G. HONEGGER fiir seine zuvorkommende Hilfe und fiir die zeitweise Uberlassung
eines Arbeitsplatzes samt den notwendigen Geriiten fiir die Diinnschichtchromato-
graphie und die Elektrophorese verpflichtet. An dieser Stelle gebiihrt auch meinem
Freunde N. WEiss herzlichen Dank fiir seine Ratschldge bei den immunologischen
Arbeiten. Herrn Dr. H. HEcker und Herrn cand. phil. II L. JENNI danke ich fiir
das Uberlassen von elektronenmikroskopischen Aufnahmen und von einigen Semi-
diinnschnitten.

II. Material und Methoden

Die Zecken stammen aus dem Ulanga District (Tanzania). Sie werden seit
mehreren Jahren am Tropeninstitut nach der von Geicy & HERBIG (1955) be-
schriebenen Methode geziichtet und von Zeit zu Zeit durch Frischimporte ergédnzt.
Die Blutmahlzeit erfolgt auf Meerschweinchen. Die Temperatur des Zuchtraums
betrdgt etwa 25-26° C, die relative Luftfeuchtigkeit ca. 70—80%.

Die angewandten histologischen und histochemischen Techniken finden sich in
den Handbiichern von KISZELY-POSALAKY (1964), PEARSE (1961, 1968), ROMEIS
(1968) und RUTHMANN (1966).

Die Fixierung der Geschlechtsorgane erfolgte je nach spaterem Verwendungs-
zweck in Boin-Dubosq, waBrigem Bouin, Carnoy, LiLLIE’'s AAF, Lison-Vokaer,
LLLIE’s alkoholischem Pb-Nitrat, Zenker, Susa, neutralem 4%- und 10%o-Formalin
und Ca-Formol nach BAKER mit und ohne anschlieBende Chrombehandlung.

Fiir die Paraffinhistologie wurden die Objekte iiber Butanol in Paraffin (Smp.
56° C) iibergefiihrt. Durch die Einbettung wurden dotterhaltige Eier hart und
spréde. Sie lieBen sich trotzdem schneiden, wenn vor jedem Schnitt die Block-
oberfliche kurze Zeit gewdssert oder angehaucht wurde (Schnittdicke 7 w).

Fiir die Lipidhistochemie gelangten Kryostatschnitte und Gefrierschnitte von
fixierten, in Gelatine eingebetteten Ovarien zur Anwendung. Zur Kontrolle wur-
den die Schnitte einer Extraktion durch Aceton, heiBen Aether, Chloroform-
Methanol (2 : 1) oder Pyridin unterworfen. Pyridin-Extraktion nach BAKER erfolgte
auch an ganzen Ovarien.

Himatoxylin und saures Hdmalaun mit und ohne Erythrosin wurden fiir die
Ubersichtsfirbungen verwendet.

Die Nucleinsduren wurden mit Himatoxylin, saurem Hdmalaun, Chromalaun-
Gallocyanin und Eisenhdmatoxylin nach WEIGERT angefirbt. Die DNS wurde
mit der Feulgen-Reaktion und der empfindlicheren Fluoreszenzmethode nach
STERBA & SCHAEFFNER (1965) nachgewiesen. Ribonuclease (Hersteller Fluka AG)
und die Trichloressigsdure-Methode dienten zur Extraktion der RNS aus den
Schnitten,
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Zum histochemischen Nachweis der Proteine, Kohlenhydrate und Lipide wur-
den die in Tabelle 1 angegebenen Reaktionen angewandt.

Tabelle 1. Angewandte histochemische Nachweisreaktionen fiir Proteine,
Kohlenhydrate und Lipide

Proteine Hg-Bromphenolblau-Methode nach BONHAG
Tetrazoniummethode nach DANIELLI
Ninhydrin-Schiff-Methode nach YASUMA & ITCHIKAWA

Basische Proteine Fast Green FCF nach ALFERT & GSCHWIND

Kohlenhydrate PAS-Reaktion nach McMANuUS, mit reversibler Blockierung
durch Acetylierung nach LILLIE
Fir den Nachweis des Glykogens wurden die Schnitte mit
Speichel oder Diastase behandelt

Saure Mucopoly- Alcian Blue-Methoden bei pH 2,5 und pH 1
saccharide Alcian Blue CEC-Methode
Low iron diamine-Methode nach SPICER
High iron diamine-Methode nach SPICER
Dialysed iron-Methode nach HALE

Lipide Oil Red O-Methode
Sudan black B-Farbung
Phospholipide BAKER’s acid haematein-Methode

Nilblaumethode nach CaN

Nilblausulfat-Methode nach MENSCHIK
Cu-Phtalocyanin-Methode nach KLUEVER & BARRERA
Phosphormolybdinsiuremethode nach LANDING

Cholesterin und Methode nach SCHULTZ
Cholesterinester

Zuckerhaltige Lipide = Modifizierte BRUCKNER-Reaktion nach DIEZEL
Fettsduren HoLczINGER’s Fettsdurentechnik

Demaskierung von Burnt Sudan black B nach BERENBAUM
Lipoproteinen

SH- und SS-Gruppen wurden mit der DDD-Reaktion nachgewiesen, wobei
Iodacetat zur Blockierung der SH-Gruppen verwendet wurde. Zur Darstellung
der Sulfatgruppen dienten die Benzidinreaktion nach Bracco & CURTI sowie die
Tetrazoniummethode nach GEYER. Sulfat- und Carboxylgruppen wurden mit der
Aldehyd-Fuchsin-Methode von HALMI & DAvIEs nachgewiesen. Die Methode nach
Fis”HER & LILLIE diente zur milden Methylierung der COOH-Gruppen. Die Deme-
thylierung geschah mit KMnO, oder der KOH-Verseifung.

Fiir den Nachweis von hdmatinhaltigen Verbindungen wurde die Benzidin-
Reaktion nach LoOELE gebraucht, wobei Peroxydasen durch Cyanidhemmung
(0,01 m) ausgeschlossen wurden.

Die Basophilie der verschiedenen Zellbestandteile wurde mit der Methylenblau-
extinktion nach DEMPSEY & SINGER bestimmt.
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Zum Nachweis der Aufnahme héhermolekularer Stoffe in das Ei diente der
semikolloidale saure Farbstoff Trypanblau. Etwa 0,2-0,5 ml der frisch zubereite-
ten, 0,05%0 oder 1%, wiBrigen Losung wurde mittels einer Mikropipette durch
eine Coxa in das Hidmocoel eingespritzt. Die Ovarien wurden in verschiedenen
Zeitabstinden nach der Injektion herausseziert, in Susa fixiert und in Paraffin
eingebettet. Die Schnitte wurden dann ohne weitere Farbung im Mikroskop aus-
gewertet. Fiir Kurzzeitinkubationen wurden Ovarien in vitro in die Trypanblau-
losung getaucht und dann histologisch weiter verarbeitet.

Die Diinnschichtchromatographie der Eilipide erfolgte nach den Angaben von
HoNEGGER (1962 a, 1962 b), HONEGGER & FREYVOGEL (1963), RANDERATH (1965)
und StAHL (1967).

Zur Gewinnung der Eilipide wurden Eier aus dem Ovarlumen unter dem
Binokular mit einer Mikropipette angestochen und ausgesaugt. lhr Inhalt wurde
lyophilisiert und die Lipide anschliefend mit Chloroform : Methanol (2 : 1) extra-
hiert. Etwa 1 ml Extraktionsmittel wurde pro 50 mg lyophilisiertes Eimaterial
verwendet.

Je nach Bediirfnis wurden 1-30 ul Extrakt punkt- oder strichformig auf vor-
gereinigte (Chloroform), kurz aktivierte (10°, 110° C) Kieselgel G-Platten (Merck
AQG) aufgetragen und bei Kammersittigung aufgetrennt. Die Laufstrecke betrug
10 ecm. Als Laufmittel wurden Chloroform : Methanol : 2,5n NH; = 60:35:8
(Laufmittel 1), Chloroform : Methanol : H,O = 65 : 25 : 4 (Laufmittel 2), Chloro-
form (Laufmittel 3) und Tetrachlorkohlenstoff (Laufmittel 4) verwendet. Chloro-
form, Methanol und Tetrachlorkohlenstoff wurden vor Gebrauch frisch destilliert,
da sie teilweise erhebliche Verunreinigungen enthielten.

Zur Anfiarbung der Flecke dienten Phosphormolybdinsaure, Rhodamin B,
Ninhydrin, Kaliumwismuthjodid, Orcin-H,SO, sowie das Schiff- und das Zinzade-
Reagens. Die gelbliche Untergrundfarbung nach Anwendung der Phosphormolyb-
diansdure wurde mittels NH;-Dampfen entfernt.

Als bekannte Vergleichssubstanzen wurden Lysolecithin, Lecithin, Kephalin,
Triolein, Cholesterin, Cholesterinstearat und Squalen mit aufgetrennt.

Die Auftrennung der Ei- und Himolymphenproteine erfolgte mittels der Poly-
acrylamidgel-discelektrophorese nach CLARKE (1964). Zur Gewinnung der Himo-
lymphe wurde den Zecken das vierte Beinpaar auf der Hohe der Coxa abge-
schnitten und die austretende Fliissigkeit mittels Mikropipetten von 1 gl Inhalt
aufgenommen. Die gewlinschte Menge Hiamolymphe pro Elektrophoreselauf wurde
in 0,1 ml eisgekiihlte 4%/ Saccharoselosung pipettiert und die Himocyten abzentri-
fugiert. AnschlieBend erfolgte sofort die Elektrophorese.

Zur Gewinnung der Eiproteine wurden die Eier in eisgekiihlter 4%/ Saccharose-
I6sung homogenisiert und die Zelltrimmer abzentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand sofort der Elektrophorese unterworfen.

Die Fiarbungen der Proteine, Glykoproteine und eisenhaltigen Proteine erfolg-
ten nach den Vorschriften von CLARKE (1964). Sudan black B diente zum Nach-
weis der Lipoproteine (sieche DIEHL, 1969). Phospholipide oder Sterole enthaltende
Lipoproteine wurden nach den Angaben von WaNG & PatToN (1968) angefarbt.

Zur Messung des relativen Proteingehaltes wurden die mit Amidoschwarz ge-
firbten Elektrophoresebanden ausgeschnitten und mit 1 n NaOH eluiert. Die Ab-
lesung der Extinktion erfolgte bei 578 nm gegen das Eluierungsmittel.

Die indirekte Immunofluoreszenzmethode nach Coons diente zur Priifung der
antigenischen Eigenschaften der Ei- und Himolymphenproteine. Nach der elektro-
phoretischen Auftrennung der Hidmolymphenproteine wurde der unfixierte Gel-
zylinder der Linge nach auf dem Kryostat geschnitten (Schnittdicke 7 ). Die
Weiterbehandlung erfolgte den Vorschriften entsprechend im ersten Schritt mit
Antikdrpern gegen Eiproteine, im zweiten Schritt mit fluoreszierenden Antikorpern
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gegen Miureserumproteine (Hersteller Institut Pasteur). Die Auswertung der
Resultate geschah mit dem Fluoreszenzmikroskop. Weder das Polyacrylamid
noch die Elektrophoresebanden zeigten eine Eigenfluoreszenz.

Die Antikorper gegen Eiproteine wurden hergestellt, indem einer weillen Maus
das Homogenisat von je 50 frisch abgelegten Eiern dreimal in Abstinden von je
4 Tagen 1i.p. injiziert wurde. Nach zwei Wochen erfolgte eine weitere Booster-
injektion. 15 Tage darauf wurde das Serum gewonnen.

Die Bestimmung des Wassergehaltes von Eiern geschah durch Lyophilisieren
und anschlieBendes Trocknen bei 120° C iiber Kalziumchlorid oder Kupfersulfat
bis zur Gewichtskonstanz.

Fiir den Volumenvergleich von Zellen, Kernen und Nucleoli wurden an den
Serienschnitten ihre Umrisse mittels des Projektionszeichenapparates auf Papier
gezeichnet, ausgeschnitten und gewogen (RoMEIs, 1968).

III. Resultate
A. Morphologie der weiblichen Geschlechtsorgane

AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969), BaLasHov (1964), BURG-
DORFER (1951), LEes & BEAMENT (1948) und WAGNER-JEVSEENKO
(1958) beschrieben die Morphologie des weiblichen Geschlechtsappa-
rates von Ornithodorus moubata. lhre Ergebnisse sollen hier kurz
wiederholt werden (siche Abb.1). Im hintern Korperabschnitt befindet
sich das U-formige Ovar, das durch die aus der Organoberfliche her-

Abb. I. Schema des weiblichen Geschlechtsapparates von O. moubata. V = Vagina;
U = Uterus; DT = distaler Teil des Ovidukts; A = Ampulle; PT = proximaler
Teil des Ovidukts; O = Ovar; R = Rostrum; 1, 2, 3, 4 = Beinpaare 1-4.
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ausragenden Oocyten ein girlandenférmiges Aussehen besitzt. Die an
die beiden Ovarenden anschliefenden paarigen Ovidukte werden durch
eine blasenformige Erweiterung — die Ampulle — in einen proximalen
und in einen distalen Abschnitt geteilt. Sie miinden in den zweihornigen
Uterus. Die kurze, anschlieBende Vagina fithrt etwa auf der Hohe der
Coxae des ersten Beinpaares nach auBBen. Die Geschlechtsorgane wer-
den von feinen Tracheen umsponnen.

B. Histologie des Ovars

Mehr oder weniger ausfiihrliche Beschreibungen der Histologie des
Ovars von O. moubata finden sich bei LEES & BEAMENT (1948), WAG-
NER-JEVSEENKO (1958), BALASHOV (1964) und AESCHLIMANN & HECKER
(1967, 1969). Schnitte durch das Ovar eines frisch gehduteten Weib-
chens zeigen den histologischen Aufbau dieses Hohlorgans (Abb. 2, 3,
6, 8 und 9). Ein bis zu mehreren Zellagen breites Ovarepithel (Ovar-
wand) umschlie8t das zentrale Ovarlumen. Es setzt sich aus Epithel-
zellen, OQogonien und verschieden groBen Oocyten 1 zusammen. Die
Oogonien findet man iiberall zwischen den Epithelzellen, hidufiger aber
im rostralen, dem Uterus zugewandten Bereich (Keimzone, Abb. 2). Die
groferen Oocyten I ragen weit aus der Organoberfliche heraus und sind
nur durch ein Band aus wenigen Zellen («Funiculus») mit der Ovar-
wand verbunden (Abb.9). Eine diinne Basallamina begrenzt das Ovar
und die Oocyten gegen das Hamocoel. Somit sind die Eier nicht von
Follikelzellen umgeben, wie das bei Krebsen (KESSeL, 1968 c¢) oder
Insekten (WEBER, 1966) der Fall ist. An der AulBenseite der Basal-
lamina sind verstreut einzelne Zellen angeheftet (Abb.9). Elektro-
nenmikroskopisch erweisen sie sich als Muskelzellen mit nicht stark
ausgepragter Querstreifung (HECKER, miindliche Mitteilung). Feine
Tracheen fiihren in die Ovarwand.

Ahnlich aufgebaute tubuldre Ovarien finden sich sowohl bei den bis-
her untersuchten Zecken (siche z. B. BaLasHOv, 1964) wie auch bei

Vertretern der Xiphosura, Araneae, Opiliones und Acari (GRASSE,
1949).

C. Oogenese

Die Oogenese soll in vier Abschnitte gegliedert werden:
1. Phase der primeiotischen Kernvorgéange.

2. Phase des Cytoplasmawachstums (Pravitellogenese).
3. Phase der Dotterbildung (Vitellogenese).

4. Ovulation und postovulatorische Phase.
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1. Phase der prameiotischen Kernvorgiange

Die meiotischen Prophasestadien der Eier wurden von WAGNER-
JEVSEENKO (1958) ausfiihrlich beschrieben. Die Autorin beobachtete in
der Ovarwand mitotische Teilungen der Oogonien (Kerndurchmesser
~ 6 1), aus denen die jungen OocytenI hervorgehen. Die Oocytenkerne
erreichen tber das Leptotdn, Zygotin, Pachytan und Diplotidn das Dia-
kinesestadium, bei dem die stark kontrahierten, feulgenpositiven Chro-
mosomen an der Kernperipherie liegen (Abb. 6). Die Kerne vergrof3ern
sich dabei leicht (Kerndurchmesser im Diakinesestadium ~ 7-8 «); das
Zellvolumen verdndert sich nicht meBbar.

Die Oocyten entstehen iiberall im ganzen Bereich des Ovars, vor-
nehmlich jedoch im rostralen, dem Uterus zugewandten Bereich (Keim-
zone nach WAGNER-JEVSEENKO [1958]). Sie sind leicht von den Ovar-
wandzellen zu unterscheiden, da die Zellkerne der letzteren etwas klei-
ner sind und unregelmalig verteiltes Heterochromatin sowie einen oder
zwei kleine Nucleoli enthalten (Abb. 6).

2. Pravitellogenese (Phase des Cytoplasmawachstums)

Die meisten Beobachtungen von WAGNER-JEVSEENKO (1958) kon-
nen bestitigt werden; gewisse Resultate jedoch werden anders inter-
pretiert.

2.1. Cytologie der Eizelle

aolel, KEHH

Am Ende der Prophase der ersten Reifeteilung verwandelt sich der
Eikern in einen ausgesprochenen «Arbeitskern» mit rein vegetativer
Funktion. Mit dem Beginn der Nucleolusbildung und einer in der Folge
bedeutenden Kernvolumenzunahme verlieren die Diakinesechromoso-
men nach und nach ihre Fadrbbarkeit. Sie gehen in einen euchromati-
schen Zustand iiber (Abb. 3, 4 und 6). Das Karyoplasma erscheint
dann im fixierten Zustand fibrillar-granuldr und mit Hamalaun, WEI-
GERT'schem Hamatoxylin und Chromalaun-Gallocyanin leicht graublau
angefarbt (Abb.4). Im lebenden Zustand (Phasenkontrastmikroskop)
besitzt der runde Kern einen optisch leeren, homogenen Aspekt. Weder
mit der Feulgenreaktion noch mit der empfindlicheren Pseudoisocyanin-
chlorid-Fluoreszenzmethode nach STERBA & SCHAEFFNER (1965) ist DNS
nachzuweisen. Dieser auf eine starke Entspiralisierung der DNS zuriick-
zufithrende negative Nachweis wird oft bei Oocytenkernen beobachtet
(z. B. ARNDT, 1960; BIER, 1968; RAVEN, 1961; STERBA & SCHAEFFNER,
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Abb. 2. Schnitt durch das Ovar eines frisch geschliipften Weibchens. K = Keim-
zone mit jungen QOocyten I; OL = Ovarlumen; OW = Ovarwand. Die alteren,
basophilen Oocyten I ragen in das Himocoel (H) hinein. Fix.: Carnoy; Farb.:
saures Hamalaun.

Abb. 3. Beginnende Vakuolisierung des Nucleolus (—). OW = Ovarwandzellen;
H = Hiamocoel. Fix.: Carnoy; Farb.: Chromalaun-Gallocyanin.

Abb. 4. Euchromatischer Qocytenkern (K) am Ende der Privitellogenese. Der
Nucleolus enthilt eine groBe Zentralvakuole (V) mit fein granulirem Inhalt.
Fix.: Carnoy; Farb.: Chromalaun-Gallocyanin.

Abb. 5. Der basophile Cortex (C) des Nucleolus enthiilt weitere kleine Vakuolen.
V = Zentralvakuole. Semidiinnschnitt (L. Jenni).
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Abb. 6. Junge Qocyten I (O) zwischen Ovarwandzellen (WZ). Bei 1 bildet der
Kern einen peripher liegenden Nucleolus aus. Bei 2 vakuolisiert sich der Nucleolus.
Im euchromatischen Karyoplasma befindet sich ein basophiles Nebenkorperchen.
Fix.: Carnoy; Féarb.: Chromalaun-Gallocyanin.

1965). Moglicherweise ist auch ein Teil der DNS durch Proteine blok-
kiert und deshalb nicht nachweisbar (STERBA & SCHAEFFNER, 1965). Die
DNS liegt in einer Form und Konzentration vor, die sich unter der
Empfindlichkeitsgrenze der relativ groben Nachweismethoden befindet.
Auch elektronenmikroskopisch konnten keine Chromosomen dargestellt
werden (AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969).

Wihrend der Privitellogenese erfihrt der Kern cine starke Volu-
menvergroBerung um etwa das Tausendfache (Abb.7). Kurz vor der
Dottereinlagerung besitzt er einen Durchmesser von ca. 50 . Gegen
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Abb. 7. Verinderungen des relativen Kernvolumens (x) und des Nucleolusvolu-
mens (+) im Verlauf der Privitellogenese und der Vitellogenese. Die Kurven wur-
den an Carnoy-fixierten Ovarien gewonnen.
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den SchluB3 der Privitellogenese verlagert er sich an die Eiperipherie
beim Funiculus (Abb. 8 und 9). Diese periphere Lage wird bis weit in
die postovulatorische Phase hinein beibehalten werden. Dadurch erhalt
die Oocyte eine Polarisierung.

Nach WAGNER-JEVSEENKO (1958) treten wahrend der Auflosung der
Diakinesechromosomen feulgenpositive Ringe, Kliimpchen und Stiab-
chen tiber dem Nucleolus auf, die in der Folge aus dem Kernraum ver-
schwinden und sich im Cytoplasma als feine Kornelung ansammeln. Die
Autorin schlof daraus, dall die Kern-DNS ins Cytoplasma gelangt.
Dies wiirde auch den feulgennegativ reagierenden Kern erkldren. Es
handelt sich bei diesem feulgenpositiven Material aber um die DNS
von perinucledr gelegenen Symbionten und nicht um Chromosomen-
substanz des Eikerns (sieche auch BUCHNER, 1965).

2.1.2. Nucleolus

Der basophile Nucleolus erscheint mit dem Beginn der Kernvolu-
menvergroBBerung und der allméhlichen Auflosung der Diakinesechro-
mosomen. Er liegt zuerst an der Kernperipherie (Abb.3 und 6), ver-
lagert sich dann aber in das Kerninnere, wobei er eine rundliche Form
annimmt (Abb. 8 und 9). Ebenso wie der Kern erfdahrt der Nucleo-
lus im Verlauf der Pravitellogenese eine grofe Volumenzunahme
(Abb. 7). Dies ist in erster Linie auf eine starke Vakuolisierung zuriick-
zufithren. Kurz nach Verlagerung ins Kerninnere bildet der Nucleolus
eine groB3e, zentral gelegene Vakuole aus, deren leicht acidophiler In-
halt im fixierten Zustande feiner granuliert als das Karyoplasma er-

H

Abb. 8. Durch die starke Volumenzunahme wihrend der Pravitellogenese ragt die
Oocyte I ins Himocoel (H) hinein. Die an die Eizelle angrenzenden Ovarwand-
zellen (OW) beginnen sich zu teilen (—). OL = Ovarlumen. Fix.: Carnoy; Farb.:
Chromalaun-Gallocyanin.
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scheint. Die starke Basophilie wird dadurch auf einen peripheren,
schmalen Bereich (Cortex) beschrinkt (Abb. 4). Mit zunehmender
Grofle des Nucleolus erscheinen dann auch im Cortex selbst kleinere,
acidophile Vakuolen (Abb.5).

Am Ende der Pravitellogenese, vor der Dotterbildung, erreicht der
Nucleolus einen Durchmesser von etwa 30 . Er liegt meist im Kern-
innern, kann aber ofters auch nahe der Kernperipherie beobachtet wer-
den. Seine Lage im Kern scheint demnach nicht fixiert zu sein.

2.1.3. Nebenkorperchen

Mit beginnender VergroBlerung des Nucleolus treten im Karyoplasma
rundliche basophile Koérperchen auf (Abb. 6, 8, 9, 10 und 12). Thre
Anzahl pro Kern ist variabel (bis max. 15). Thr Durchmesser kann bis
zu 6  betragen. Solche Nebenkorperchen treten oft in Oocytenkernen
auf (RAVEN, 1961). Wie im Kapitel der Vitellogenese nidher beschrie-

H S

Abb. 9. Der am Ende der Privitellogenese fertig ausgebildete Funiculus (F) ver-
bindet die Oocyte I mit der Ovarwand (OW). Der Eikern befindet sich beim Funi-
culus; die Symbionten (S) sind an der entgegengesetzten Eiperipherie versammelt.
Im Kernplasma sind drei basophile Nebenkoérperchen vorhanden. Vereinzelt sind
Muskelzellen (MZ) an der dem Hamocoel (H) zugewandten Ovaroberflache an-
geheftet. OL = Ovarlumen. Fix.: Carnoy; Firb.: Chromalaun-Gallocyanin.
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ben werden soll, handelt es sich dabei nicht um heterochromatische
Kernregionen, sondern um Ansammlungen von Ribonucleoproteinen.
AESCHLIMANN & HECKER (1967) haben diese Gebilde als «corps secon-
daires» bezeichnet, ohne darauf niher einzugehen. Sie stellen Konzen-
trationen von Granula dar, die etwa die Grofle von Cytoplasmaribo-
somen besitzen. Es sind wahrscheinlich ribosomale Vorstufen.

Die Entstehung dieser Nebenkorperchen aus dem Nucleolus konnte
nicht beobachtet werden: man findet jedoch hadufig einzelne direkt an
der Nucleolusperipherie. Ebenso konnte nie eine Passage der Neben-
korperchen durch die Kernwand ins Cytoplasma gesehen werden, fiir
die es viele Beobachtungen bei anderen Oocyten gibt (RAVEN, 1961).
Die Ausschleusung des ribosomalen Materials in das Cytoplasma ge-
schieht wahrscheinlich nur auf elektronenoptisch sichtbarem Niveau
durch die Kernporen (AESCHLIMANN & HECKER, 1969).

2.1.4. Cytoplasma

Wihrend der Privitellogenese vergroBert sich das Zellvolumen der
Oocyte auBlerordentlich stark um das ca. 10*fache (Abb. 7). Diese Volu-
menzunahme beginnt etwa mit dem Auftreten und der Vakuolisierung
des Nucleolus resp. mit dem Erscheinen der Nebenkorperchen. Das
Cytoplasma wird dabei stark basophil (Abb. 3, 6, 8 und 9) und ergibt
histochemisch eine Proteinreaktion. Die Basophilie verschwindet nach
Ribonuclease- oder Trichloressigsdurebehandlung bis auf eine feine
Tupfelung, die von der Symbionten-DNS herstammt. Dieses farbe-
rische Verhalten deutet auf einen starken Ribosomengehalt hin. Der
Befund wird durch die elektronenoptischen Arbeiten von AESCHLI-
MANN & HECKER (1967, 1969) gestiitzt: neben Mitochondrien, ER-
Vesikeln und Golgizonen besitzt das Cytoplasma sehr viele freie Ribo-
somen. Das etwa gleichzeitige Auftreten der ausgepridgten Cytoplasma-
basophilie mit der Ausbildung des Nucleolus ist nicht zufallig. Es ist
bekannt, dal3 der Nucleolus der Ort der ribosomalen RNS-Synthese 1st
(BERNHARD & GRANBOULAN, 1968; Hay, 1968).

Bedingt durch die enorme Volumenzunahme wichst die Eizelle aus
der Ovaroberflache heraus ins Himocoel (extraovarielle Lage). Am Ende
der Privitellogenese ist sie nur durch den Funiculus aus wenigen Zel-
len mit dem Ovar verbunden (Abb. 8 und 9). Sie wird nur durch eine
diinne Basallamina von der Himolymphe getrennt.

Die urspriingliche Kern-Plasma-Relation von ca. 1:4 (Oogonien)
wird zugunsten des Cytoplasmas verschoben. Sie betrdgt am Ende der
Privitellogenese etwa 1:18-1:20 (Carnoy-fixierte Préparate).

Ein Dotterkern (oder Nebenkern), wie er bei gewissen Oocyten von
Seeigeln, Schwertschwinzen, Spinnen, TausendfiiBlern, Insekten und
Amphibien auftritt (GRASSE, 1949; KUEHN, 1965; JACQUIERT, 1936;
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Abb. 10. Wihrend der Vitellogenese nimmt der anfianglich runde Eikern eine
unregelméBige Form an. Im Kernplasma ist ein basophiles Kernkdrperchen sicht-
bar (—). Fix.: Carnoy; Farb.: Chromalaun-Gallocyanin.

Abb. 11. Tangentialschnitt des Nucleolus. Verbindung (—) einer Vakuole des
Nucleoluscortex mit dem Kernraum. Semidiinnschnitt: L. Jenni.
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RAVEN, 1961; WiLLiaMS, 1965), wurde nie bei Ornithodorus moubata
aufgefunden.

2.1.5. Symbionten

Wihrend der Pravitellogenese vermehren sich die Symbionten und
verteilen sich im Cytoplasma (siche auch BUCHNER, 1965). Gegen das
Ende dieser Periode beginnen sie sich an der dem Funiculus resp. dem
Eikern diametral entgegengesetzten Eiperipherie zu konzentrieren
(Abb. 9). WAGNER-JEVSEENKO (1958) interpretierte die feulgenpositi-
ven Symbionten als Oocytenkernmaterial. Der Feinbau dieser rickettsa-
artigen Mikroorganismen wurde von HECKER, AESCHLIMANN & BURCK-
HARDT (1968) beschrieben.

2.2. Funiculus

Nachdem die Oocyte eine gewisse GroBle erreicht hat und bereits
zur Organoberflache herausragt, beginnen sich die unterliegenden Ovar-
epithelzellen zu teilen. In der Folge bildet sich zwischen Ovarepithel
und der wachsenden Oocyte ein schmales, relativ langes einschichtiges
Band von hohen, zylinderartigen Zellen aus (Abb. 8 und 9). Dieses ist
etwa zwei bis vier Zellagen breit und etwa 40-60 Zellen lang; die Ge-
samtzahl der Zellen betrdgt etwa 110-220. Auf Querschnitten durch
dieses bandformige Gebilde erscheint die Oocyte nur mit wenigen Zel-
len — stielartig — am Ovar angeheftet (Abb. 18). Das Epithelband wurde
deshalb von den friiheren Autoren (LEES & BEAMENT, 1948; WAGNER-
JEVSEENKO, 1958; AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969) Funiculus ge-
nannt. Das Wort soll beibehalten werden, obwohl es sich nicht um ein
stielartiges, sondern um ein schmales, langgestrecktes Gebilde handelt.

Wie diese interessante Induktion der Ovarepithelzellen zur Funi-
culusbildung erfolgt, bleibt eine ungeloste Frage. Wahrscheinlich geht
sie von der sich vergroernden Oocyte aus.

Die Zellkerne der Funiculuszellen besitzen relativ wenig Hetero-
chromatin. Ihr Durchmesser betrigt etwa 4,5-5 . Immer ist ein groBer
abgeflachter Nucleolus an der Kernperipherie vorhanden. Thm gegen-

Abb. 12, Tangentialschnitt des Nucleolus. Verbindung (—) der Zentralvakuole (V)
des Nucleolus mit dem Kernraum. Im Nucleoplasma sind drei Nebenkodrperchen
(») vorhanden. Semidiinnschnitt: I.. Jenni.

Abb. 13. Gegen das Ende der Vitellogenese verliert der Nucleoluscortex an eini-
gen Stellen (—) die Basophilie. Fix.: Carnoy; Farb.: saures Himalaun.

Abb. 4. Spiteres Stadium als in Abb. 13. Die Kernmembran ist aufgeldst. Das
Kernmaterial (KM) vermischt sich mit dem Retikuloplasma. Im Kernraum sind
noch einige acidophile (—) und basophile (--») Nucleolusfragmente vorhanden.
Fix.: Carnoy; Farb.: saures Himalaun-Eosin.
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tiber, ebenfalls peripher, ist oft ein etwas kleineres Kernkorperchen zu
finden. Die Kerne werden sowohl basal in der Nidhe des unterliegenden
Ovarepithels wie auch apikal bei der Oocyte beobachtet (Abb. 9).

Die leichte Basophilie des Cytoplasmas verschwindet nach Ribonu-
clease-Behandlung. Sie wird wohl durch die elektronenmikroskopisch
nachgewiesenen Ribosomen verursacht (AESCHLIMANN & HECKER,
1967).

Die Abgrenzung der Funiculuszellen gegen die Oocyte ist lichtmikro-
skopisch kaum sichtbar. Sowohl die Funiculuszellen wie die Eizelle sen-
den Fortsdtze gegeneinander aus und verzahnen sich auf diese Weise
gegenseitig (AESCHLIMANN & HECKER, 1967).

Die Zellgrenzen zwischen den einzelnen Funiculuszellen sind gut
sichtbar. Besonders ausgepréigt jedoch erscheinen sie zwischen den
Ovarepithelzellen und den daran angehefteten Funiculuszellen (Abb. 9).

Der lange, schmale Funiculus gibt, zusammen mit der Basallamina,
der sich entwickelnden Oocyte eine rotationsellipsoiddhnliche Form,
wobei die grofle Achse etwa parallel zum Funiculus verldauft (Abb. 8
und 9).

Riickblick auf die Privitellogenese

Die auffallendsten Verdanderungen in der Oocyte I wahrend der Pri-
vitellogenese sind die enormen VolumenvergroBerungen des Kerns, des
Nucleolus und des Cytoplasmas. Am Ende dieser Phase ragt die Eizelle
weit ins Hamocoel hinein und bleibt nur liber den Funiculus mit dem
Ovar verbunden (extraovarielle Lage). Sie wird nur durch die diinne
Basallamina von der Himolymphe getrennt.

Der Eikern gelangt nicht aus dem Diakinesestadium in die anschlie-
Bende Metaphase der ersten Reifungsteilung, sondern verwandelt sich,
im Zusammenhang mit der enormen Cytoplasmavermehrung und der
dadurch bedingten Belastung des Zellstoffwechsels, in einen ginzlich
euchromatischen «Arbeitskern». Der stark vakuolisierte Nucleolus ist
an der Produktion des in groflen Mengen bendtigten ribosomalen
Materials beteiligt.

Am Ende der Privitellogenese weist das Cytoplasma einen grof3en
Gehalt an Ribosomen auf. Zusatzlich sind ER-Vesikel, Golgizonen und
Mitochondrien vorhanden (AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969). Die
Symbionten beginnen sich im dem Eikern diametral gegeniiberliegen-
den Bereich der Eiperipherie zu konzentrieren.

Die Pravitellogenese dient damit der Vorbereitung der Oocyte auf
die nun folgende Phase der Dotterbildung, indem in erster Linie die
notwendigen Zellorganellen bereitgestellt werden.
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3. Vitellogenese

Die Bildungen des Dotters (auch als Paraplasma bezeichnet) und der
Eihiille sind die beiden auffallendsten Vorginge der Vitellogenese. Sie
sind von AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) elektronenmikrosko-
pisch untersucht worden.

3.1. Auslosung der Viteliogenese

AESCHLIMANN (1968) untersuchte die auslosenden Faktoren der
Vitellogenese bei O. moubata. Seine Resultate sind zusammengefal3t
die folgenden. Begattete Weibchen legen nach einer Prdovipositionszeit
von 9 bis 15 Tagen nach der Blutmahlzeit die ersten Eier ab. Die Ge-
samtzahl der abgelegten Eier variiert zwischen 60-140 (im Mittel etwa
83). Werden unbegattete Weibchen gefiittert, so kommt es ebenfalls zu
einer Vitellogenese, die aber nur sehr langsam und unvollstidndig ab-
lauft. Diese Periode erstreckt sich iiber 40-50 Tage; anschliefend wer-
den die dotterhaltigen Eier resorbiert. Nur selten kommt es dabei zu
einer Eiablage. Werden unbegatteten, aber gefiitterten Weibchen Homo-
genisate von Vesiculae seminales oder von Spermatophoren oder auch
lebende Spermiophoren ins Himocoel injiziert, so zeigen sie eine nor-
male Vitellogenese mit einer Préovipositionszeit von 9 bis 16 Tagen.
Noch nicht ndiher bekannte mannliche Substanzen, durch Begattung oder
Injektion ins Weibchen eingefiihrt, wirken also stimulierend und be-
schleunigend auf die Vitellogenese. Moglicherweise wirken sie iiber ein
endokrines System im Gehirn. Injiziert man namlich jungfriaulichen,
gefiitterten Weibchen Homogenisate von Gehirnen aus gefiitterten, aber
begatteten Weibchen, so zeigen sie z. T. eine Eiablage nach ciner Pri-
ovipositionszeit von 11 bis 15 Tagen.

Fiir eine normale Vitellogenese scheinen also eine Blutmahlzeit und
die wahrend der Kopulation eingefithrten mannlichen Substanzen resp.
ein durch die ménnlichen Substanzen aktiviertes endokrines System
notwendig zu sein.

3.2. Cytologie der Eizelle

3.2, 1. K&

Das Kernvolumen vergroBBert sich zunehmend vom Beginn der Dot-
tereinlagerung bis kurz vor Ovulation um etwa das Vier- bis Fiinf-
fache. Der Kern erfihrt somit eine Gesamtvergroerung wihrend der
Privitellogenese und Vitellogenese um etwa das 4000-5000fache
(Abb. 7). Eine solche starke Aufquellung des Kerns, verbunden mit
groBer Nucleolustitigkeit und Feulgennegativitidt, wird bei vielen dot-
terreichen Oocyten beobachtet (z. B. ARNDT, 1960; RAVEN, 1961;
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STERBA & SCHAEFENER, 1965). Diese KernvergroBerung kann als Bei-
spiel fiir ein extremes funktionelles Kernodem aufgefalit werden, wie
dies unter Stoffwechselbelastung bei vielen Zellen auftritt (GRUNDMANN,
1964).

Wihrend im Cytoplasma die Dotterkugeln sich anhdufen, nimmt der
anfanglich runde Kern in fortgeschritteneren Stadien eine unregelmafige
Form an (Abb. 10). Kurz vor Beendigung der Vitellogenese beginnt er
dann zu schrumpfen (Abb.7). Die Kernmembran 16st sich auf. Das
leicht basophile Kernmaterial bleibt zwischen den Dotterkugeln peri-
pher beim Funiculus liegen (Abb. 14).

Wahrend der Vitellogenese ist die Kern-DNS histochemisch nicht
nachweisbar. Der Kern zeigt eine positive Reaktion fiir Proteine. Ba-
siche Proteine sind ebenfalls vorhanden. SH- und SS-Gruppen konnen
nachgewiesen werden. Die Reaktionen fiir Lipide und Kohlenhydrate
fallen alle negativ aus.

3.2.2. Nucleolus

Der Nucleolus kann sich sowohl im Kerninnern wie auch an der
Kernperipherie befinden; seine Lage im Kern scheint nicht fest zu sein.
Er vergroBert sein Volumen wahrend der Vitellogenese etwa um das
Drei- bis Vierfache (Abb. 7). Vor allem die Zentralvakuole scheint zu
wachsen, wobei der basophile Cortex zunehmend diinner wird (vgl.
Abb. 4 und 5). Auch innerhalb des Cortex nimmt die Vakuolisierung
noch zu. Mit den angewandten histologischen Methoden ist es zur Zeit
nicht moglich zu entscheiden, ob die Vakuolen untereinander in Ver-
bindung stehen. Semidiinnschnitte zeigen an einigen Stellen eine Kom-
munikation zwischen Vakuolen und dem Kernraum (Abb. 11 und 12).
Vielleicht treten solche Verbindungen nur transitorisch mit der (hypo-
thetischen) Abgabe von Vakuoleninhalt in den Kernraum auf.

Eine VergroBerung und Vakuolisierung des Nucleolus wird bei vie-
len Zellen (u. a. Oocyten) mit einer hohen Belastung insbesondere des
Proteinstoffwechsels angetroffen (GRUNDMANN, 1964; HOEPKER, 1953;
RAVEN, 1961; SticH, 1956). Eine Aufkldrung der funktionellen Bedeu-
tung dieser Verdanderungen scheint in der Literatur zu fehlen. Sie
konnte moglicherweise zu einem besseren Verstindnis der Funktionen
dieser wichtigen Organelle beitragen.

Die Basophilie des Cortex wird durch RNS verursacht; sie ver-
schwindet nach Ribonuclease- oder Trichloressigsdureextraktion. Der
Cortex gibt eine starke Reaktion auf Proteine, eine schwache fiir
basische Proteine. Die Farbung fiir SH-Gruppen ist stark, fiir SS-Grup-
pen jedoch schwach. Die leicht eosinophilen Vakuolen geben schwache
Reaktionen fiir Proteine und SH-Gruppen. Weder der Cortex noch die
Vakuolen besitzen histochemisch nachweisbare Mengen an Lipiden oder
Kohlenhydraten.
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Gegen Ende der Vitellogenese — etwa zur gleichen Zeit wie der Kern
— beginnt der Nucleolus sich zu verkleinern (Abb. 7). An einzelnen Stel-
len verliert der Cortex seine Basophilie; zuriick bleibt das acidophile
Proteingeriist mit den Vakuolen (Abb. 13). Kurz vor der Ovulation
beginnt der Nucleolus zu zerfallen. Man findet vakuolisierte, basophile
oder acidophile Teile des Cortex im Kernraum (Abb. 14). Kurz vor der
Ovulation sind bei den meisten Qocyten nur noch wenige basophile
Bruchstiicke vorhanden, die z. T. noch vakuolisiert sein konnen.

Bei diesem Prozel3 handelt es sich wohl nicht um eine Abgabe von
zellphysiologisch wichtigem nucleolirem Material an das Cytoplasma,
sondern eher um die Elimination dieser am Ende der Vitellogenese
uberfliissig gewordenen Zellorganelle.

3.2.3. Nebenkorperchen

Bis zum Zeitpunkt des Nucleolusabbaues findet man die basophilen
Nebenkorperchen im Kernraum vor. Thre Zahl ist sehr variabel (0 bis
17 pro Kern). Der Durchmesser kann bis zu 7 . betragen.

Auch in der Phase des Dotteraufbaues wurde weder ithre Entstehung
aus dem Nucleolus noch eine Passage durch die Kernmembran gesehen.
Abgerundete basophile Korperchen konnen jedoch in nichster Nahe
des Nucleolus und der Kernmembran angetroffen werden. Thr granu-
lares Material gelangt vermutlich durch die Kernporen ins Cytoplasma
(AESCHLIMANN & HECKER, 1969).

Die Basophilie der Nebenkorperchen verschwindet nach Ribonu-
clease- oder Trichloressigsdurebehandlung. Sie enthalten Proteine; die
Reaktion fiir basische Proteine ist schwach. Sowohl SH- wie SS-Grup-
pen sind nachweisbar. Weder Kohlenhydrate noch Lipide sind histo-
chemisch vorhanden. Damit zeigen sie ein dhnliches farberisches Ver-
halten wie der Nucleoluscortex. Es sind Ribonucleoproteine. Die
Nebenkorperchen stellen wahrscheinlich eine intranucleare Transport-
oder Speicherform von ribosomalem Material dar.

3.2.4. Cytoplasma der Eizelle

3.24.1. Bildung des Dotters

Die Vitellogenese verldauft bei den verschiedenen Eizellen nicht syn-
chron. Schneidet man Ovarien am 10.-15. Tag nach Fiitterung und
Kopulation, so finden sich nebeneinander alle Entwicklungsstadien von
Oogonien bis zu ovulierten Eiern vor (Abb. 15),

Die ersten lichtmikroskopisch sichtbaren Dotterkugeln erscheinen
im peripheren Eibereich. In fortgeschritteneren Stadien sind sie etwa
gleichmifig im ganzen Ei verteilt. Sie nehmen im Verlauf der Vitello-
genese an Grofle zu; die groBeren liegen eher peripher (Abb. 18). Kurz
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Abb. I5. Schnitt durch ein Ovar, 10 Tage nach der Blutmahlzeit und der Kopu-
lation. Die Vitellogenese erfolgt nicht synchron; es sind Oocyten I in verschiede-
nen Entwicklungsstadien vorhanden. Fix.: Lison-Vokaer; Farb.: PAS.

Abb. 16. Schnitt durch eine dotterbildende Oocyte I. Im Retikuloplasma befinden
sich zwischen den Dotterkugeln (D) noch lipidhaltige Vakuolen (LV) und Gly-
kogen (—). In der oberen rechten Bildecke befindet sich ein vergriBerter Aus-
schnitt, der das rosettenformige Glykogen zeigt. EM-Aufnahme: Dr. H. Hecker.

16
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vor der Ovulation ist die Oocyte mit verschieden grofien Dotterschollen
vollgepackt. Die Durchmesser der Dotterkugeln schwanken zwischen
cetwa 1-80 -

Gegen Ende der Vitellogenese erfiillt das lichtoptisch kaum sicht-
bare, eigentliche Cytoplasma den Raum zwischen den dicht gepackten
Dotterkugeln (Netz- oder Reticuloplasma). An der Eiperipherie be-
schrankt es sich auf einen feinen Streifen unter der Eischale (Peri-
plasma).

Durch die groflen eingelagerten Dottermengen vermehrt die Oocyte
thr Volumen um ca. das 100-120fache. Damit betrdgt ihre Gesamt-
volumenvergroBerung wiahrend Pravitellogenese und Vitellogenese etwa
das 10°fache (Abb. 7). Die kleine Achse des ovulationsbereiten, rota-
tionsellipsoidférmigen Eies milit zwischen ca. 760-930 (, die groBe
Achse zwischen ca. 8801220 (.

Die Kern-Zellvolumen-Relation betrdgt in der Phase des grof3ten
Kernvolumens ca. 1:120 bis 1:140. Die eigentliche Kern-Plasma-Re-
lation (V Kern : [V Zelle — V Dotter]) ist aus technischen Griinden
schwer bestimmbar, liegt aber sicher unter dem Wert fiir dic Kern-
Zellvolumen-Relation. Trotzdem darf gesagt werden, dall wihrend der
gesamten Entwicklung der Oocyte aus der Oogonie die Kern-Plasma-
Relation erheblich zugunsten des Plasmas verschoben wird.

Nach den elektronenmikroskopischen Untersuchungen von AESCHLI-
MANN & HECKER (1967, 1969) baut sich der Dotter aus drei verschie-
denen EinschluBarten auf, indem sich zwischen den Dotterkugeln im
Netz- und Periplasma noch kleine Lipidvakuolen und rosettenformiges
Glykogen befinden (Abb. 16).

Im folgenden soll nun versucht werden, mit Hilfe der Diinnschicht-
chromatographie und der Histochemie mehr liber die chemische Natur
dieser drei paraplasmatischen Einschliisse auszusagen. Dabei werden
die Untersuchungen auf Proteine, Kohlenhydrate und Lipide be-
schriankt.

3.2.4.2. Diinnschichtchromatographie der Eilipide

Um erste Anhaltspunkte fiir die spdtere histochemische Untersuchung
zu erhalten, wurde eine diinnschichtchromatographische Auftrennung
der Eilipide vorgenommen.

Die Resultate miissen mit einem gewissen Vorbehalt betrachtet wer-
den. Da vor der Extraktion der Eiinhalt nicht in Dotter und eigent-
liches Cytoplasma aufgetrennt wurde, kdnnen die Lipide aus beiden
Komponenten stammen. Der Volumenanteil des Cytoplasmas ist jedoch
derart gering im Vergleich zu dem des Paraplasmas, dafl die Haupt-
menge der extrahierten Lipide dem Dotter zugeschrieben werden darf.

Im weiteren soll daran erinnert werden, dal3 eine sichere Identi-
fizterung der Lipide auf Grund des Vergleichs mit Wanderungswerten
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von bekannten Testsubstanzen und mit Farbreaktionen nicht moglich
ist. Die Diinnschichtchromatographie liefert jedoch immerhin brauch-
bare Hinweise auf eine mogliche Identitit; sie fiilhrt nach HONEGGER
(1962 b) zu einer sogenannten «chromatographischen Identifizierungs.

Mit den vier angewandten Laufmitteln Chloroform : Methanol: 2,5 n
NH, = 60 : 35 : 8, Chloroform : Methanol : H,O0 = 65: 25 : 4, Chlo-
roform und Tetrachlorkohlenstoff kann der Lipidextrakt aus frisch
ovulierten Eiern in 17 Flecke aufgetrennt werden (Abb. 17). Dabei
werden die im ersten Laufmittel mitlaufenden ninhydrinpositiven
Aminosduren und evtl. Peptide fiir die Interpretation nicht beriick-
sichtigt.

Nach Vergleich mit Wanderungswerten von bekannten Substanzen
und Anwendung verschiedener Farbreaktionen konnen acht Flecke
chromatographisch nédher charakterisiert werden. Bei 1 handelt es sich
wohl um Lysolecithin, welches allerdings nur bei Auftragung grofer
Lipidmengen nachweisbar ist. Fleck 2, ebenfalls nur in kleinen Kon-
zentrationen vorkommend, entspricht farberisch und wanderungswert-
maBig Sphingomyelin. Laut chromatographischer Identifizierung sind
Fleck 3 Lecithine, 5 Kephaline und Plasmalogene, 9 Cholesterin,
10 Neutralfette (Triglyceride), 11 und 12 Cholesterinester. Diese
Flecke sind auch bei geringen aufgetragenen Extraktmengen deutlich zu
sehen; die entsprechenden Lipide kommen deshalb vermutlich in gro-
Beren Konzentrationen im Ei vor.

Die chemische Natur der iibrigen Flecke 4, 6-8 und 13-17 bleibt
weitgehend unbekannt. Bei Fleck 4 handelt es sich offenbar um in gro-
Beren Mengen vorkommende Schiff-positive Phospholipide; sie laufen
vor den Lecithinen mit einem &dhnlichen Wanderungswert wic etwa
Sulfatide. Die Flecke 6, 7 und 8 sind nur in geringen Mengen vorhan-
den. Sie besitzen dhnliche Rf-Werte wie Fettsauren oder Triglyceride
mit Hydroxysduren. 7 ist Schiff-positiv. Nur in ganz geringen Quan-
titaten scheinen die Flecke 13-17 vorzukommen. 13 und 14 reagieren
nicht mit Phosphormolybdédnsiure, sind aber im UV-Licht fluoreszie-
rend. 13-17 entsprechen in ithren Wanderungswerten etwa Kohlen-
wasserstoffen. Zuckerhaltige Lipide konnten nicht nachgewiesen werden.

Nach den diinnschichtchromatographischen Ergebnissen stellen so-
mit Phospholipide, Triglyceride, Cholesterin und Cholesterinester men-
genmalig die wichtigsten Eilipide dar.

3.2.4.3. Histochemische Untersuchung des Dotters

Glykogen

Schon in den Friihstadien der Vitellogenese gibt das Cytoplasma
zwischen den ersten lichtoptisch sichtbaren Dotterkugeln eine PAS-
positive Reaktion. Im ovulationsbereiten Ei ist die Firbung im Reti-
culo- und im Periplasma sehr intensiv (Abb. 20). Sie unterbleibt nach
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Abb. 17. Diinnschichtchromatogramme der Eilipide aus frisch ovulierten Eiern.
Auftrennung im Laufmittel I Chloroform : Methanol : 2,5 n NH; = 60:35: 8 (A),
im Laufmittel I1 Chloroform : Methanol : H,O = 65:25:4 (B), im Laufmittel 111
Chloroform (C) und im Laufmittel IV Tetrachlorkohlenstoff (D). Bei B und D ist
die Anfiarbbarkeit der Flecke aufgefiihrt. Anfiarbung durch: Phosphormolybdin-
sdure (P), Ninhydrin (N), Kaliumwismuthjodid (K), Schiffreagens (S), Zinzade-
reagens (Z). Fluoreszierend (F) sind die Flecke 13 und 14.
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Speichel- oder Diastasebehandlung (Abb. 21). Sie darf deshalb mit
Sicherheit dem Glykogen zugeschrieben werden. Die kraftig ausfal-
lende PAS-Reaktion deutet auf einen hohen Gehalt dieser Reserve-
substanz hin. Damit werden die Befunde von AESCHLIMANN & HECKER
(1967, 1969) bestitigt; die Autoren beschrieben rosettenformiges Gly-
kogen im Cytoplasma der Eizelle (Abb. 16).

Lipidvakuolen

Ahnlich dem Glykogen finden sich viele Lipidvakuolen im Netz-
und Periplasma zwischen den Dotterkugeln (Abb. 19). Sie erscheinen
frithzeitig in der Vitellogenese mit dem Auftreten der ersten kleinen
Dotterschollen. Ihr Durchmesser betrdagt zwischen 2-4 . Dies diirfte
allerdings nicht ihrem wahren Wert entsprechen, da bekannt ist, dal3
Lipidtropfen bei der histologischen Aufarbeitung leicht zusammen-
flieBen und groBere Einschliisse bilden konnen (KISZELY-POSALAKY,
1964).

Die Reaktionen auf Proteine, Kohlenhydrate, Phospholipide, Glyko-
lipide, Fettsduren, Cholesterin und Cholesterinester fallen negativ aus.
Die Lipidvakuolen fdrben sich dagegen intensiv mit Oil Red O und
Sudan black B an (Tabelle 2). Mit den Nilblaumethoden werden sie
rosa bis rot angefirbt. Sie werden rasch und vollstandig mit kaltem
Aceton aus den Schnitten herausgelost. Aus diesen Ergebnissen darf
mit groBer Wahrscheinlichkeit auf Triglyceride geschlossen werden
(Hack & HELMY, 1967; NATH, 1960).

Dotterkugeln

Die Dotterkugeln zeigen eine starke Proteinreaktion (siche im fol-
genden Tabellen 2 und 3). SH- und SS-Gruppen sind vorhanden.

Basische Proteine sind nur nach Trichloressigsidurebehandlung (15
Min. bei 100 C) nachzuweisen. Der Grund dieser Reaktion ist nicht
geklart. Moglicherweise kommt es durch die Behandlung zu einer Frei-
legung von vorher blockierten basischen Gruppen.

Die virtuelle Methylenblauextinktion erfolgt bei etwa pH 4,2. Die
Dotterkugeln sind also schwach basophil.

Die PAS-Reaktion fillt positiv aus (Abb. 20). Sie bleibt negativ ohne
vorangehende Perjodatoxydation. Die Fiarbung ist diastaseresistent und
reversibel durch Acetylierung blockierbar. Es ist bekannt, daB} gewisse
Lipide (Glykolipide, ungesittigte Lipide und Phospholipide) eine posi-
tive PAS-Reaktion zu geben vermogen (PEARSE, 1968). Die Firbung
wurde deshalb auch an mit Chloroform-Methanol extrahierten Schnit-
ten durchgefiihrt. Sie ist unverandert positiv. Es darf deshalb der Schluf3
gezogen werden, dal3 es sich bei der PAS-positiven Komponente der
Dotterkugeln tatsdchlich um Kohlenhydrate handelt. Diese sind vermut-
lich an die Proteine als Glykoproteine gebunden, wie dies bei vielen
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Tabelle 3. Ergebnisse der verwendeten Nachweisverfahren fiir Proteine, Kohlen-
hydrate, Sulfat- und Carboxylgruppen, hamhaltige Verbindungen und Basophilie-
grad bei Dotterkugeln und Eischale. + = gut sichtbare Reaktion, (+) = schwache

Reaktion
Dotterkugeln  Eischale

Hg-Bromphenolblau-Methode + +
Tetrazoniummethode + +
Ninhydrin-Schiff-Methode + (+)
Fast Green FCF nach Trichloressigsdure-

behandlung (100° C, 15) + -
DDD-Reaktion

SH-Gruppen + (+)

SS-Gruppen (+) (+)
PAS-Reaktion + -
Alcian Blue

pH 2,5 - +

pH 1,0 — -
Alcian Blue CEC (iiber 1,0 m MgCl,) - +

High iron diamine - =
Low iron diamine - —
Dialysed iron-Methode - -
Benzidinreaktion fiir Sulfatgruppen —~ -
Tetrazoniummethode fiir Sulfatgruppen - -

Aldehydfuchsin fiir Sulfat- und Carboxylgruppen + +
Benzidinmethode fiir hamhaltige Verbindungen + —
Methylenblauextinktion ~ beipH 4,2 ~ beipH 1,8

Eireservesubstanzen der Fall ist (BoNHAG, 1958; RAVEN, 1961; WiL-
LIAMS, 1965). Saure Mucopolysaccharide wurden keine nachgewiesen.

Die Dotterkugeln farben sich mit Oil Red O schwach rosa an. Die
Fdarbung bleibt nach Acetonextraktion aus. Dies weist auf e¢inen gerin-
gen Gehalt an neutralen Lipiden — moglicherweise Triglyceriden — hin.

Phospholipide sind in groeren Mengen vorhanden. Die verschiede-
nen Nachweismethoden sind auch nach Extraktion mit Aceton und hei-
Bem Ather positiv. Negativ sind sie nach Behandlung mit Chloroform-
Methanol und Pyridin.

Cholesterin und Cholesterinester sind vorhanden. Zuckerhaltige
Lipide und Fettsduren sind histochemisch nicht nachweisbar.

Die Methode nach BERENBAUM zur Demaskierung von Lipiden in
Lipoproteinen liefert keine nennenswert verstarkte Reaktion gegeniiber
der iiblichen Sudan black B-Farbung.

Es wird — auch auf Grund der noch zu beschreibenden elektropho-
retischen Resultate — vermutet, dafl die nachgewiesenen Lipide an die
Glykoproteine gebunden sind (Glyko-lipoproteine).

Zusammenfassend 1403t sich feststellen, dal3 die histochemisch nach-
gewiesenen Eilipide (Triglyceride, Phospholipide, Cholesterin und Cho-
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lesterinester) gut mit den diinnschichtchromatographisch gefundenen,
konzentriert auftretenden Lipiden iibereinstimmen. Wihrend die Chro-
matographie qualitativ mehr auszusagen vermag, gibt die Histochemie
eine Lokalisierung der Lipide innerhalb der Oocyte. Die Lipidvakuolen
enthalten demnach wahrscheinlich Triglyceride. Die Dotterkugeln wei-
sen neben wenig Triglyceriden noch Phospholipide, Cholesterin und
Cholesterinester auf.

Die Benzidin-Reaktion fiir Himoglobine und Hamatine ist positiv.
Peroxydasen konnen durch Cyanidhemmung ausgeschlossen werden
(KISZELY-POsALAKY, 1964). Damit diirfte der positive Ausfall auf das
schon von WIGGLESWORTH (1943) im Ei nachgewiesene alkalische
Héamatin zurlickzufiihren sein. Dieser Farbstoft ist fiir die Braunfarbung
der Dotterkugeln verantwortlich. Es wird vermutet, dafl das alkalische
Hématin an die Dotterproteine gebunden ist. Porphyrine und eisen-
haltige Porphyrine (Hdme) werden leicht an Proteine gekoppelt (CAN-
TAROW & SCHEPARTZ, 1967).

Nach den histochemischen Ergebnissen besitzen die Dotterkugeln so-
mit eine komplexe chemische Zusammensetzung. Vermutlich sind alka-
lisches Hdamatin, Kohlenhydrate und Lipide an die Proteine gebunden
(= Héamo-glyko-lipoproteine).

3.24.4. Herkunft des Dotters

Die Glykogengranula und Lipidvakuolen erscheinen frei im Cyto-
plasma zwischen den Dotterkugeln ohne cytologisch sichtbaren Zusam-
menhang mit Cytoplasmaorganellen (AESCHLIMANN & HECKER, 1967,
1969). 1hr Ursprung bleibt unbekannt. Vielleicht wird das Glykogen
wie bei Insekten aus Hdmolymphenglucose durch die im Cytoplasma
lokalisierte Glykogensynthetase aufgebaut (ENGELS & BIER, 1967). Die
Triglyceride der Lipidvakuolen werden moglicherweise unter Beteili-
gung des ER synthetisiert, wie das fiir andere Zellen beschrieben ist
(FAWCETT, 1966; PATT & PATT, 1969).

Wihrend die Herkunft der eben erwi@hnten Reserveeinschliisse unbe-
kannt ist, konnte der Ursprung der Dotterkugeln mittels der elektronen-
mikroskopischen Methode weitgehend abgekldrt werden (AESCHLIMANN
& HECKER, 1967, 1969). Die Oocytenmembran beim ungefiitterten,
unbegatteten Weibchen erscheint flach und ohne deutliche Oberfla-
chenvergroflerung. Eier, die in Vitellogenese begriffen sind, zeigen da-
gegen einen ausgepriagten Mikrovillisaum. Am Grunde der Mikrovilli
bilden sich Pinocytosebldschen mit elektronendichtem Inhalt (coated
vesicles). Diese scheinen sich zu groBBeren Komplexen (multivesiculated
bodies) zu vereinigen, zusammen mit dhnlichen aus ER und Dictyo-
somen stammenden Blaschen. Die «multivesiculated bodies» werden
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dann unter Auflosung der Blaschenmembranen zu homogen erscheinen-
den Dotterkugeln umgewandelt.

Nach den clektronenoptischen Resultaten besitzen die Dotterschol-
len im Ei von O. moubata somit eine doppelte Herkunft, wie dies bei
vielen bisher untersuchten Oocyten der Fall ist (sieche Einleitung).
Einerseits werden Reservesubstanzen aus der Himolymphe aufgenom-
men (exogene Quelle), anderseits werden sie teilweise innerhalb der
Eizelle synthetisiert (endogene Quelle).

Einen ersten Hinweis fiir eine exogene Dotterquelle lieferte WiG-
GLESWORTH (1943), indem er aus dem Wirtsblut stammendes alkali-
sches Hamatin sowohl in der Hamolymphe wie auch im Ei nachwies.
Lees & BEAMENT (1948) zeigten, dall groBere Molekile wie Hamo-
globin aus dem Hamocoel in das Ei gelangen konnen.

Um nun die Hypothese der exogenen Dotterquelle weiter stiitzen
zu konnen, wurde in einem ersten Versuch die Aufnahme des sauren
Farbstoffs Trypanblau in die Eizelle untersucht. In einem zweiten Ex-
periment wurden die Ei- und Hdmolymphenproteine mit Hilfe der
Elektrophorese und der Immunofluoreszenz verglichen.

3.244.1. Trypanblauversuch

Der semikolloidale saure Farbstoff Trypanblau ist mehrfach als
Modellsubstanz zum Nachweis der Aufnahme von hohermolekularen
Stoffen in das Ei gebraucht worden (KORFSMEIER, 1966; RAMAMURTY.
1964; RAMAMURTY & MAJUMDAR, 1967; SANDER & VOLLMAR, 1967).
Die Resultate miissen aber mit Vorsicht betrachtet werden; es ist be-
kannt, daB} Trypanblau schddigend auf Zellen zu wirken vermag
(STOCKINGER, 1964). Elektronenmikroskopisch kann sich eine Verringe-
rung des Mikrovillisaums bet Geweben mit pinocytotischer Aktivitat
zeigen (SCHMIDT, 1962).

Der Farbstoff wird nicht in Pravitellogenese-Eier aufgenommen.
Dagegen erscheint das Trypanblau schon wenige Sekunden nach der
Inkubation im peripheren Cytoplasma von Eiern, die sich in Vitello-
genese befinden (Abb. 22). Nach 10-20 Minuten befindet sich der Farb-
stoff im gesamten Peri- und Reticuloplasma. Bereits nach etwa fiinf
Minuten konnen einzelne Dotterschollen blau gefirbt sein. Die meisten
Dotterkugeln bleiben jedoch auch bei lingeren Inkubationszeiten un-
gefarbt; nur relativ wenige werden «markiert». Nach etwa drei Stunden
beginnt das Trypanblau auch in granuldrer Form im Cytoplasma und
in den Dotterkugeln aufzutreten. Nach 20-24 Stunden findet man einen
Teil der Farbstoffgranula in groen Cytoplasmavakuolen eingeschlossen.

Diese Granulierung und die Cytoplasmavakuolisierung sind vermut-
lich sichtbarer Ausdruck einer erfolgten Zellschiddigung. Es scheint, als
ob die anfdnglich duBerst schnell und intensiv erfolgende Farbstofi-
aufnahme bald gehemmt werde. Mdglicherweise erfolgt eine Hemmung
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Abb. 18. OQocyte I in der Phase der Dotterbildung. Der Kern befindet sich beim
Funiculus (F), die Symbionten (S) sind an der diametral entgegengesetzten Ei-
peripherie versammelt. Die groBten Dotterkugeln befinden sich bei der Ei-
peripherie. OW = Ovarwand. Fix.: Lison-Vokaer; Farb.: PAS.

Abb. 19. Kryostatschnitt durch eine in Gelatine eingebettete Qocyte [. Zwischen
den Dotterkugeln befinden sich kleine Lipidtropfen. Fix.: Formol-Ca; Firb.: Oil
Red O.

Abb. 20. Zwischen den Dotterschollen befindet sich kriaftig angefiarbtes Glykogen.
Fix.: Lison-Vokaer; Fiarb.: PAS.

Abb. 21. Nach Diastaseverdauung ist das Glykogen abgebaut. Ubrig bleiben die
leicht PAS-positiven Dotterkugeln. Fix.: Lison-Vokaer; Farb.: PAS.
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Abb. 22. Schematische Darstellung des Trypanblauversuchs. A: nach 20-30 Sekun-
den Inkubationszeit erscheint der Farbstoft bereits im peripheren Eicytoplasma.
B: nach etwa 5 Minuten konnen einzelne Dotterkugeln markiert sein. C: nach
10-20 Minuten erfiillt der Farbstoff das gesamte Peri- und Retikuloplasma.

der Pinocytosetitigkeit (vgl. ScHmipT, 1962). Somit diirfen nur die
Resultate von kurzzeitigen, wenige Minuten dauernden Inkubationen
betrachtet werden. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dall das Try-
panblau sehr rasch in Eier der Vitellogenesephase aufgenommen wird.
Damit darf der Versuch als Hinweis dafiir gewertet werden, dall die
Oocyte fihig ist, hohermolekulare Stoffe aufzunehmen.

3.24.4.2. Vergleich der Ei- und Héimolymphenproteine

Die Ei- und Himolymphenproteine wurden mit Hilfe der Disc-Poly-
acrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt, um die Hypothese der exo-
genen Dotterquelle resp. das Vorhandensein von «female proteins»
nachzupriifen. Ein Teil der Ergebnisse ist bereits publiziert worden
(D1eHL, 1969).

Hiadmolymphenproteine

Die Himolymphe von O. moubata-Weibchen wird unter den ange-
wandten experimentellen Bedingungen in 24 Banden aufgetrennt
(Abb. 23). VAN SANDE & KARCHER (1960) unterschieden mittels Agar-
gelelektrophorese 12 Fraktionen.

Die Proteinbanden H,-H; sind schwach vertreten (Abb. 23). H, H.
und Hj sind je nach Zeitabstand zwischen Fiitterung und Hamolym-
phenentnahme verschieden stark konzentriert. Den Farbreaktionen nach
zu schlieBen (siche Kapitel Material und Methoden) sind H,, H. und
H, phospholipid- und cholesterinhaltige Glyko-lipoproteine. Zusitz-
lich enthalten H; und H. vermutlich alkalisches Hamatin.

Die Banden H,~H . sind immer deutlich vorhanden. H,,—H,; schei-
nen phospholipidhaltige Glyko-lipoproteine zu sein. H;, und H,, sind
wie H, und H. von bloBem Auge als braune Banden sichtbar. Da die
Nachweisreaktion fiir Hime positiv ausfillt, ist die braune Farbe mit
groBer Wahrscheinlichkeit auf das von WIGGLESWORTH (1943) in der
Hamolymphe beobachtete alkalische Hamatin zuriickzufiithren. Dieser
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aus dem Abbau des Wirtsbluts herstammende Farbstoff ist offensicht-
lich an die Glyko-lipoproteine H,, H., H,, und H,; gebunden. Bel der
Schildzecke Boophilus microplus scheint Hamatin ebenfalls an Hamo-
lymphenproteine gekoppelt zu sein (BREMNER, 1959).

H,,H,, sind in geringen Konzentrationen vorhanden und konnen
nur bei Auftrennung gréferer Himolymphenmengen dargestellt werden.

Die Frontbande H,, ist dagegen immer deutlich zu sehen. Sie ver-
bindet sich mit dem als «tracking dye» beigegebenen Bromphenolblau.
Ihre elektrophoretische Beweglichkeit ist etwas groBer als die des
menschlichen Albumins (Rf-Wert~ 1,1, bezogen auf Rf-Albumin = 1).

Bei begatteten Weibchen erfahren die Banden Hg, H. und H; im
Verlaufe der Verdauung und der Vitellogenese starke Konzentrations-
anderungen, wihrend die tibrigen Banden nicht sichtbar beeinflul3t zu
werden scheinen (Abb. 23 und 24). Frisch geschliipfte jungfriauliche
Weibchen besitzen sehr kleine Konzentrationen an Hy und H., wih-
rend Hg deutlich vorhanden ist (Abb. 23 und 24). Wihrend der Ver-
dauung und der Vitellogenese nehmen bei begatteten Weibchen die
Konzentrationen der drei Banden sehr stark zu. Wihrend der Eiablage
nehmen sie dann wieder ab (Abb. 23 und 24). Bei unbegatteten gefiit-
terten Weibchen nimmt H rasch, H; und H. jedoch nur sehr langsam
zu. Die Kopulation besitzt offensichtlich einen deutlichen Einflull auf
die Konzentrationen der Banden H; und H. (Abb. 23 und 24).

Mainnchen zeigen das gleiche Bandenmuster wie frisch geschliipfte,
unbegattete und ungefiitterte Weibchen. Wihrend der Verdauung nimmt
jedoch nur H, an Konzentration zu und wieder ab, ahnlich wie bei be-
gatteten und gefiitterten Weibchen; H; und H. jedoch verindern sich
dabet nicht und kommen nur in ganz geringen Mengen vor.

Damit ist die Annahme gerechtfertigt, dall es sich bet H, und H. um
«female proteins» handelt, die bei Weibchen in hohen Konzentrationen
wahrend der Vitellogenese auftreten.

Die Bande Hg ist nicht geschlechtsspezifisch und tritt wihrend der
Verdauung in grofleren Mengen auf. [hre Konzentration scheint in den
ersten 10-20 Tagen nach der Fiitterung von der Kopulation unabhin-
gig zu sein (Abb. 24). Vielleicht handelt es sich um ein «Néhrprotein»,
das in Bezichung zur Ernidhrung der Gewebe steht. Solche Proteine
treten moglicherweise bei Insekten auf (CHEN & LEVENBOOK, 1966).

Eiproteine

Die wasserloslichen Proteine von Eiern der Vitellogenesephase las-
sen sich mit der verwendeten Methode in 18 Banden auftrennen
(Abb. 23).

Die Banden E,—E, und E; sind nur in geringen Konzentrationen
vorhanden. E, und E; sind phospholipidhaltige Glyko-lipoproteine. E,
ist etwas starker vorhanden und ist durch den Gehalt an alkalischem
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Abb. 24. Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Proteinkonzentrationen von Hy,
H, und H, nach der Fiitterung bei begatteten @9 ( ) und bei unbegatteten Q¢
(-~ ——). o: arithmetisches Mittel der Einzelwerte.

Himatin braun gefdrbt. Es handelt sich dabei nach den Farbreaktionen
um ein Phospholipide enthaltendes Hamo-glyko-lipoprotein.

Die Bande E, ist weitaus am stérksten vorhanden. Beim frisch ovu-
lierten Ei entfallen ca. 90-959/y der Eiproteine auf diese Fraktion. Sie
stellt daher mit groBer Wahrscheinlichkeit die Hauptmenge der Re-
servesubstanz der Dotterkugeln dar. Diese Annahme wird gestiitzt
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durch das farberische Verhalten. Himatin, Phospholipide, Cholesterin
und Kohlenhydrate sind an dieses Protein gebunden (Hiamo-glyko-lipo-
protein). Diese Ergebnisse stimmen mit Ausnahme der nicht nachge-
wiesenen Triglyceride und Cholesterinester mit denjenigen der Histo-
chemie der Dotterkugeln iiberein.

Die Bande E. zeigt die gleichen Farbreaktionen wie das soeben be-
schriebene E, (Hdmo-glyko-lipoprotein).

Die Banden E; und E, sind nur in kleinen Konzentrationen vor-
handen. E ist ein phospholipidhaltiges Glyko-lipoprotein, E, ein
Glykoprotein.

Die Proteinbanden E,~E,, sind nur sehr schwach vertreten. E,.
und E,, erscheinen in etwas grofleren Konzentrationen. Die Rf-Werte
der Frontproteine E,, und H,, sind etwa gleich groB.

Das von WIGGLESWORTH (1943) im Ei festgestellte alkalische Hima-
tin ist an die Proteine E,, E; und E. gebunden. Dieses ist fiir die Braun-
farbung des Dotters verantwortlich. Der aus dem Wirtsblut stammende
Farbstoft scheint ein nutzloser Bestandteil zu sein; er wird wiahrend der
Verdauung des Dotters in Granulaform in den Darmzellen abgelagert.
Die Moglichkeit ist allerdings nicht auszuschlieBen, dall ein kleiner Teil
in porphyrinhaltige Verbindungen der embryonalen und larvalen Ge-
webe eingebaut wird oder als Eisenreserve dient.

Die Eibanden E; resp. E. besitzen den gleichen elektrophoretischen
Wanderungswert und auch das gleiche féarberische Verhalten wie
H, resp. H. der Himolymphe. Bei Mischungen von Hamolymphe mit
Eiextrakt lassen sich die Banden auch bei lingeren Laufzeiten nicht
voneinander trennen. Die Annahme ist deshalb naheliegend, dall H
und E; resp. H, und E. identisch sein konnen, d. h. dal die «female
proteins» H, und H., vermutlich durch Mikropinocytose (AESCHLI-
MANN & HECKER, 1967, 1969), in das Ei aufgenommen und als Dotter
(Eq, E.) eingelagert werden. Durch die extraovarielle Lage der Oocyte
wird diese Aufnahme begiinstigt, da keine Follikelzellen vorhanden
sind, welche die Passage der Hamolymphenproteine erschweren. Die
Basallamina stellt kein Hindernis fiir héhermolekulare Stofte dar (LEES
& BEAMENT, 1948; Trypanblauversuch).

Immunologische Reaktionen

Die Hypothese der Aufnahme von «female proteins» in das Ei
wurde unter Anwendung immunologischer Reaktionen iiberpriift, da
die Ubereinstimmung der Rf-Werte und des féarberischen Verhaltens
von Hy und E; resp. H; und E. erst Anhaltspunkte fuir deren Identitit
sind.

In emner weillen Maus wurden Antikorper gegen Eiextrakt erzeugt
(siehe Kapitel 1I). Die Hauptmenge der gebildeten Antikorper wird
gegen die Eiproteine E; und E. gerichtet sein, da diese weitaus am
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starksten im Ei konzentriert sind. Bei Anwendung der indirekten Im-
munofluoreszenzmethode nach Coons auf Kryostatschnitte von sich ent-
wickelnden Eiern zeigen die Dotterkugeln und die Mikrovilliregion eine
starke Fluoreszenz.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Hamolymphe von
Weibchen aus der Vitellogenesephase wurden die Elektrophoresezylin-
der der Lange nach auf dem Kryostat geschnitten. Nach der Anwen-
dung der indirekten Immunofluoreszenzmethode nach Coons auf diese
Schnitte reagieren H, und H. positiv mit den Mauseantikorpern gegen
Eiextrakt. Es wird deshalb angenommen, dal H; und E; resp. H. und
E. antigenisch identisch oder nahe verwandt sind. Die Moglichkeit
einer unspezifischen Kreuzreaktion zwischen anderen Eiproteinen als
E; und E. und den Hadmolymphenproteinen H, und H. kann dabei
allerdings nicht ganz ausgeschlossen werden; sie diirfte aber sehr klein
sein, da diese Eiproteine im Vergleich zu E, und E. nur in sehr geringen
Konzentrationen vorkommen.

Nach den elektrophoretischen und immunologischen Resultaten
scheinen H; und E; resp. H. und E. mit groBer Wahrscheinlichkeit
identisch zu sein. Damit wird die Hypothese der Aufnahme von Hamo-
lymphenproteinen in das Ei resp. die Hypothese der exogenen Dotter-
quelle weiter gestiitzt.

3.24.5. Bildung der Eischale

Die Eischale wird bei O. moubata von der Eizelle selber gebildet
(AESCHLIMANN, 1958; AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969; LEES
& BEAMENT, 1948; WAGNER-JEVSEENKO, 1958) und wird deshalb nicht
Chorion genannt.

Mit dem Erscheinen der ersten lichtmikroskopisch sichtbaren Dotter-
kugeln treten im Bereich des Mikrovillisaums unter der Basallamina
vereinzelt Granula (Abb.25a) auf, die oft eine in radialer Richtung
lingsgestreckte Form besitzen (Abb.25b). Im Verlaufe der Vitello-
genese verbinden sie sich untereinander durch Anlagerung von Schalen-
material zu einem immer dichter werdenden «Netzwerk» (Abb.25b
und c). Erst kurz vor der Ovulation erscheint die 24 «+ dicke Eischale
homogen aufgebaut.

AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) zeigten, dal das Schalen-
material wahrscheinlich in Bldschen an die Eiperipherie transportiert
wird. Der Blédscheninhalt gelangt in den Raum zwischen die Mikrovilli
und polymerisiert dort zur Eischale. Wahrscheinlich sind ER und Dic-
tyosomen an der Synthese des Schalenmaterials beteiligt.

Histochemisch konnen weder Lipide noch Kohlenhydrate in der Ei-
schale nachgewiesen werden (Tabelle 3). Die Proteinreaktionen fallen
jedoch immer stark positiv aus. SH- und SS-Gruppen sind vorhanden.

Auf Grund der Methylenblauextinktion bei etwa pH 1.8 und der
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Abb.25 a, b, c. Drei Stadien in der Ausbildung der Eischale. Bei a erscheinen die
ersten Granula unter der Basalmembran. Durch Anfiigen von weiterem Schalen-
material ergibt sich ein immer dichter und breiter werdendes «Netzwerk» (b, ).
Semidiinnschnitte: L. Jenni.

Abb. 26. Symbiontenansammlung. Die Symbionten befinden sich unter der Ei-
peripherie im Peri- und Retikuloplasma. Fix.: Carnoy; Firb.: Chromalaun-Gallo-
cyanin,
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positiven Alcian Blue-Reaktion bei pH 2,5 wurden saure Mucopoly-
saccharide vermutet. Die positive Alcian Blue CEC-Reaktion bei 1,0 m
MgCl, wies sogar auf stark sulfatierte Mucopolysaccharide hin. Ander-
seits sprach der negative Ausfall der Alcian Blue-Reaktion bei pH 1,0
und der Sulfatgruppennachweise gegen diese Vermutungen. Auch
konnten weder mit der HID- und LID-Reaktion noch mit der dialysed
iron-Methode saure Mucopolysaccharide nachgewiesen werden. Der
Grund dieser widerspriichlichen Resultate diirften die offenbar sehr sau-
ren Proteine der Eischale sein. Fiihrt man eine milde Methylierung der
COOH-Gruppen durch, so bleibt die Alcian Blue-Farbung bei pH 2,5
aus. Eine anschliefende Hydrolyse stellt die Farbbarkeit wieder her.
Fiir die Alcian Blue-Reaktion bei pH 2,5 diirfte damit der hohe Gehalt
an COOH-Gruppen in den sauren Schalenproteinen verantwortlich sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal nach den histochemi-
schen Resultaten die Eischale aus sauren Proteinen aufgebaut ist. Muco-
polysaccharide, Lipide und Kohlenhydrate sind nicht nachweisbar. Da-
mit werden die Resultate von LEES & BEAMENT (1948) bestitigt, die in
thren chemischen Untersuchungen ebenfalls nur Proteine in der Eihiille
von O. moubata vorfanden.

3.24.6. Reticulo- und Periplasma

Im ovulationsbereiten Ei erfiillt das eigentliche Cytoplasma den
Raum zwischen den paraplasmatischen Einschliissen (Dotterkugeln,
Lipidvakuolen und Glykogengranula) als lichtoptisch kaum sichtbares
Reticulo- und Periplasma. Die in der jungen Oocyte kriftige Baso-
philie ist nur noch schwach vorhanden. Sie geht durch Ribonuclease-
behandlung verloren und wird daher auf die RNS vermutlich der Ribo-
somen zuriickgefiihrt.

Es ist bekannt, daB3 der Eicortex Sitz wichtiger morphogenetischer
Faktoren ist. Sowohl Polaritit und Symmetriec des Eies wie auch die
Hauptachsen des Embryos sind teilweise an ihn gebunden (KUEHN,
1965; RAVEN, 1961). Lichtmikroskopisch zeigt der Cortex des unter-
suchten Eies jedoch keine feststellbaren Differenzierungen.

«Cortical granules», die an Befruchtungsreaktionen wie z. B. der
Bildung der Befruchtungsmembran teilnehmen konnen (RAVEN, 1961),
wurden keine beobachtet.

Abb. 27. Ovulierte OocyteI aus dem Ovarlumen. Im Kernraum (—) liegt ein
basophiler Nucleolusrest. E = Eischale. Fix.: Carnoy; Farb.: Chromalaun-Gallo-
cyanin.

Abb. 28 und 29. Eier aus dem distalen Abschnitt des Ovidukts (28) und dem
Uterus (29). Die Abbildungen zeigen stark basophile Gebilde, die als Chromo-
somen gedeutet werden. Fix.: Carnoy; Fiarb.: Chromalaun-Gallocyanin.
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3.2.4.7. Symbionten

Die Symbionten sammeln sich im Verlaufe der Vitellogenese in der
dem Kern resp. dem Funiculus entgegengesetzten Eiregion an und
konzentrieren sich dort auf einen kleinen Raum im Cytoplasma zwi-
schen den Dotterschollen (Abb. 18 und 26).

Die Griinde fiir die Ansammlung und fiir diese bevorzugte Stelle
sind unbekannt. Es ist auch nicht gekldrt, ob die Symbionten durch
Eigenbewegung oder durch feine Plasmastromungen an den Ort ge-
langen.

Durch die «Infektion» des Eies werden die Symbionten an die
nichste Generation weitergegeben (transovarielle Ubertragung). Sie
spielen vermutlich eine wichtige Rolle als Vitaminlieferanten (siche
BUCHNER, 1965).

3.3. Funiculus

Am Ende der Pravitellogenese scheint der Funiculus fertig ausge-
bildet zu sein. Wihrend der Vitellogenese werden keine Mitosen mehr
beobachtet. Der lange, schmale Funiculus verleiht, zusammen mit der
Basallamina, der dotterbildenden Oocyte eine rotationsellipsoiddahn-
liche Form.

Kern

Im Verlauf der Vitellogenese nehmen die Kerne der Funiculuszellen
an Volumen zu. Zu Beginn weisen sie einen Durchmesser von etwa
4,5-5 u, gegen Schluf} einen solchen von etwa 6-6,5 ¢ auf. Gleichzeitig
werden sie starker euchromatisch. Der Hauptnucleolus nimmt ebenfalls
an GroBe zu.

Diese Kernverdnderungen deuten auf eine Belastung des Zellstoft-
wechsels hin.

Cytoplasma

Die ZellgréBe nimmt wihrend der Vitellogenese etwas zu. Die recht
ausgeprigte, Ribonuclease-labile Basophilie ist auf den Gehalt an RNS
zuruickzufiihren.

Im Cytoplasma entstehen Lipidvakuolen, die histochemisch Trigly-
ceride und Phospholipide zu enthalten scheinen. Ebenfalls konnen ge-
ringe Mengen an Glykogen nachgewiesen werden.

Die Kern- und Cytoplasmaverinderungen wiahrend der Vitello-
genese deuten darauf hin, dal es sich bei der Funiculuszelle keineswegs
nur um eine passive Verbindungszelle zwischen Ei und Ovar handelt.
Sie ist auch «synthetisch» titig. Ob Substanzen aus der Funiculuszelle
in das Ei gelangen und welche Bedeutung ihnen zukommt, kann mit
den angewandten lichtmikroskopischen Methoden nicht entschieden
werden. AESCHLIMANN & HECKER (1967) beschrieben Bldschen mit
elektronendichtem Inhalt, die moglicherweise aus den Funiculuszellen
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in die Oocyte gelangen. VolumenmiBig diirfte jedoch dieser Vorgang
kaum viel zur Dotterbildung beitragen.

Vielleicht sind die Funiculuszellen in einer noch unbekannten Art
und Weise auch am Aufbau der Eipolaritit beteiligt, die sich in der
Achse Eikern—Symbiontenansammlung (Abb.9 und 18) und spiter in
der Embryonalentwicklung duBert (siche Kapitel Eipolaritdt und Haupt-
achsen des Embryos).

Riickblick auf die Vitellogenese

In dieser Phase ist die wachsende Oocyte in erster Linie mit dem
Aufbau der Eischale und des chemisch offenbar sehr komplexen Dot-
ters beschiftigt. Im Zusammenhang mit der dadurch bedingten auler-
ordentlichen Belastung des Zellstoffwechsels vergroBBern sich Kern und
Nucleolus um ein Vielfaches. Der in der Prophase der ersten Reife-
teilung verharrende Kern ist génzlich euchromatisch (Arbeitskern!). Erst
kurz vor dem Ende der Vitellogenese 16sen sich Nucleolus und Kern-
membran auf; der Kerninhalt bleibt im Cytoplasma liegen.

Die Aufnahme von Trypanblau in das Ei sowie die elektrophore-
tischen und immunologischen Untersuchungen unterstiitzen die Hypo-
these der exogenen Dotterquelle. Zweli spezifisch weibliche, wihrend der
Vitellogenese verstdrkt auftretende Hamolymphenproteine («female
proteins») scheinen in die Oocyte aufgenommen und in die Dotter-
kugeln eingelagert zu werden; vermutlich geschieht dies durch Mikro-
pinocytose (AESCHLIMANN & HECKER, 1967, 1969).

Das rotationsellipsoidférmige Ei erhdlt durch die Anheftung am
Ovar mittels des Funiculus eine Polarisierung. Der Kern befindet sich
an der Eiperipherie beim Funiculus. Die Symbionten sammeln sich am
diametral entgegengesetzten Eipol an.

4. Ovulation und postovulatorische Phase

Die postovulatorische Phase dauert von der Ovulation bis zur Ei-
ablage. Das ins Ovarlumen ovulierte Ei gelangt durch einen der paari-
gen Ovidukte in den Uterus und wird dann durch die Vagina nach
aullen abgegeben.

4.1. Ovulationsprozef3

Am Ende der Vitellogenese gelangt das auflen am Ovar befestigte
Ei in das Ovarlumen. Der eigentliche Ovulationsprozef3 ist nie beobach-
tet worden; er spielt sich offenbar sehr rasch ab. Auf histologischen
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Schnitten findet man entweder reife, noch auflen am Ovar befestigte
Eier oder dann bereits ovulierte Eier im Ovarlumen; Zwischenstadien
werden nie gesehen.

An der Ovulationsstelle bleibt die verkiirzte, stark gefiltelte und
eingebuchtete Basalmembran zuriick. Die Funiculuszellen differenzie-
ren sich wahrscheinlich zu Ovarepithelzellen um, da nie zugrunde-
gehende Zellen beobachtet werden.

Die auslésenden Faktoren der Ovulation kdnnen nur hypothetisch
diskutiert werden. Sicher spielt dabei die von LEES & BEAMENT (1948)
und WAGNER-JEVSEENKO (1958) erwiihnte starke Dehnung der Basal-
membran durch die Eivergroferung und der daraus resultierende Druck
auf das Ei eine Rolle. Es 1st aber auch denkbar, dafl am Schlufl der
Vitellogenese der Zusammenhalt zwischen den Funiculuszellen und
zwischen der Basallamina und dem Ei aufgehoben wird (z. B. durch
Aufldsung von interzelluldren Kittsubstanzen) und auf diese Weise die
Passage des Eies in das Ovarlumen erleichtert wird.

Erwahnenswert 1st, dall die nach der Ovulation iibrig bleibende,
stark gefaltelte Basalmembran auf der Innenseite eine Oil Red O-posi-
tive Lipidschicht besitzt (vermutlich neutrale Lipide). Da eine solche
Lipidlage wahrend der Vitellogenese nie zwischen Basalmembran und
Eihiille gefunden wird, ist es denkbar, daB3 kurz vor Ovulation diese
Lipide entweder von der Eizelle oder von den Funiculuszellen in den
Zwischenraum abgegeben werden. Sowohl Oocyte wie Funiculuszellen
enthalten Oil Red O-positive Lipide. Diese Lipidzwischenschicht konnte
in einer Art «Schmiereffekt» die Gleitfihigkeit des Eies gegeniiber der
Basalmembran erhohen und so das Herausgleiten der Oocyte durch die
Ovarwand in das Ovarlumen begiinstigen.

Die frisch ovulierten Oocyten sammeln sich im Ovarlumen an (bis
zu 50 Stiick). Die auflen an der Ovarwand befestigten, lose verteilten
Muskelzellen (vgl. Abb. 9) helfen vermutlich durch Kontraktion mit,
die Eier in die Ovidukte zu befdrdern. Die Passage des proximalen
Ovidukts und der Ampulle geschieht offenbar schnell, da selten Eier in
diesem Abschnitt gefunden werden. Am Ende des distalen Ovidukts
und im Uterus sammeln sich die Eier bis zu ithrer Ablage wieder an
(bis zu 26 Stiick).

4.2. Cytologie der Eizelle

4.2.1. Kern

Wie im Kapitel der Vitellogenese bereits beschrieben wurde,
schrumpft der stark angeschwollene Kern kurz vor der Ovulation unter
Auflosung der Kernmembran. Der Nucleolus verkleinert sich ebenfalls
und fragmentiert. Das leicht basophile, feulgennegative Kernmaterial
vermischt sich mit dem Cytoplasma, bleibt aber am Ort liegen. Dies gilt
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auch fiir das frisch ovulierte Ei. Sehr oft liegen in der Kernregion noch
kleine, manchmal noch vakuolisierte Nucleolusreste (Abb. 27). Immer
liegt das Kerngebiet, nach Rekonstruktion der Serienschnitte, diametral
der Symbiontenansammlung gegeniiber. Die sichtbare Polarisierung des
Eies (Achse: Kern—Symbionten) wird also beibehalten.

In Eiern aus dem distalen Ovidukt und dem Uterus kénnen in der
Kernregion unter der Eiperipherie stark basophile Chromosomen ge-
sehen werden. Sie besitzen ldangliche bis rundliche Formen; z. T. erschei-
nen sie auch zusammengeballt (Abb. 28 und 29). Eine Zuordnung der
Chromosomen zu Meiose- oder Befruchtungsvorgingen ist zur Zeit
noch nicht moglich. Spindelfiguren wurden bis jetzt nicht beobachtet.

Vermutlich spielt sich die Befruchtung in der Ampulle ab (WAGNER-
JEVSEENKO, 1958). Da Spermiophoren in den Ampullenzellen phago-
zytiert werden, vermutet die Autorin eine Diffusion der dadurch frei-
gesetzten minnlichen Erbsubstanzen in die Eizelle beim Passieren der
Ampulle.

Im Gegensatz zu WAGNER-JEVSEENKO (1958) vermute ich eher eine
klassische Befruchtung. Sie geschieht wahrscheinlich in den oberen Ge-
schlechtswegen (Ampulle?) durch reife Spermiophoren, die vermutlich
auf enzymatischem Weg die in dieser Phase noch weiche Proteinschale
des Eies durchdringen und dann den minnlichen Kern in das FEi ent-
lassen.

Die Hypothese einer klassischen Befruchtung bei Argasiden durch
ein eindringendes Spermium scheint durch Arbeiten von GOROSH-
CHENKO (1960, 1964; zitiert in BALASHOV, 1964) bestitigt zu werden .
Bei Ixodiden sind drei Fille in der Literatur bekannt. SamsoN (1909)
beschrieb bei Ixodes ricinus das Eindringen eines Spermiophors in das
Ei. Bei der gleichen Art beschrieb WAGNER (1892) die Meiose und die
Vereinigung von weiblichem und ménnlichem Kern im abgelegten Ei.
Nach YaLvac (1939) und Dennis (1932) findet bei Hyalomma spec.
resp. bel Boophilus annulatus die Befruchtung im Ovidukt statt.

Wenige Stunden nach der Ablage befindet sich der Kern im Ei-
zentrum. Er beginnt anschlieBend die Furchungsteilungen (AESCHLI-
MANN, 1958).

4.2.2. Cytoplasma und Paraplasma

Wihrend der postovulatorischen Phase konnen mit den angewand-
ten cytologischen, histochemischen und elektrophoretischen Methoden
keine Veridnderungen im Cytoplasma und im Dotter gefunden werden.

1 Die englische Ubersetzung der Arbeit von BALAsHOV (1964), in der Resultate
von GOROSHCHENKO (1960; 1964) zur Befruchtung bei Argasiden auflgefiihrt wer-
den, gelangte erst bei der Niederschrift des Manuskripts in meine Hinde. Im
Moment stehen mir deshalb die Originalarbeiten von (GOROSHCHENKO nicht zur
Verfiligung.
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Das im Ovarlumen liegende Ei behilt die wahrend der Oocyten-
reifung ausgebildete Rotationsellipsoidform bei (kiirzester Durchmes-
ser: 760-930 w; lingster Durchmesser: 880-1020 ). Nach Passage der
Ampulle — im distalen Ovidukt — beginnen sich die Eier zu vergréfern.
Je ndher das Ei bei der Einmiindung in den Uterus liegt, desto groBer
ist es. Im Uterus erreicht es seine maximale Grofe unter Beibehaltung
der Rotationsellipsoidform (kiirzester Durchmesser: 910-960 w; lang-
ster Durchmesser: 990-1100 «).Die dadurch erfolgte Volumenzunahme
betragt zwischen 60-89%/y. Der Vorgang kann durch die Bestimmung
des Trockengewichts und des Wassergehalts auf eine Wasseraufnahme
zurlickgefiihrt werden. Damit werden die Feststellungen von LEES
& BEAMENT (1948) bestitigt und ergénzt.

Unklar bleiben die auslosenden Faktoren dieser Wasseraufnahme.
Da die Volumenzunahme im distalen Ovidukt, nach der Passage der
Ampulle, beginnt, kommen mdoglicherweise die Befruchtungsvorginge
dafiir in Betracht.

4.2.3. Symbionten

Wiahrend der postovulatorischen Phase bleiben die Symbionten
weilterhin an der Eiperipherie versammelt. Erst wenige Stunden nach
der Ablage beginnen sie sich im E1 zu verteilen, um dann spiter ver-
schiedene Zeckenorgane zu befallen.

4.2.4. Eischale

Frisch ovulierte Eier aus dem Ovarlumen besitzen eine sehr weiche
und plastische Eischale. Uteruseier dagegen weisen eine hértere, viel
weniger elastische Eihiille auf. Es ist ungeklirt, wie dieser Hartungs-
prozel3 der Schalenproteine zustande kommt. Mit den angewandten
histochemischen Methoden kénnen keine Unterschiede zwischen Ei-
schalen von Ovarlumen- resp. Uteruseiern festgestellt werden.

Ahnliche Hirtungen (engl. «tanning») von Proteinstrukturen spie-
len sich in der Cuticula und in Ootheken von Insekten ab, wobei die
Proteine untereinander mit Quinonen vernetzt werden (WIGGLESWORTH,
1965). Moglicherweise laufen dhnliche Vorginge an den Proteinen der
Eischale von O. moubata ab.

Da die Hirtung der Eischale erst nach der Ampullenpassage wih-
rend der Wasseraufnahme beginnt, wird der ProzeB vielleicht durch die
Befruchtungsvorgiange ausgelost. Moglicherweise spielen dabei aber
auch Sekrete der Geschlechtsgiinge eine Rolle; besonders die Uterus-
zellen scheinen eine starke Sekretion mit noch unbekannter Funktion
zu besitzen.

Die Stelle des Funiculusansatzes am Ei1 wird durch eine lange, feine
Rinne in der Eischale angezeigt (Abb. 30). Zwischen Funiculuszellen
und Qocyte werden offenbar etwas weniger Schalensubstanzen abge-
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Abb. 30. Ovuliertes Ei aus dem Ovarlumen. Bei schrig auffallendem Licht ist die
«Rinne» (Funiculusansatzstelle) in der Eischale erkennbar.

lagert, so dafl an diesen Stellen die Eischale etwas diinner ausgebildet
ist. Dadurch entsteht die Rinne als negativer Abdruck des Funiculus.
Eine analoge Bildung findet sich als «Mikropyle» auch bei Echinoder-
meneiern (RAVEN, 1961).

Es ist zur Zeit unbekannt, ob diese Rinne eine funktionelle Be-
deutung besitzt, z. B. im Sinne einer Mikropyle. Da die Eihiille an die-
ser Stelle verdiinnt ist, wiire bei einer Befruchtung das Eindringen der
Spermiophoren erleichtert. Es sei daran erinnert, da3 bei Insekten so-
wohl Durchbohrungen wie auch verdiinnte Stellen im Chorion als
Mikropylen funktionieren kdonnen (WEBER, 1966).

Nach der Ablage wird das Ei durch das Géné’sche Organ mit einer
Lipoidschicht umgeben, durch die es vor einer Austrocknung geschiitzt
wird (LEES & BEAMENT, 1948).

D. Eipolaritiit und Hauptachsen des Embryos

Wie bereits im Kapitel der Vitellogenese erwihnt, besitzt das Ei von
O. moubata einen polaren Aufbau. Funiculus, Kern und Symbionten-
ansammlung liegen auf einer kleinen Achse der rotationsellipsoidformi-
gen Oocyte (Abb. 9, 18 und 31). Der Dotter zeigt keine solche polare
Anordnung; er ist gleichmifBig im Ei verteilt. Diese sichtbare Eipolaritit
steht offensichtlich in Bezichung zur Lage des Eies im Ovar, wie dies
bei vielen tierischen Oocyten der Fall ist (z. B. KUEHN, 1965; RAVEN,
1961). Der Kern liegt unmittelbar beim Funiculus, die Symbionten-
ansammlung befindet sich diametral gegeniiber. Moglicherweise spielt
der Funiculus bei der Ausbildung dieser Polaritidt eine wichtige Rolle.

In der Embryogenese entwickelt sich die Primitivplatte («disque
germinatif primordial» nach AESCHLIMANN [1958]) auf der dem Funi-
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culus resp. der Rinne abgewandten Seite in der Niahe der fritheren,
mittlerweile aufgelosten Symbiontenansammlung (Abb. 31 a und b).
Mit der Auswachsung des Keimstreifs versetzt sie sich seitlich. Der
Kopflappen kommt bis in die Region der Rinne zu liegen (Abb. 31 c
und d). Es erfolgt dann eine starke Verkiirzung des Keimstreifs
(Abb. 31 e). Diese Position wird bis zum Ende der Embryonalentwick-
lung etwa beibehalten (Abb. 31 f).

Aus dieser Darstellung geht hervor, dal3 die Region der Symbionten-
ansammlung im Ei zur ventralen Seite des Embryos wird; die Region
der Rinne bzw. des Eikerns wird zur dorsalen Seite. Damit entspricht
die sichtbare Eipolarititsachse etwa der dorso-ventralen Achse des
Embryos.

Die cephalo-caudale Achse des Embryos fillt etwa mit der groflen
Achse des rotationsellipsoidartigen Eies zusammen. Die Bilateralsym-
metrieebene entspricht damit etwa der Ebene, die im Ei durch Funicu-
lusband, Eikern und Symbiontenansammlung bestimmt wird.

Die Dorsoventralitit und Bilateralsymmetrie des Embryos stehen
somit offenbar in einem engen Zusammenhang mit der Polaritdt der

Abb. 31. Schematische Darstellung der Eipolaritdt und der Ausbildung der Haupt-
achsen des Embryos. a) Eipolaritit, ausgedriickt durch den beim Funiculus lie-
genden Eikern und die diametral gegeniiberliegende Symbiontenansammlung.
b) Ausbildung der «disque germinatif primordial» (D). R = Rinne in der Ei-
schale (Stelle des Funiculusansatzes). ¢) d) Ausbildung des Keimstreifs. A =
Acron; T = Telson. e) Verkiirzung des Keimstreifs. f) Lage des schliipfbereiten
Embryos im Ei.



Diehl, Zur Qogenese bei Ornithodorus moubata Murray . . . 345

Eizelle, wie das auch von andern Tieren bekannt ist (KUEHN, 1965;
NETZEL, 1968; RAVEN, 1961). Welche Faktoren fiir die Bestimmung
der Eipolaritdt und der Embryo-Hauptachsen bei O. moubata verant-
wortlich sind und wo sie sich lokalisieren, sind offene Fragen. Bei ge-
wissen naher untersuchten Oocyten befinden sie sich wahrscheinlich 1im
Eicortex (Periplasma und Oocytenmembran). Sie werden vermutlich
schon frith in der Oogenese angelegt (KUEHN, 1965; NETZEL, 1968;
RAVEN, 1961).

IV. Diskussion

Die von AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) aufgestellte Hypo-
these der exogenen Dotterquelle wird durch die vorliegenden Resultate
unterstiitzt. Zwei «female proteins» werden in die Eizelle aufgenommen
und in den Dotterkugeln gespeichert. Durch diese Aufnahme von bereits
synthetisierten Makromolekiilen wird wahrscheinlich eine grofle Ent-
lastung des Oocytenstoffwechsels erreicht. Da die Synthesekapazitit der
Eizelle offenbar beschriankt ist, stellt vermutlich die exogene Dotter-
quelle die Voraussetzung fiir die Bildung grofer, dotterreicher Eier dar.

Der Anteil der exogenen resp. der endogenen Dotterquelle am Auf-
bau der Dotterkugeln kann mit den angewandten Methoden nicht be-
stimmt werden. Es wird jedoch vermutet, daf3 die extraoocytir gebilde-
ten «vitellogenins» den Hauptanteil der Dotterproteine ausmachen. Der
Syntheseapparat der Eizelle dient wohl in erster Linie der Herstellung
der Eischalenproteine, der Membranen, der bendtigten Enzyme etc. Die
Anwendung von autoradiographischen und morphometrischen Metho-
den kann mdoglicherweise zur Abkldrung dieser zellphysiologisch inter-
essanten Fragen beitragen (JENNI, in Vorbereitung).

Die Synthese der Hamolymphenproteine bei Insekten geschieht im
Darmepithel (ROTH & PORTER, 1964) oder im Fettkdrper (BODNARYK
& MORRISON, 1968; ENGELMANN, 1969; PaN, BELL & TELFER, 1969)
oder auch in beiden zusammen (MiLLs, GREENSLADE & CouUcCH, 1966).
Bei O. moubata ist der Syntheseort nicht bekannt; moglicherweise sind
es die Darmzellen. Diese Vermutung findet eine gewisse Stiitze in den
Beobachtungen, dafl bei unbegatteten Weibchen — im Gegensatz zu
begatteten — die Verdauung der Blutmahlzeit nur sehr langsam vor
sich geht und die «female proteins» entsprechend nur sehr langsam an
Konzentration zunehmen. Ein Fettkorper ist nicht vorhanden.

Es ist auffallend, daB nur die «female proteins» H, und H; in nach-
weisbaren Mengen in das Ei aufgenommen werden. Der Mechanismus
dieser selektiven Aufnahme ist unbekannt. Moglicherweise spielen da-
bei die «coated vesicles» der Pinocytose eine Rolle (FAWCETT, 1966;
ROTH & PORTER, 1964; SmiTH, 1968; TELFER, 1965).
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Eine wichtige Funktion der Hdmolymphenproteine Hg,-Hg und
H,,—H,. konnte der Transport von Lipiden in der Himolymphe sein.
Ein solcher Lipidtransport durch Proteine vollzieht sich in der Hamo-
lymphe von Insekten (CHINO & GILBERT, 1965; CHINO, SATURO & KEII,
1969; SiakaTos, 1960; THomas & GILBERT, 1967; THOMAS & LAw-
RENCE, 1968; WANG & PATTON, 1969; WLODAWER & LAGWINSKA, 1967)
und im Blut von Wirbeltieren (z. B. CANTAROW & SCHEPARTZ, 1967).
Die in der vorliegenden Arbeit angewandten Nachweismethoden lassen
keine genaueren qualitativen Aussagen liber die gebundenen Lipide zu.
Vermutlich werden neben den nachgewiesenen Phospholipiden und dem
Cholesterin noch weitere Lipide oder lipophile Substanzen transportiert
(z. B. Triglyceride, Cholesterinester, Steroidhormone?).

Es ist bekannt, daB bei Insekten die Kontrolle der Vitellogenese
hormonal iiber die Corpora allata und/oder die neurosekretorischen
Zellen der pars intercerebralis geschieht (ENGELMANN, 1969; HIiLL,
1962, 1965; MiLLs, GREENSLADE & CoOUCH, 1966; SCHEURER, 1969;
TELFER, 1965; WIGGLESWORTH, 1964; WILKENS, 1968; WILLIAMS,
1965).

Auch bei der Zecke O. moubata scheint eine hormonale Steuerung
durch das Gehirn zu erfolgen (AESCHLIMANN, 1968). Das endokrine
System wird vermutlich schon allein durch die Blutmahlzeit aktiviert.
Es kommt zu einem langsamen Anstieg der «female protein»-Konzen-
tration und zu einer iiber lingere Zeit dauernden, meist unvollstdndigen
Vitellogenese. Das endokrine System wird aber offensichtlich viel stér-
ker stimuliert, wenn zusitzlich zur Blutmahlzeit noch miannliche Sub-
stanzen bei der Kopula ins Weibchen eingefithrt werden. Der «female
protein»-Titer steigt jetzt schr rasch an; die Vitellogenese erfolgt eben-
falls entsprechend schnell. Auch bei Insekten scheinen wihrend der
Begattung ménnliche Substanzen in das Weibchen eingefiihrt zu wer-
den, die vermutlich iiber endokrine Systeme vitellogenesebeschleuni-
gend wirken (MERLE, 1968).

Die chemische Natur dieser noch unbekannten minnlichen Sub-
stanzen und ihre Wirkung auf das Zeckengehirn sowie der EinfluB3 des
Hormonsystems auf die Synthese der «vitellogenins» und auf die
Oocyte bei O. moubata miissen in weiteren Arbeiten genauer untersucht
werden. Bei der Zecke O. tholozani soll DOPA (in der Samenfliissig-
keit) mindestens teilweise fiir die Eireifung verantwortlich sein (GALUN
& WARBURG, 1967).

In den bisher bei Insekten untersuchten Fillen erscheint das Glyko-
gen erst spit in der Oogenese als letzter der Reservestoffe nach dem
Absinken der euplasmatischen Proteinsynthese (ENGELS & DRESCHER,
1964; RamamMurTy, 1968; RAVEN, 1961). Zellphysiologisch gesehen
scheinen intensive Protein- und Glykogensynthese in einem antagoni-
stischen Verhiltnis zueinander zu stehen (ENGELS & BIER, 1967). Bei
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der Oocyte von O. moubata scheint dies nicht zuzutreffen. Hier ist das
Glykogen bereits in den Friihstadien der Vitellogenese nachweisbar.
Weitere autoradiographische und biochemische Untersuchungen kon-
nen vielleicht diese gegensitzlichen Befunde erkldren.

Das cytologische Bild 1483t auf einen duBerst aktiven Eikern schlie-
Ben. Dies ist verstiandlich im Blick auf die enorme Belastung des Oocy-
tenstoffwechsels wihrend der Oogenese. Bei gewissen untersuchten
Eiern ist der Kern aber nicht nur am aktuellen Stoffwechsel beteiligt;
er produziert auBBerdem stabile, inaktivierte m-RNS und r-RNS. Diese
RNS-Sorten werden im Ei gespeichert und sind erst spéter, bei den
ersten Entwicklungsschritten der Embryogenese, wirksam. Sie sind an
den beim Beginn der Entwicklungsprozesse einsetzenden Proteinsynthe-
sen beteiligt (Duspiva, 1969; HANSEN-DELKESKAMP, 1969). Uber das
Vorhandensein solcher erst bei der Embryogenese wirksam werdenden
miitterlichen «messengers» und Ribosomen bei O. moubata kann natiir-
lich mit den angewandten Methoden nicht entschieden werden. Wohl
werden offensichtlich grole Mengen von Ribosomen wihrend der
Oogenese gebildet, und es ist eine leichte, Ribonuclease-labile Cyto-
plasmabasophilie in reifen Eiern vorhanden. Diese entwicklungsphysio-
logisch interessante Frage wird nur mit dem Einsatz von molekular-
biologischen Methoden zu l6sen sein.
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Reésumé

L’ovogéneése d’O. moubata a été divisée en 4 périodes.

Pendant la premiére phase, le noyau de l'euf accomplit, aprés la derniére
division ovogoniale, la prophase de la mitose hétérotypique jusqu’au stade dia-
cinese.

Au cours de la deuxiéme période (prévitellogénése), le noyau se transforme
en un « noyau végétatif » euchromatique. Il posséde un nucléole vacuolisé qui
participe a 1'élaboration des nombreux ribosomes nécessaires. l.e noyau, le
nucléole et le cytoplasme augmentent considérablement de volume. A la fin de
la prévitellogénese, 'ovocyte I, fortement basophile, fait saillie dans 'hémocoele.
Il est relié a la paroi ovarienne par une bande cellulaire étroite et allongée,
le funicule.

Pendant la troisieme période (vitellogéneése), le vitellus et I’enveloppe de 'ceuf
se forment. Des recherches histochimiques et chromatographiques montrent du
glycogeéne et des vacuoles contenant des triglycérides entre les grains de vitellus.
Les grains de vitellus se composent d’hémo-glyco-lipoprotéines. Celles-ci contien-
nent de I’hématine, des triglycérides, des phospholipides, de la cholésterine et
des esters de cholésterine. Il semble qu’une partie des protéines de réserve soit
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formée en dehors de I'ovocyte. Des recherches électrophorétiques et immunolo-
giques démontrent Papparition dans ’'hémolymphe de deux « protéines femelles »
(hémo-glyco-lipoprotéines), pendant la vitellogénése. Elles forment dans 'ceuf la
plus grande partie du vitellus. Elles y sont probablement transportées par micro-
pinocytose (AESCHLIMANN & HECKER, 1967 et 1969). L’ingestion rapide de Bleu
trypan montre la capacité de I'ceuf d’absorber des substances a haut poids molé-
culaire. La coque, formée par I'ceuf, est composée de protéines acides. Le noyau,
situé a la périphérie de 'ovocyte, pres du funicule, se ratatine vers la fin de la
vitellogénése. La membrane nucléaire et le nucléole se désintégrent.

[.a quatrieme période dure de I'ovulation jusqu’a la ponte. Les ceufs tombent
dans la lumiere de l'ovaire. La fécondation a probablement lieu dans les voies
génitales supérieures. Apreés le passage dans loviducte, I'ceuf augmente de
volume, en absorbant de I'eau. La coque jusqu’a présent molle, se durcit. L'ceuf
prend une forme ellipsoidale. La polarité de I'ceuf s’exprime, d’une part par la
position du noyau prés du funicule, d’autre part par I'amas de symbiotes situé
a l'opposé, sous la coque. Cette disposition représente I'axe dorsoventral de
I’embryon alors que son axe céphalo-caudal correspond au grand axe de I'ceuf.

Summary

The oogenesis of Ornithodorus moubata is subdivided in four periods.

1. period: After the last oogonial division the egg-nucleus passes through the
prophase of the first meiotic division to diakinesis. The volumes of the nucleus
and the cytoplasm are not markedly changed.

2. period (previtellogenesis): The egg-nucleus is transformed in an active,
euchromatical “working nucleus”. Histochemically DNA is not demonstrable.
A prominent nucleolus is formed which takes part in the formation of ribosomes
required in great quantities by the egg-cytoplasm. The nucleolus develops a big
central acidophilic vacuole and many little acidophilic vacuoles in the basophilic
cortex. Little basophilic spherical granules are seen in the nucleoplasm. They
are thought to be derived from the basophilic part of the nucleolus. They may
be an intranuclear storage- or transportform of ribosomal material. This ribo-
somal material is probably passing through pores in the nuclear membrane into
the egg-cytoplasm (AESCHLIMANN & HECKER, 1967 and 1969). During previtello-
genesis the volumina of the nucleus, the nucleolus and the cytoplasm increase
greatly. At the end of the phase 2 the basophilic oocyte projects into the hemo-
coel. It is connected with the ovarian tissue only through a small elongated
cell-band (funiculus).

3. period (vitellogenesis): During vitellogenesis deposition of the yolk and of
the egg-shell occurs. Histochemical investigations and thinlayer-chromatography
reveal glycogen and lipidfilled vacuoles (triglycerides) between the yolk spheres.
The yolk spheres consist of hemo-glyco-lipoproteins containing hematin, tri-
glycerides, phospholipids, cholesterol and cholesterol esters. Electrophoretical
and immunological investigations indicate that at least a part of the yolk proteins
is formed outside the oocyte. During vitellogenesis two female proteins (hemo-
glyco-lipoproteins) appear in high concentrations in the hemolymph. They are
also demonstrable in the yolk spheres where they are forming the major bulk
of the yolk proteins. They are probably taken into the oocyte by micropino-
cytosis (AESCHLIMANN & HECKER, 1967 and 1969). The fast incorporation of trypan
blue shows also the oocyte’s capacity to ingest substances of high molecular
weight. The egg-shell is formed by the oocyte itself and consists of acid proteins.
The egg-nucleus lies at the periphery near the funiculus. Towards the end of
vitellogenesis the nucleus shrinks. The nuclear membrane and the nucleolus
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disappear. The symbionts become concentrated in a region near the egg-periphery
opposite to the funiculus.

4. period: The fourth phase lasts from the ovulation to the egg-deposition.
It is supposed that fertilization takes place in the upper part of the oviduct
although the penetration of the spermatozoon into the egg could not be seen.
The observed chromosomal figures in eggs of the distal oviduct and of the uterus
probably indicate meiotic and fertilization phenomena. In the distal oviduct, after
the passage of the ampulla, the egg begins to enlarge due to waterabsorption.
At the same time the previously soft egg-shell begins to harden by an unknown
process. The egg shows a polarity expressed by the nucleus situated near the
funiculus and by the accumulation of symbionts at the opposite side near the egg-
periphery. This axis corresponds approximately to the dorsoventral axis of the
embryo. The major axis of the egg which has the shape of a prolate spheroid
coincides nearly with the cephalo-caudal axis of the embryo.
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