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1. Einleitung

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts entwickelte sich das Interesse, durch die
Untersuchung der Normalentwicklung tierischer Organismen Einsichten in die
Ablaufe der Zelldifferenzierung zu gewinnen. Eine erste grindliche Studie dieser
Art unternahm WHITMAN (1878) am SuRwasseregel Clepsine marginata, indem er
durch exakte Beobachtung des Zellteilungsgeschehens bis zur Gastrulation einen
Zellstammbaum erstellte, der Auskunft Uber die genealogische Herkunft der
Gewebe aus einzelnen Vorlauferzellen des Embryos gab. Dies konnte aber nur
deswegen gelingen, da Clepsine ein invariantes Zellteilungsmuster aufweist: die
genaue Teilungsabfolge und raumliche Anordnung der Blastomeren im Verlauf
der Frihentwicklung gleicht sich also von einem Tier zum nachsten, so dal® man
sogar jede einzelne Furchungszelle individuell bezeichnen kann.

Dieser Arbeit folgten bald weitere an unterschiedlichen Tieren (z.B. WILSON
1892 an Nereis, LILLIE 1895 an Unio complanata, CONKLIN 1897 an Crepidula
fornicata, SURFACE 1907 an Planocera inquilina), deren Keime wahrend der
Frihentwicklung gleichfalls ein hochgradig stereotypes Zellteilungsmuster
aufweisen.

Im Zuge solcher Studien zur ,Cell-lineage” zeigte sich bald, dal} sich Anneli-
den und Mollusken nicht nur innerhalb der einzelnen Arten durch ein invariantes
Furchungsmuster auszeichnen, sondern sich die Fruhentwicklung aller Vertreter
dieser beiden Tierstamme hochgradig ahnelt, indem die Furchungsteilungen
nach einem raumlich stereotypen, ,spiraligen“ Muster verlaufen: auf die ersten
beiden meridionalen Teilungen folgen Teilungszyklen, bei denen durch eine
Schragstellung der Teilungsspindeln Quartette sogenannter Mikromeren stets
etwa um 45° versetzt nach animal abgegeben werden, so dal} diese Zellen in der
Furche der vegetalen Makromeren zu liegen kommen (siehe Fig. 1, Seite 17, am
Beispiel des in dieser Arbeit untersuchten Polychaeten Platynereis dumerilii).
Dies geschieht in Aufsicht auf den animalen Pol abwechselnd im Uhrzeigersinn
(dexiotrop), dann wieder im Gegenuhrzeigersinn (laeotrop). In der Regel finden
nach diesem ,spiralen“ Modus vier Teilungszyklen statt (dritter bis sechster Tei-
lungszyklus), wobei sich die schon entstandenen Mikromeren selbst wieder nach
jedem Zyklus spiralig versetzt weiterteilen.

Dieses charakteristische Furchungsmuster wurde schliefdlich auch bei Vertre-

tern weiterer Tierstamme gefunden, namlich den Sipunculida, Echiurida, Vesti-
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mentifera, Nemertini, Gnathostomulida, Mesozoa, und den Polycladida unter den
Turbellaria (HENRY 2002). Auch wenn sich all diese Organismen als Adulttiere
hochgradig unterscheiden, werden sie wegen des systematischen Aufbaus und
der hohen Konstanz ihres raumlichen Entwicklungsmusters im Friuhkeim gemein-

sam mit den Annelida und Mollusca zur Gruppe der ,Spiralia“ zusammengefalit.

Den vielen Cell-lineage-Untersuchungen an Spiraliern die Ende des 19,
Anfang des 20. Jahrhunderts durchgefiihrt wurden (eine Ubersicht bieten
GURALNICK und LINDBERG 2001), haftet aber allesamt der Nachteil an, dal sie auf
reiner Beobachtung beruhen und ihre Zuverlassigkeit von der Fahigkeit des For-
schers abhangt, bestimmte Zellen in unterschiedlichen Embryonen eindeutig zu
identifizieren und ihre Nachkommen dann fehlerfrei zu verfolgen.

Die daraus resultierenden Unsicherheiten lassen sich mittlerweile durch
moderne Methoden der Zellbeobachtung vermeiden. Hier ware etwa die
4D-Mikroskopie zu nennen, mit deren Hilfe man bei geeigneten Keimen, etwa
den sehr kleinen Eiern des Nematoden Caenorhabditis elegans, samtliche Zellen
raumlich jeweils simultan und Uber einen beliebig langen Zeitraum erfassen und
aufzeichnen kann. Diese Technik hat den groRen Vorteil, das Untersuchungsob-
jekt praktisch nicht zu beeinflussen, setzt allerdings Keime geeigneter Transpa-
renz voraus. GroRere oder dotterreiche Organismen sind dieser Methode nicht
zuganglich. Um solche Objekte zu untersuchen bedarf es anderer Mittel, und die
Injektion von Tracerstoffen stellt hier die beste Wahl dar; obschon diese Methode
invasiv ist und im Normalfall immer nur das Schicksal einer einzelnen Zellinie in
einem Embryo verfolgt werden kann, so erlaubt sie doch eine objektive Doku-

mentation der Cell-lineage.

Die Einfuhrung solcher moderner Techniken hat in jungster Zeit zu einer Wie-
derbelebung von Cell-lineage-Studien gefuhrt, auch an Spiraliern und hier insbe-
sondere an Mollusken, Nemertinen, Polykladen und unter den Anneliden an den
Hirudineen und Oligochaeten. Uber die dritte Klasse dieses Stammes, die Poly-
chaeten, liegen meines Wissens allerdings noch keine aktuellen Untersuchungen
vor.

Der Grund mag darin liegen, dald man bislang Tracersubstanzen nur dann inji-

zieren konnte, wenn man die schitzende Vitellinhtlle der Keime zuvor entfernte.



Einleitung 9

Embryonen von Polychaeten, die sich aus kleinen Eiern entwickeln, tolerieren
diesen Eingriff, sind experimentell aber schwer zu handhaben. Grélzere Embryo-
nen mit inaqualer Furchung’ sind andererseits deutlich leichter zu manipulieren
dulden jedoch die Entfernung der Vitellinhille nicht (FISCHER 1999).

Zu diesem Typ gehort nun auch Platynereis dumerilii, der aber den unschatz-
baren Vorteil bietet, aus unserer Laborzucht permanent verfugbar zu sein. Schon
lange wurde daher der Wunsch gehegt, die bisherigen Cell-lineage-Studien zu
erganzen und zu Uberprufen und zwar durch Injektionsexperimente in jedem
Entwicklungszustand. Dies scheiterte aber immer daran, dal} kein Weg gefunden
werden konnte, die Barriere der Vitellinhulle zu durchdringen. Man kann zwar die
Hulle ganzlich entfernen, indem man Zygoten nach Abschluf’ ihrer Corticalreak-
tion? in Calcium-Magnesium-freiem Seewasser inkubiert. Solche ,nackten Keime
sind allerdings nicht nur extrem fragil, sie entwickeln sich auch nicht zu lebenden
Larven weiter, sondern zerfallen in einzelne Blastomeren, die sich nur noch teil-
weise weiterteilen (ABRELL 1995, COSTELLO 1945). Erst durch meine Entdeckung,
dafld ein Gemisch aus Dithioerythritol (DTE) und Trypsin die Vitellinhille graduiert
anzudauen vermag, gelang es nun, diese Hurde zu Uberwinden.

Es war naheliegend, mit dieser neuen Technik zuerst den genauen Zell-
stammbaum von Platynereis dumerilii zu ermitteln, und damit die Untersuchun-
gen von E. B. WILSON (1892) an der nahe verwandten Art Nereis limbata (zur Zeit
taxonomisch mit Neanthes succinea gleichgesetzt), bzw. Platynereis megalops
(Uberwiegend mit fixiertem Material und Dinnschnitten) und von DORRESTEIIN an
Platynereis dumerilii (1990a; an lebendem Material mit Hilfe der DIK-Mikroskopie)
zu erganzen und gerade flur spatere Entwicklungsstadien, nach der Gastrulation,
zu sichern. Dieses Unterfangen war um so dringlicher, als Platynereis in den
letzten Jahren zunehmend Gegenstand molekularbiologischer Forschung wurde
und auf dem besten Wege ist, sich zu einem neuen Modellorganismus zu etablie-
ren (z.B. ARENDT 2001, 2002, PRUuD’HOMME 2002). Denn die moderne Molekular-
biologie verspricht mit ihrem Instrumentarium neue Ansatze zur Beantwortung

alter Fragen, wie etwa der nach den Mechanismen, die zur Determination und

' FREEMAN und LUNDELIUS (1992) durchmusterten bei ihren Untersuchungen 27 Polychaeten-
familien, von denen nur 7 aqual furchende Formen aufwiesen.

% Nach der Besamung werden innert 25 Minuten durch Exocytose unzahlige Corticalgrana ausge-
schieden, deren quellbare Substanz eine Gallerthille um den Keim aufbaut (KLUGE et al. 1995).
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Differenzierung von Furchungszellen im Verlaufe der Ontogenese flihren. So
konnen mit Hilfe doppelstrangiger RNA (,RNAI“, FIRE et al. 1998, TABARA et al.
1998, ALVARO und NEWMARK 1999) oder durch Antisense-Morpholinos (SONG
et al. 2002) einzelne Gene gezielt ausgeschaltet werden; durch das Einschleusen
entsprechender mRNA (z.B. GRAMMATOPOULOS et al. 2000) oder eines geeigne-
ten Expressionsvektors (HALDER et al. 1995) kann man bestimmte Gene experi-
mentell in Embryonen oder Geweben zur Expression bringen, in denen dies unter
naturlichen Bedingungen nicht oder nur in geringerem MalRe geschehen wurde.
So verlockend solche Eingriffe in Entwicklungsprozesse sicherlich sind, so wird
doch oft vergessen, dal} eine Interpretation der dabei gewonnenen Ergebnisse
immer eine exakte Kenntnis der Normalentwicklung des untersuchten Organis-
mus voraussetzt (SLACK 1979, HENRY und MARTINDALE 1998). Es mul} also ein-
deutig bekannt sein, welches Schicksal jede einzelne Zelle ohne den experi-

mentellen EinfluR genommen hatte.

In der vorliegenden Arbeit werden nun die Ergebnisse von Injektionsexperi-
menten an den ersten acht Furchungszellen von Platynereis und zusatzlich eini-
ger ausgewahlter Blastomeren spaterer Entwicklungsstadien prasentiert und mit
denen DORRESTEIJNS an der selben Spezies und WILSONS an Neanthes succinea
verglichen, da beide Arten in der Frithentwicklung tberaus groRe Ahnlichkeiten
miteinander besitzen. Die Ergebnisse belegen die Uberlegenheit einer
Lineage-Studie durch die Untersuchung markierter Blastomeren gegenuber einer
solchen, die auf reiner Beobachtung beruht, da das Schicksal der Zellen bis zum
jungen Wurm sicher erfal3t werden konnte. WILSONS Untersuchungen waren
aullerst grindlich, verloren sich aber in wichtigen Punkten schon relativ bald in
Unsicherheit bzw. erwiesen sich (unter der Voraussetzung der Gleichartigkeit der
Frahentwicklung von N. succinea und Platynereis) als falsch.

Soweit mir bekannt ist, handelt es sich bei der vorliegenden Arbeit um die
erste, in der die Cell-lineage eines Polychaeten durch moderne Methoden der

Zellverfolgung untersucht wurde.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Losungen
Calcium-Magnesiumfreies Seewasser - CaMgfSw

nach Speksnijder und Dohmen 1983
4951 mM NaCl
9,7 mM KCI
27,6 mM NaHCO3
50 mM EDTA (Merck)

Calcium-Magnesiumfreies Seewasser pH 8

Wie oben aber zusatzlich mit 50 mM TRIS-HCI (Serva), dann auf pH 8,0

eingestellt.

Phosphate Buffered Saline (PBS)

137 mM NaCl
27 mM KCI
8 mM Na;HPO4
1,5 mM  KH2PO4
pH 7,4

PBS + Paraformaldehyd

4 % W/V Paraformaldehyd (Serva) in PBS wurden unter Rihren auf 70°C
erwarmt. Dann wurde langsam so viel 1 N NaOH zugegeben, bis sich die
Suspension (nach kurzer Verzdgerung) klarte. Die Losung wurde in kleinen
Mengen angesetzt, in braunen Glasflaschen gelagert und hochstens einige Tage

verwendet.

1,5 x und 2 x PBT + Paraformaldehyd

Wie PBS + Paraformaldehyd, aber mit 1,5- bis 2-facher PBS-Konzentration +
0,1 % Tween 20 (Sigma).

DABCO-Glycerin

25 mg DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan; Fluka 33480) wurden
in 1 ml Aqua dest. geldst + 9 ml Glycerin.

DABCO verhindert das Ausbleichen von Fluoreszenzfarbstoffen.
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Glyceringelatine

Zur Einbettung. 7 g Gelatine wurden in 42 ml Aqua dest. mehrere Minuten
gequollen. Dann kamen 63 g Glycerin (= 50 ml) hinzu. SchlieB3lich wurde ein
Kristall Phenol als Bakterizid beigegeben. Die Masse verfestigt sich bei Raum-

temperatur. Zum Gebrauch wurde das Gemisch auf 45°C erwarmt.

Dithioerythritol/Trypsin-Gemisch

Zur Aufweichung der Vitellinhillen von Platynereis. 4 mg Dithioerythritol (DTE,
Sigma D-9680) und 6 mg Trypsin (Sigma T-4799) wurden in 2 ml Eppendorf-Re-
aktionsgefalte abgewogen und verschlossen bei -20°C aufbewahrt. Zur Verwen-
dung werden 2 ml Ca-Mg-freies Seewasser (pH 8,0) frisch hinzugegeben, da die
Aktivitat der Losung schnell nachlaf3t. Alternativ zu DTE kann auch das stereo-

isomere Dithiothreitol (DTT, Sigma D-5545) verwendet werden.

Injektionsfarbstoff TRITC-Dextran

Beim injizierten Farbstoff handelte es sich um dextrangebundenes Tetra-
methylrhodamin (TRITC), das am Dextran mit Lysinresten dotiert ist, wodurch es
durch Formaldehyd fixierbar wird (Molecular Probes D-1818; Mg 70.000).

Dextrane sind hydrophile Polysaccharide mit hohem Molekulargewicht und
geringer Toxizitat. Durch das hohe Molekulargewicht verbleibt der Farbstoff in
den Blastomeren, d.h. es ist sichergestellt, da} das Konjugat nicht Uber Gap
Junctions in fremde Klone Ubertreten kann. Durch die Fixierbarkeit ist gewahrlei-
stet, dall das Markierungsmuster auch nach dem Fixieren der Tiere raumlich
unverandert bleibt.

Der Farbstoff wurde in einer Konzentration von 3% in 0,2 MKCI in
sterilfiltrietem Aqua dest. gelést und vor der Verwendung mit einer

Tischzentrifuge (Heraeus, Biofuge A) flr 5 Minuten bei 14.500 g zentrifugiert.
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2.2. Tiermaterial

Platynereis dumerilii 1al3t sich als kleiner, schnellwlchsiger Polychaet gut in
Gefangenschaft ziichten®. Die Tiere werden in transparenten Haushaltsplastik-
schalen in einem Gemisch von naturlichem und kinstlichem Seewasser im Ver-
haltnis 1 : 1 bei 18°C gehalten. Der Deckel jeder Schale ist mit einem Loch ver-
sehen, durch das ein glasernes Beluftungsrohr bis an den Boden eingeflihrt wird.
Als Futter dienen Spinat, Algen und Fischfutter (TetraMin®).

Platynereis ist monotelisch (semelpar), d. h. die Tiere laichen nur einmal in
ihrem Leben, danach verenden sie. Dieser einzige Laichtermin wird lunarperio-
disch beeinflul3t, so dald jeweils zur selben Zeit eine gentigend grol’e Anzahl
geschlechtsreifer Tiere vorhanden ist. Eine solche Synchronisation ist erst recht
in der Laborzucht notwendig, in der eine schwache Glimmlampe, die sieben
Nachte jeder Lunarperiode brennt, als Ersatz flir das Licht des Vollmondes dient.
Wahrend in freier Natur nicht zu jeder Jahreszeit Nachkommen erhalten werden
konnen, ist dies unter Laborbedingungen aber der Fall.

In der zweiten und dritten Woche nach Beendigung der kinstlichen Mondlicht-
phase konnen den Halterungsschalen Tiere entnommen werden, die bereits
geschlechtsreif bzw. erkennbar auf dem Weg zur Geschlechtsreife sind. Sie las-
sen sich leicht identifizieren, da Tiere in epitoker* Metamorphose nicht mehr fres-
sen, also kein Darminhalt mehr durch das Integument schimmert. Zusatzlich ver-
andert sich die Farbung der Wiurmer und zwar unter anderem durch die
Geschlechtsprodukte, die ebenfalls durch das Integument hindurch zu erkennen
sind: die Weibchen erscheinen durch die Oocyten gelb, wahrend die Mannchen
im vorderen Abschnitt durch die Spermien grunlichweif3 und im hinteren Abschnitt
durch den Blutfarbstoff rot gefarbt sind.

Damit die Tiere nicht vorzeitig ablaichen, werden metamorphosierende Tiere
nach Geschlechtern getrennt in bellfteten Glasschalen gesammelt. Sind die
Tiere reif, so ist das daran zu erkennen, dal} sie ihre Wohnréhren verlassen, um

auf der Suche nach Geschlechtspartnern umherzuschwarmen. Bringt man

® Eine detaillierte Beschreibung des Ansatzes und der Aufrechterhaltung einer Laborzucht von
Platynereis dumerilii findet sich bei HAUENSCHILD und FISCHER (1969).

* Epitokie bezeichnet die Veranderungen des Erscheinungsbildes die im Zusammenhang mit der
Geschlechtsreifung auftreten. Vor der Geschlechtsreifung werden die Tiere als ,atok” bezeich-
net.
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schwarmende Tiere unterschiedlichen Geschlechts in einem kleinen Boverischal-
chen zusammen, so geben sie meist augenblicklich ihre Gameten ab.

Nach erfolgreicher Besamung scheiden die Eizellen eine dicke Gallertschicht
ab, wodurch die Keime auf gegenseitige Distanz ricken und eine
bienenwabenartige Anordnung zueinander einnehmen. Binnen 24 Stunden
haben sich daraus die Trochophoralarven gebildet (Fig. 1J, Seite 17), die sich
aus ihrer Gallerte befreien und aufgrund ihrer positiven Phototaxis auf der dem
Licht zugewandten Seite des Halterungsgefalles sammeln. Nach 48 Stunden
haben sich die Trochophorae bereits etwas in die Lange gestreckt und die
Anlagen der ersten drei Parapodienpaare mit ihren Borsten sind deutlich zu
erkennen. In diesem Stadium werden die Tiere als Metatrochophorae bezeichnet
(Fig. 1K, Seite 17). Im Alter von 72 Stunden sind drei Segmente voll ausgebildet.
Am Kopf erkennt man die Anlagen der anterioren Antennen, der ventralen Palpen
und der seitlichen Peristomialzirren. Am posterioren Ende des Rumpfes sind nun
auch die Anlagen der Uriten des Pygidiums zu sehen. Auf dieser
Entwicklungsstufe werden die Tiere auch als Nectochaeten bezeichnet (Fig. 1L,
Seite 17).

Dreitagige Tiere sind noch nicht in der Lage Nahrung aufzunehmen, da noch
kein durchgangiges Darmlumen vorhanden ist. Der Darm besteht zu dieser Zeit
namlich aus einem soliden Paket von Zellen die noch mit Proteindotter und Lipid
der Eizelle erfullt sind, von dem die Wurmer zunachst zehren. Erst im Alter von
sieben Tagen setzt eine regelmallige Nahrungsaufnahme ein. Wenngleich die
Tiere nach dem dritten Lebenstag durchaus einige morphologische
Veranderungen erfahren (vergl. Abb. 18b und c), so verharren sie doch einige
Zeit auf der Entwicklungsstufe von drei Segmenten, wobei sie allerdings bald die
planktische Lebensweise aufgeben. Denn nachdem die Spinndrisen an der
Basis des zweiten und dritten Parapodienpaares funktionstichtig geworden sind,
bauen sie mit ihrer Hilfe Gespinstrohren, in denen sie sich fortan vorwiegend
aufhalten. Erst einige Tage nach Beginn der regelmafligen Nahrungsaufnahme
beginnt die Sprossungszone anterior des Pygidiums mit der Bildung neuer
Segmente. Ist eine GroRe von funf bis sechs parapodientragenden Segmenten
erreicht, setzt der Prozeld der sogenannten ,Cephalisation ein: die Borsten des
vordersten Segmentes fallen nach und nach aus, die Zirren dieses

Parapodienpaares verlangern sich stark und rticken an den Kopf heran, wo sie zu
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den hinteren Peristomialzirren werden. Das erste Segment der Larve endet so als
funktioneller Bestandteil des Kopfes und lal3t wenig spater nichts mehr von seiner
ursprunglichen Herkunft ahnen. Im dreisegmentigen Wurm unterscheidet sich
das erste Parapodienpaar von den beiden anderen dadurch, dal} es keine

Spinndrisen besitzt.

Abbildungslegende Fig. 1 (Seite 17)
Normalentwicklung von Platynereis dumerilii nach den Untersuchungen von DORRESTEIN. Alle
Abbildungen modifiziert nach DORRESTEIIN et al. 1993a und DORRESTEIJN 1990a.

Fig. 1A: 2-Zellstadium, Ansicht von animal. Die erste Teilung verlduft stark indqual und fuhrt zu
einer grofsen CD- und einer kleinen AB-Blastomere. In der Mitte erkennt man die beiden Polkor-

per.

Fig. 1B: 4-Zellstadium, Ansicht von animal. Aus einer stark indqualen Teilung der Blastomere CD
des 2-Zellstadiums geht eine besonders grofle D-Blasomere und eine kleinere C-Blastomere
hervor. Die Zelle AB hat sich dagegen anndhernd &qual geteilt, so dal} die Blastomeren A und B

etwa die gleiche Grof3e besitzen. In der Mitte erkennt man die beiden Polkorper.

Fig. 1C: 8-Zellstadium, Ansicht von animal. Man erkennt das animal gelegene erste Quartett von
Mikromeren (1a bis 1d) und darunter die vegetalen Makromeren (1A bis 1D). Beachte, dal} die
Mikromeren gegentber den Makromeren im Uhrzeigersinn (dexiotrop) versetzt sind. In der Mitte

erkennt man die beiden Polkdrper.

Fig. 1D: 16-Zellstadium, Ansicht von animal. Nach einer weiteren, annahernd synchronen
Teilungsrunde, ist den vegetal gelegenen Makromeren (sie nennen sich jetzt 2A bis 2D) ein
zweites Quartett Mikromeren (2a bis 2d) entsprungen. Die Mikromere 2d zeichnet sich dabei
durch ihre auflerordentliche GroRe aus; sie ist der sogenannte ,Somatoblast’, aus dem das
gesamte Rumpfektoderm entsteht. Beachte, dal? das zweite Quartett Mikromeren im Gegenuhr-
zeigersinn (laeotrop) abgegeben wurde. Auch die Mikromeren des ersten Quartetts haben sich
laeotrop geteilt und zwar in die animal gelegenen Mikromeren 1a" bis 1d" und die vegetal davon
gelegenen Mikromeren 1a bis 1d%. Nach einer Teilung der Mikromeren erhalten die animal gele-
genen Zellen immer den Exponenten 1, die vegetal gelegenen den Exponenten 2. In der Mitte

erkennt man die beiden Polkdrper.

Fig. 1E und F: 29-Zellstadium. Dieses Stadium, dessen Zellzahl von der Potenz von 2 abweicht,
wird aufgrund einsetzender Asynchronien im Zellteilungsgeschehen erreicht. Alle Vorlauferzellen
des Prototrochs (des aquatorialen Girtels cilienbesetzter Zellen der Trochophora) sind grau
unterlegt, die sogenannten ,Trochoblasten* 1a'? bis 1d"?, 1a?' bis 1d*' und 1a*? bis 1d*2. Sie
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befinden sich in diesem Stadium der Entwicklung noch oberhalb des Aquators, in der Tro-
chophora ist die Lage des Prototrochs dann aquatorial.

(E) zeigt eine Ansicht von schrag animal, der animale Pol befindet sich etwas links der Bildmitte
und ist durch einen Polkorper gekennzeichnet.

Die Ansicht auf (F) ist von schrag vegetal, der vegetale Pol befindet sich in der Mitte der Berih-
rungsflache der Makromeren 4D und 3B.

Beachte, dal} sich wegen der Teilungsasynchronien die Makromere des D-Quadranten bereits in
der sechsten, wiederum laeotropen Teilungsrunde befindet (sich in 4D und 4d aufspaltet), wah-
rend sich die tGbrigen Makromeren noch im vorherigen dexiotrop entstandenen Zyklus befinden
(3A bis 3C). Die Zelle 4d ist der sogenannte ,Mesentoblast®, aus dem groRRe Teile des Meso-
derms entstehen. Auch die dexiotrope Teilung von 2c in 2¢" und 2¢? ist noch im Gange. Die
Mikromere 2d hat sich zu diesem Zeitpunkt nach einer stark inaqualen Teilung bereits dexiotrop in
die groRe Zelle 2d" und die sehr kleine Zelle 2d* aufgespalten.

Fig. 1G und H: 46-Zellstadium. Die animale Ansicht auf (G) zeigt, dal® zu diesem Zeitpunkt der
Somatoblast 2d nach drei extrem inaqualen Teilungen bereits mehrere kleine Zellen abgegeben

" nach

hat, namlich 2d? nach links (sie hat sich hier bereits weitergeteilt), 2d'? nach rechts und 2d
animal. Man erkennt, wie 2d""" sich in den grau unterlegten Ring der Trochoblasten hineinschiebt
und diesen damit unterbricht (vergl. mit Fig. 1E, 29-Zellstadium, dort ist der Ring noch geschlos-
sen).

Die vegetale Ansicht auf (H) zeigt, dal} alle Makromeren im 46-Zellstadium bereits ihr viertes und
letztes Quartett an Mikromeren abgegeben haben (4a bis 4d), wegen des beschleunigten Zell-
zyklus des D-Quadranten hat sich die Mikromere 4d aber bereits bilateralsymmetrisch weiterge-
teilt und zwar in die Zellen 4d" und 4d°. Der vegetale Bereich des Keimes wird noch ausschliel3-
lich von den Makromeren 4A bis 4D gebildet, aus denen das Entoderm hervorgeht. Sie werden,
zusammen mit den Nachkommen des Mesentoblasten 4d, im weiteren Verlauf der Zellteilungen
von den Ubrigen Mikromeren umwachsen und damit internalisiert. Es handelt sich hier also um

eine epibolische Gastrulation.

Fig. 11: 66-Zellstadium. Ansicht von animal. Zu dieser Phase der Entwicklung sind nun auch
Abkémmlinge von 2d zur bilateralsymmetrischen Teilungsweise (ibergegangen, indem sich 2d'"
in die Blastomeren 2d""*" und 2d""'% aufgespalten hat.

Fig. 1J bis L: Larvenformen von Platynereis. (J) 24 Stunden alte Trochophora. Der apikale Wim-
pernschopf (aWs) bezeichnet den anterioren (animalen) Pol, gegeniiber liegt der posteriore
(vegetale) Pol. Das Stomodaeum (St) liegt median ventral, die abgewandte Seite entspricht also
der Dorsalseite. Oberhalb des Prototrochs liegt die Episphare der Trochophora, und unterhalb die
Hyposphare. (K) 48 Stunden alte Metatrochophora. (L) 72 Stunden alter Jungwurm.

A = Auge, An = Antennenanlagen, aWS = apikaler Wimperschopf, IDz = larvale Driisenzellen
P = Prototroch, Pa = Anlage der Palpen, Pe = Peristomialzirren, Py = Pygidium, S = Stomo-

daeum, U = Uriten, Vp = Ventralplatte.
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Fig. 1: Normalentwicklung von Platynereis dumerilii modifiziert nach DORRESTEIJN

et al. 1993a und DORRESTEIJN 1990a.
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2.3. Prozeduren

Gewinnung besamter Oocyten

Geschlechtsreife Mannchen und Weibchen geben ihre Gameten ab, sobald sie
in einem gemeinsamen Gefald zusammengefuhrt werden. Da die Tiere sich dabei
mit grofer Geschwindigkeit gegenseitig umkreisen (Schwarmtanz) ist es schwie-
rig, das Mannchen zu entfernen, bevor die Menge abgegebenen Spermas zu
Polyspermie fuhrt. Daher wurden die Mannchen leicht angequetscht, so dal}
Sperma aus dem Coelom austrat. Eine geringe Menge dieser Spermiensuspen-
sion in natiirlichem Seewasser® wurde in ein kleines ebenfalls mit natiirlichem
Seewasser gefulltes Boverischalchen gegeben. Nach Zugabe eines Weibchens
begann dies in aller Regel sofort mit der Eiabgabe.

Entfernung der Gallerthiille

Unmittelbar nach der Besamung beginnen die Keime mit der Ausscheidung
quellbarer Substanzen, die eine Gallerthille um den Keim bilden. Diese Cortical-
reaktion ist etwa 25 Minuten nach der Besamung abgeschlossen. Da die Gallert-
schicht eine Injektion unmoglich macht, wurde sie mittels ungepuffertem
Ca-Mg-freiem Seewasser entfernt. Dieser Schritt mufd zugig erfolgen, da sich die
Vitellinhille bei einer langeren Einwirkzeit von Ca-Mg-freiem Seewasser
ausweitet. Eine moglichst eng anliegende Vitellinhulle ist aber notwendig fur eine
regulare Entwicklung der Keime.

Zur Entfernung der Gallerte wurde etwa 1/2 bis 1/3 Gelege einer gréleren
Menge (etwa 150 ml) Ca-Mg-freiem Seewasser in einem Boverischalchen zuge-
geben. Durch eine Pasteurpipette mit aufgesetztem Gummihidtchen wurde nun
das Ca-Mg-freie Seewasser durch Pumpen in Rotation versetzt. Dazu wurde die
Pipettenspitze in flachem Winkel zur Flussigkeitsoberflache und tangential zum
Rand des Schalchens in das Medium eingetaucht. Bei einer angepalten Starke
dieser Flussigkeitsrotation bleiben alle Embryonen mit Gallerthille in Suspension,
aber diejenigen, die ihre Gallerthllle bereits verloren haben, sinken wegen ihres
hoheren spezifischen Gewichtes zu Boden und rotieren in der Schalenmitte ein.

® Eine erfolgreiche Besamung und Frihentwicklung der Keime ist nur in natirlichem Seewasser
moglich.
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Diese Methode erwies sich deutlich schneller als reines Schwenken des Boveri-
schalchens. Der Grund kénnte darin liegen, daf bei jedem Pumpvorgang ein Tell
der Keime in die Pipette eingesaugt und wieder ausgetrieben wird, wodurch
Scherkrafte entstehen konnten, die das Ablosen der Gallerte beschleunigen.
Bereits nach kurzer Zeit fand sich bei dieser Vorgehensweise eine gentigend
grol’e Anzahl (etwa 200) gallerthillenfreier Embryonen am Schalengrund, die
nun mit einer Bremspipette abgesammelt und in ein bereitstehendes Glasblock-
schalchen mit naturlichem Seewasser Ubergefuhrt werden konnten. Nach zwei-
maligem Wechsel des natirlichen Seewassers waren die Keime dann flur die

weiteren Behandlungsschritte bereit.

Herstellung und Beladung der Injektionspipetten

Nach DTE/Trypsin-Behandlung der Keime sind die Vitellinhillen von Platy-
nereis zwar destabilisiert, setzen dem Einstechen von Injektionspipetten aber
immer noch einen gewissen Widerstand entgegen. Injektionspipetten, die zu
einem langen, dinnen Filament ausgezogen waren, sind fur Injektionen
ungeeignet, da sie nicht gentgend Eigenfestigkeit besitzen und daher selbst bei
senkrechtem Druck gegen die Vitellinhille umbiegen. Deswegen muldten
Injektionspipetten gezogen werden, die auf einer moglichst kurzen Strecke spitz
auslaufen, also einem relativ stumpfen Konus entsprechen, der mit einem kurzen
spitzen Filament endet.

Durch systematische Variation der Parameter des verwendeten Mikroin-
jektionspullers (Flamin/Brown Micropipette Puller Modell P-87, Sutter Instruments
Co. (U.S.A))) an Borsilikatglaskapillaren mit Innenfilament (Typ GB120F-10,
Science Products GmbH (SPT, Hofheim), 1 mm Innendurchmesser) wurden weit
uber 100
DTE/Trypsin-behandelten Keimen getestet. Nach vielen solchen Tests gelang es

unterschiedliche Typen hergestellt und gegebenenfalls an
schlie3lich eine Pipettenform zu finden, deren mechanische Eigenschaften die
geforderten Bedingungen annahernd erfullte, und die gleichzeitig eine nicht zu
groRe Tendenz zur Verstopfung aufwies. Daflir wurde ein dreistufiges

Pull-Programm entwickelt, das auf folgenden Gerateeinstellungen beruhte:

Heat 328 Pull 0 Velocity 0 Time 200
Heat 328 Pull 0 Velocity 0 Time 200
Heat 328 Pull 150 Velocity 30 Time 110
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Allerdings waren die Ergebnisse dieses Pull-Programms nicht vollkommen
reproduzierbar, gelegentlich wurden daher leichte Anpassungen der
Heat-Einstellung vorgenommen. Die resultierende Injektionspipette ist in Fig. 2 zu

sehen.

i
L T

|
1 mm

Fig. 2: Injektionspipette von dem Typ, der fiir die Injektionsexperimente an Platynereis verwendet
wurde.

Es erwies sich als glnstig, die Injektionspipetten etwa eine Stunde vor
Gebrauch zu ziehen, falls das arbeitstechnisch mdglich war. Denn jlingere und
altere Exemplare zeigten eine erhohte Tendenz zu verstopfen.

Die gezogenen Pipetten wurden in einer geschlossenen Petrischale auf
Plastillinstickchen gesteckt aufbewahrt, vor der Injektion mit Eppendorf Micro-
loadern mit der TRITC-Dextran-Losung befillt und dann bis zur Injektion in einer
wasserdampfgesattigten Kammer gelagert. Auch hier zeigte sich wiederum, daf}
die Qualitat der Pipetten zeitabhangig war, denn wenn sie etwa 20 Minuten vor
ihrer Verwendung mit Farbstoff geflllt wurden, war die Tendenz zur Verstopfung
geringer. Auch galt es, die Pipetten moglichst kurz vor einer Injektion in ihre Hal-
terung am Mikromanipulator der Injektionsapparatur einzuspannen, da dies die
Wahrscheinlichkeit zur Verstopfung verringerte. Ublicherweise konnte mit einer
Pipette nur ein Keim injiziert werden, dann mufte sie durch eine neue ersetzt

werden.

Inkubation der Keime im DTE/Trypsin-Gemisch
Einem 2 ml Eppendorfreaktionsgefall das 4 mg DTE und 6 mg Trypsin ent-

hielt, wurde unmittelbar vor den nachfolgenden Prozeduren 2 ml Ca-Mg-freies
Seewasser, pH 8,0, zugegeben. Die Substanzen wurden durch heftiges Schutteln

in Loésung gebracht und dann in ein Glasblockschalchen tbergefihrt.
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Die Inkubation der Keime in dieser Losung begann in der Regel erst dann,
wenn die Embryonen das gewunschte Furchungsstadium bereits erreicht hatten.
Dadurch war gewabhrleistet, dal® das ,Korsett* der Vitellinhllle bis zum Abschluf}
des letzten Teilungsschrittes noch eng ansall wodurch bis zu diesem Zeitpunkt
auf jeden Fall ein korrektes Teilungsmuster erwartet werden konnte. Da die
Blastomeren in den ersten Minuten nach dem Abschlul} einer Teilungsrunde eine
grolRere Tendenz haben bei einer Injektion zu lysieren, war dies keine Ver-
schwendung wertvoller Injektionszeit.

Es wurden immer etwa 50 synchrone Teilungsstadien eines Geleges gleich-
zeitig unter leicht kreisender Bewegung des Blockschalchens inkubiert. Die Vitel-
linhdllen heben sich dabei mit fortschreitender Einwirkzeit des Gemisches und
abhangig von der Temperatur nach und nach von den Keimen ab. Da die Tempe-
ratur im Labor nicht konstant gehalten werden konnte, wurde das Voranschreiten
der Wirkung des Gemisches unter einem Stereomikroskop bei 40-facher Vergro-
Rerung beobachtet: die Inkubation wurde abgebrochen, wenn sich die Hullen um
ein aus Erfahrung gewonnenes Mal} abgehoben hatten, was bei den Temperatu-
ren von 20 bis 23°C die im Labor herrschten etwa 60 bis 90 Sekunden in
Anspruch nahm und die Zeit zum Uberfiihren der angedauten Embryonen in ein
Blockschalchen mit natirlichem Seewasser zum Waschen mit einschlief3t. Eine
zu kurze Inkubation flhrt dazu, daf} sich die Vitellinhillen mit der Injektionspipette
nicht durchstechen lassen, nach einer zu langen Inkubationszeit verlauft die Ent-
wicklung der Keime wegen der zu weit abgehobenen Vitellinhillle gestort, aulier-
dem verkleben die Vitellinhallen aneinanderliegender Keime dann miteinander.
Nach einmaligem Wechsel des naturlichen Seewassers zum Waschen wurden
die Embryonen sofort mit einer Bremspipette aufgenommen und dem inversen
Lichtmikroskop mit seiner Injektionsvorrichtung zugefihrt. Durch die relativ grof3e
Anzahl von Keimen, die bei jedem Durchgang der Apparatur aufgetragen wurde
war gewabhrleistet, dal} sich schneller ein Exemplar finden lie3, dessen raumliche

Orientierung gunstig fur die Injektion in eine bestimmte Blastomere war.

Injektionsapparatur/injektionen

Die Injektionsapparatur bestand aus einem modifizierten Zeiss IM35 Invers-
mikroskop mit Durchlicht- und Fluoreszenzbeleuchtung (Quecksilberdampflampe

HBO, 50 W (Osram)), das Schwingungsgedampft aufgestellt war. Durch einen
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elektromagnetisch steuerbaren Mechanismus konnte per Knopfdruck der Strah-
lengang der Fluoreszenzbeleuchtung freigegeben bzw. gesperrt werden (Eigen-
bau der mechanischen Werkstatt). Dadurch war es mdglich, die Fluoreszenzbe-
leuchtung gezielt zuzuschalten, wenn sie zur Beobachtung des Injektionserfolgs
notwendig war. Ein friihzeitiges Ausbleichen des Fluoreszenzmarkers konnte so
verhindert werden.

Links und rechts des dreh- und nach allen Seiten verschiebbaren Objektti-
sches waren zwei Mikromanipulatoren angebracht, ein manuell bedienbarer fur
die Ansaugpipette zum raumlichen Fixieren der zu injizierenden Keime und ein

elektromotorisch bewegbarer fir die Injektionspipette.

Als Ansaugpipetten dienten 230 mm lange Pasteurpipetten, deren Spitzen
dinn ausgezogen und an einer Stelle passenden Durchmessers mit einem Dia-
mantschneider gekappt wurden. Die scharfkantigen Abbruchstellen wurden durch
leichtes Anschmelzen abgerundet. Es wurden solche Exemplare verwendet, bei
denen danach ein freies Lumen von etwa 20 bis 50 um (siehe Fig. 3, Seite 36)
blieb. An das Hinterende dieser Pipetten wurde ein Silikonschlauch mit einem
aulerst engen Reduktionsstlick aufgesteckt, so dal trotz kraftigen Saugens oder
Blasens mit dem Mund stets nur minimale Volumina durch die vordere Offnung
der Pipette bewegt werden konnten. Damit lieRen sich Keime mit fein abstufba-

rem Unterdruck an die Offnung ansaugen und somit raumlich fixieren.

Die Injektionspipetten wurden in einem Plastikhalter festgeklemmt, der einen
dunnen Silberdraht besal}, welcher in die elektrolytgefullte Pipette hineingriff. Der
Plastikhalter selbst war an einen PM-10 Piezostepper (Fa. Marzhauser) festge-
schraubt, der Uber ein Steuergerat angesprochen werden konnte, das gleichzeitig
zur Bewegung des Mikromanipulators in x-, y- und z-Richtung diente. Der Vor-
schub in x-Richtung |oste dabei zuerst das Piezoelement aus, dem mit kurzer
Verzdgerung der rein elektromotorische Vorschub folgte. Die Vorschubgeschwin-
digkeit des Piezoelementes konnte zwischen 1 und 100 mm/s, die SchrittgroRe

zwischen 0,5 und 10um variiert werden.

Zur Injektion wurden Keime mit destabilisierter Vitellinhille auf eine speziell

praparierte Plastikpetrischale aufgebracht. Diese besal} in der Mitte eine Bohrung
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von etwa 2,5 cm Durchmesser. An der Unterseite der Petrischale war dieses
Loch mit einem runden Deckglas verschlossen, das mit Vaseline wasserdicht
angeklebt wurde. In die dadurch entstandene Kavitat konnten einige Milliliter

natlrliches Seewasser eingebracht werden, in denen die Keime injiziert wurde.

Wenn durch Bewegung des Objekttisches unter den aufgetragenen Keimen
ein geeigneter gefunden war, wurde die Ansaugpipette von links an diesen
herangefahren und der Keim durch Saugen so vorsichtig als moglich und nicht
fester als notwendig an die Mindung der Pipette angelagert. Von rechts wurde
dann die farbstoffbeladene Injektionspipette herangefahren und senkrecht auf die
ausgewahlte Blastomere gesetzt (die naturlich entsprechend orientiert sein
mufte), so dal® die Spitze gerade die Oberflache der Vitellinhidlle Gber der
Blastomere beruhrte bzw. leicht eindellte. War die Pipette nach dem Auslosen
des Piezosteppers erfolgreich in das Innere einer Blastomere eingedrungen, so
wurde dem Keim zunachst etwa eine halbe Minute Gelegenheit gegeben, sich
von diesem ,Schock” zu erholen. Tat er dies, sprich: lysierte die durchdrungene
Blastomere nicht, so wurde der Injektionsstrom angelegt (lontophoresegerat
lontophor 3, Jahn-Elektronik), der typischerweise um 10 nA lag. Eine gepulste
Injektionsweise (im Wechsel 1 Sekunde Strom, gefolgt von 1 Sekunde Pause)
erwies sich als geeignet um ein vorzeitiges Verstopfen der Injektionspipetten zu
verhindern. Je nach Durchlassigkeit der Pipetten wurden einige wenige bis uUber
100 Pulse verabreicht. Dies geschah unter visueller Kontrolle bei eingeschalteter
Fluoreszenzbeleuchtung. Die Injektion wurde grundsatzlich beendet, wenn die
Fluoreszenz der Blastomeren ein ausreichendes Mal} erreicht hatte, im Falle
geringdurchlassiger Pipetten wurde sie so lange fortgesetzt, wie die Intensitat der
Fluoreszenz noch wahrnehmbar anstieg.

Nach vollendeter Injektion wurde dem angesaugten Keim noch etwa
30 Sekunden Zeit gegeben um sich vom Injektionsstre® zu erholen, bevor die
Pipette mit relativ hoher Geschwindigkeit zurliickgezogen wurde; ein zu langsa-
mes Zuruckziehen erhohte die Wahrscheinlichkeit einer Lyse der injizierten
Blastomere. Durch Einblasen von Luft in die Ansaugpipette wurde der Keim dann
freigesetzt, unter mikroskopischer Kontrolle mit einer Bremspipette aufgenommen

und in ein mit natlrlichem Seewasser gefilltes Blockschalchen Ubergeflhrt.
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Darin wurde der Embryo in einen 18°C-Raum verbracht, wo er unter Lichtab-
schlul® und gegen Verdunstung geschutzt aufbewahrt wurde.

Die Entwicklung der injizierten Embryonen wurde jeden Tag verfolgt. Oft kam
es vor, daR Tiere sich im Ubergangsbereich vom Wasser zur Luft verfingen,
diese muldten dann moglichst vorsichtig wieder unter die Wasseroberflache ver-

bracht werden. AuRerdem erfolgte taglich ein Wasserwechsel.

Fixation markierter Tiere

Erfolgreich markierte Tiere wurden in 4 % w/v-Paraformaldehydlésung, die
maximal einige Tage lang verwendet wurde, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter
leichter Bewegung auf dem Schuttler fixiert. Jungwirmer kontrahieren entlang
ihrer Langsachse wenn sie dem Fixans ausgesetzt werden, weswegen manche
Tiere in den Ergebnissen stark gestaucht erscheinen. Um diesen storenden
Effekt zu vermeiden, wurde (allerdings erst bei spateren Injektionen) die
Muskulatur der Tiere im Vorfeld durch eine mehrminatige Inkubation in einer
Mischung aus einem Teil natirlichem Seewasser mit einem Teil 7,5 %
MgCl,-Lésung gelahmt. Dieses Gemisch verhalt sich zu natlrlichem Seewasser
isotonisch.

Da die fixierten Tiere direkt weiterverarbeitet wurden, erfolgten unmittelbar
nach der Fixation drei Waschschritte a 20 Minuten in PBS unter leichter Bewe-

gung auf dem Schittler.

Einbettung der fixierten Tiere

Fixierte Tiere wurden in einen kleinen Tropfen auf 50°C erwarmter Glycerin-
gelatine Ubergefuhrt und vorsichtig mit einem Deckglas als Abstandshalter
bedeckt. Dreisegmentige Wurmer orientierten sich dabei von selbst mit ihrer dor-
soventralen Achse senkrecht zum Objekttrager. Eine bestimmte Orientierung
stellt sich bei Trochophorae nicht ein und es wurde darauf verzichtet, sie unter
dem Epifluoreszenzmikroskop mechanisch zu orientieren, da die Gefahr zu grol3
war, sie dabei zu zerstoren.

Die eingebetteten Exemplare wurden bis zu ihrer Untersuchung im konfokalen

Rasterlichtmikroskop bei -20°C unter Lichtabschlufld aufbewahrt.
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2.4. Bildaufnahme/Datenverarbeitung
Mikroskopie

Die eingebetteten Tiere wurden so frih als mdglich mit einem konfokalen
Rasterlichtmikroskop der Firma Leica untersucht. Verwendet wurde folgende
Konfiguration:

Leica DMRB-Mikroskop mit Leica True Confocal Scanner TC54D-Scanaufsatz.
Das Gerat arbeitete anfangs mit einem Omnichrome Ar-Kr-Laser (457 — 675 nm),
der spater durch Einzelfrequenzlaser ersetzt wurde. Fur die TRITC-Anregung
wurde dann ein Krypton-Laser (586 nm) verwendet.

Konventionelle Durchlichtmikroskopie wurde mit einem Zeiss Axioplan mit
Nomarskioptik und Optovar Nachvergroferungsvorrichtung durchgefihrt. Als
Kamera diente eine Colorview 12-Kamera (Olympus) mit dem Bildauf-

nahme/Bearbeitungssystem analySIS (Ver. 3.2, Build 635; Fa. SIS).

Verarbeitung der Daten

Dreidimensionale Datensatze gescannter Tiere wurden mit dem 3D-Bildver-
arbeitungs- und Visualisierungsprogramm Amira (Fa. TGS) in den Versionen 2.0
bis 2.3, zunachst unter Linux, dann unter Windows NT 4 und Windows 2000 auf
x86-Rechnern verarbeitet. Insbesondere wurde die schwache Hintergrundfluo-
reszenz angehoben um daraus transparente virtuelle Wurmkorper zu konstruie-
ren (,Segmentierung®; z.B. Abb. 6a, transparente Bereiche), um die nicht markier-
ten Bereiche der Tiere darzustellen. AulRerdem diente das Programm zur Anferti-
gung von Oberflachenmodellen der Markierungsdomanen (z.B. Abb. 6a, gold-
gelbe Bereiche) und zum ,Volume Rendering“ von Datensatzen fur halbtranspa-
rente Ansichten der Markierungsdomanen (z.B. Abb. 17a). Auch fur die Auswer-
tung wurden verschiedene Funktionen dieses Programms benutzt.

Fur weitere Arbeiten dienten Imaged, Versionen 1.14 —1.27 (National
Institutes of Health, U.S.A.; allgemeine Bildbearbeitungszwecke und speziell zum
Erstellen von Stapelbildprojektionen), Photoshop Ver.5.02 und Ver. 6.01
(Fa. Adobe; allgemeine Bildverarbeitungszwecke, Stapelbildverarbeitung), Giotto

Ver. 1.13 und 1.21 (von Georg Dittié; fur Bildadditionen) und der Zeiss Image
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Browser (Fa. Carl Zeiss GmbH; teilweise fir Bildprojektionen und zur Durch-

sicht/zum schnellen Vergleich von 3D-Datensatzen).

2.5. Elektronenmikroskopie

Zur Untersuchung der Veranderungen in der Vitellinhille durch DTT/Trypsin
wurden gallertfreie Vierzellstadien von Platynereis dumerilii Dithiothreitol (DTT),
Trypsin und einem Gemisch aus DTT und Trypsin ausgesetzt und anschlieend
fur elektronenmikroskopische Untersuchungen behandelt. Bei den spateren
Experimenten wurde statt DTT das stereoisomere Dithioerythritol (DTE)

verwendet, dessen Wirkung aber vollkommen identisch ist.

Vorfixierung

2,5 % Glutaraldehyd-Lésung wurden in
0,2 Mol Phosphatpuffer nach Sarensen (s. u.), gelést, und dann
0,14 Mol NaCl (0,82 g/100 ml) zugegeben.

Phosphatpuffer nach Sgrensen:
0,2M Na,HPO, wurde vorlegt, dann so viel 0,2M KH,PO4 zugeben, bis pH 7,4
erreicht war.

Die Fixationsdauer betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur.

Waschen

0,2 Mol Phosphatpuffer (s. 0.) mit
0,3 Mol NaCl (1,75 g/100 ml).

Darin wurde dreimal 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.

Nachfixierung

2,5 % NaHCO3; (2,5 g/100 ml) und

2 % NaCl (2 g/100 ml)

wurden in Aqua dest. geldst und mit HCI auf pH 7,4 eingestellt.
Diese Losung wurde 1 : 1 mit 4 %iger OsO4-Losung gemischt.

Die Fixationsdauer betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur.
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Einbetten in Agar

Nach zweimaligem kurzem Waschen in Leitungswasser wurden die Keime in
Leitungswasser in Agar (1,5 %) Ubergefuhrt.

Der Agar wurde dazu aufgekocht, dann mit einer Pasteurpipette auf einen
Objekitrager auftragen, der auf einer Heizplatte von 70°C lag. Das Uberfiihren
der Keime in den Agar erfolgte mit moglichst wenig Wasser; nach Erstarren des
Agars wurden die Keime mit einer Rasierklinge in kleinen Blockchen

ausgeschnitten.

Entwasserung

Die Entwasserung fand in folgender Ethanolreihe (unvergallt) statt:
30 % -30%-50%-50%-70%-70%-96 % -96 % - 100 %— 100%
Jeder Schritt dauerte 7 Minuten. Die Entwasserung in 96 %igem und 100 %igem

Ethanol erfolgte in geschlossenen Gefalien.

Einbettung in Araldit

Als Vorbereitung fur das Einbetten wurden die Agarblockchen mit den Keimen
unter dem Abzug zwei mal fur 10 Minuten in Propylenoxid gegeben, anschlie-
Rend Uber Nacht in ein 1 : 1-Gemisch aus Araldit und Propylenoxid und dann in
reines Araldit. Nach Uberfiihrung in Einbettungsformen wurde das Kunstharz

2 Tage lang bei 65°C polymerisiert.

Schnitte

Die Schnitte wurden mit Glasmessern auf einem Ultramikrotom (Reichert-dung
Ultracut E) angefertigt. Sie wurden auf dem Wasser treibend mit Xylol geglattet,
auf Formvar (Serva 21740) beschichtete Kupfernetzchen Ubertragen und mit

Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert.

Die Untersuchungen erfolgten mit Transmissionselektronenmikroskopen von
Hitachi (H600) und Zeiss (EM900).
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2.6. Actinanfarbungen

Drei- und viertagige Wiurmer wurden dazu Uber Nacht bei 4°C in
4% Paraformaldehyd + 2 xPBT fixiert. AnschlieBend wurde dreimal je
15 Minuten gewaschen und zwar in einer absteigenden Konzentration von 2 x,
1,5 x und schlieldlich 1 x PBT. Zur Erhéhung der Durchlassigkeit fur das Phalloi-
din-Texas Red-Konjugat wurden die Tiere dann 4 Minuten bei Raumtemperatur in
0,1 mg/ml Proteinase K (Fa: MBI, 600 u/mg) in PBS inkubiert. Die Wirkung der
Proteinase wurde direkt anschliefend mit Glycin gestoppt, indem von einer
Stammlésung (200 mg/ml) 30 pl auf 3 ml der Proteinase K-LOsung zugegeben
wurden. Jetzt wurde 20 Minuten in 4% Paraformaldehyd in PBT refixiert und zwei
mal 15 Minuten in PBT, dann einmal15 Minuten in PBS gewaschen.

Die Inkubation mit Phalloidin-Texas Red (Sigma, 175 ng/ml PBS) fand in
jeweils 200 pl Volumen in kleinen Eppendorfreaktionsgefallen auf dem Schuttler
fur 30 Minuten statt, anschlieRend wurde mit PBT einmal 15 Minuten und zwei-
mal 5 Minuten gewaschen. Die Keime wurden jetzt in DABCO-Glycerin auf
Objekttrager Ubertragen und waren fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse

bereit. Alle Arbeitsschritte mit dem Farbstoff wurden im Dunklen ausgefuhrt.

2.7. Interpretation der Bilddaten

Fir die Interpretation der vorliegenden Farbstoffinjektionen ist folgendes zu
beachten: als Folge der ooplasmatischen Segregation von klarem Cytoplasma
und Speichereinschlul3kérpern (Dotterproteinkérper und Lipidtropfen) liegen die
Dotterproteinkdrper in frihen Blastomeren dichtgepackt vor. Die anfangs zahl-
reichen Lipidtropfchen vereinigen sich von Furchung zu Furchung zu immer gro-
Reren Tropfen.

Da der Proteindotter sehr kompakt ist, gelangt in ihn nur wenig bis kein Farb-
stoff, wenn die Injektion ausschlielich in den cytoplasmatischen Bereich erfolgt.
Umgekehrt erreicht Markersubstanz die in den Proteindotter injiziert wird nur in
geringen Mengen das Cytoplasma. Lipidtrépfchen werden nur dann markiert,
wenn der Farbstoff direkt in ihr Inneres injiziert wird. Nur in wenigen Fallen wurde
eine ausgewogene Verteilung des Farbstoffs in Cytoplasma und Dotter erzielt.
Dieser Umstand erschwert den Vergleich von Exemplaren, bei denen identische

Blastomeren injiziert worden waren.
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Aufgrund der raschen Teilungszyklen friher Blastomeren von etwa 35 Minuten
Dauer war das Zeitfenster fur Injektion sehr eng bemessen. Daher wurden Injek-
tionen gelegentlich auch schon direkt im Anschluf an die Cytokinese unternom-
men, auch wenn die Zellen zu diesem Zeitpunkt noch besonders instabil waren.
Mitunter gelang das Einstechen der Mikropipette dann auch schon zu einem
Zeitpunkt, zu dem eine Teilung noch nicht beendet war. In solchen Fallen konnte
eine geringe Menge des Fluoreszenzfarbstoffs dann auch in die Geschwisterzelle
gelangen.

Es konnte nicht gewahrleistet werden, dal} alle Blastomeren eine vergleich-
bare Konzentration an Farbstoff erhielten. Auch dieser Umstand erschwerte mit-
unter die Interpretation des Bildmaterials, namlich dadurch, dal} fur die Untersu-
chung schwach markierter Tiere die Laserleistung zur Fluoreszenzanregung und
die Empfindlichkeit des Photomultipliers im Rasterlichtmikroskop sehr hoch
gewahlt werden mufldten. Unter diesen Voraussetzungen treten autofluoreszie-
rende Strukturen im Vergleich zu intensiv markierten Tieren besonders stark her-
vor. Das ist besonders augenscheinlich bei den parapodialen Drisen, die, je
nach untersuchtem Tier und ohne erkennbare Zuordnung zur Injektion einer
bestimmten Blastomere, teils kaum, teils Uberdeutlich hervortreten®. Aus diesem
Grund lafdt sich die Abstammung autofluoreszierender Strukturen mit Fluores-

zenzmarkern auch nur schwer bestimmen.

® Wobei beachtet werden muR, daR die parapodialen Driisen erst bei viertagigen Tieren deutliche
Autofluoreszenz aufweisen.
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3. Ergebnisse

3.1. Elektronenmikroskopische Untersuchung angedauter
Vitellinhiillen

Das Spektrum experimenteller Eingriffe an den Keimen von Platynereis
dumerilii war bisher stets dadurch eingeschrankt, dafl3 ihre Vitellinhille dem
Durchstechen mit Injektionspipetten unuberwindliche Hindernisse entgegensetzte
und es andererseits keine Methode gab, um die Vitellinhulle zu jedem beliebigen
Zeitpunkt in der Entwicklung zu entfernen bzw. abgestuft aufzuweichen. Man
konnte lediglich die Hulle in Calcium-Magnesiumfreiem Seewasser ablésen und
zwar unmittelbar nach Abschlul} der Corticalreaktion, bei der innerhalb von
25 Minuten nach der Besamung durch Exocytose quellbares Material nach auf3en
abgeschieden wird (KLUGE et al. 1995) und eine dicke Gallertschicht um den
Keime herum bildet. Diese Methode versagt aber im weiteren Verlauf der
Entwicklung. Keime, deren Vitellinhullen in dieser Weise abgeldst werden,
entwickeln sich nicht regular; sie zerfallen in Einzelblastomeren. Denn der
Zusammenhalt der Blastomeren wird anfangs nur durch die gemeinsame Hiille
gewabhrleistet, woraus zu schlief3en ist, dald noch keine festen Zell-Zell-Kontakte
ausgebildet sind. Untersuchungen zur Zellgenealogie setzen aber voraus, dal}
alle Blastomeren beliebiger Entwicklungszustande zu jedem Zeitpunkt mit einer
Tracersubstanz injiziert werden kénnen und die Furchungszellen anschlieffend
Uber viele Teilungen hinweg in ihrer normalen Lagebeziehung zueinander
bleiben.

Ein Gemisch aus Trypsin und Dithiothreitol (DTT) bzw. dem stereoisomeren
Dithioerythritol (DTE) kann die Vitellinhillen von Platynereis andauen und letzt-
endlich auch ganz auflésen. Um zu Uberprifen welche strukturellen Veranderun-
gen diese Substanzen in der Vitellinhdlle hervorrufen, wurden behandelte Vier-
zellstadien elektronenmikroskopisch untersucht. Anders als beim spateren
Einsatz fur die Cell-lineage-Studie wurden dabei geringere Konzentrationen und
unterschiedliche Verhaltnisse beider Substanzen zueinander verwendet. Das
Ergebnis — eine schliellich vollstandige Ablésung der Vitellinhillen — war jedoch

identisch und kam lediglich nach einer langeren Inkubationsdauer zustande. Fur
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die Cell-lineage-Studie erwies sich jedoch eine raschere Prozedur mit hoéher

konzentrierten Reagenzien als vorteilhaft.

Vitellinhiille im unbehandelten Zustand

KLUGE et al. (1995) untersuchten unbehandelte VitellinhGllen im unbefruchte-
ten bzw. besamten Ei von Platynereis elektronenmikroskopisch. Daher war es fur
die vorliegende Arbeit angebracht, zunachst den Nativzustand der Vitellinhille
des Vierzellstadiums feinstrukturell zu untersuchen.

Auch im Vierzellstadium zeigt die Vitellinhille wie von KLUGE et al. beschrieben
einen vierschichtigen Aufbau (Abb. 1a): an der AulRenseite besteht sie aus drei
sehr dunnen Schichten (L1, L2 und L3), die von au3en nach innen betrachtet
elektronendicht, elektronenlicht und wieder elektronendicht erscheinen. In der
Tiefe folgt dann eine vierte Lage (L4), die fast die gesamte Dicke der Hille aus-
macht und radial gestreift ist. Die Gesamtdicke der Vitellinhdlle liegt bei etwa 0,5

bis 0,7 um.

Vitellinhulle nach Behandlung mit Trypsin

Nach 5 minutiger Inkubation in Trypsin (Sigma; 1:250; 4 mg/ml in
Ca-Mg-freiem Seewasser, pH 8,0) bei Raumtemperatur wandelt sich das
Erscheinungsbild der Vitellinhullen deutlich (Abb. 1b). Wahrend die Schichten L1
bis L3 nahezu unverandert erscheinen, hat sich die Struktur der innersten, L4,
aufgeldst und der Raum den sie zuvor einnahm, wird nur noch von einer amor-
phen Masse ausgefillt. Die so behandelte Hulle setzt dessen ungeachtet einem
Injektionsversuch den selben Widerstand entgegen wie es auch unbehandelte
Keime tun, sie lat sich mit einer Injektionspipette nicht durchdringen, ohne den

Embryo dabei zu zerquetschen.

Vitellinhiille nach Behandlung mit DTT

Nach 5 minutiger Inkubation mit DTT (Sigma; 1 mg/ml in Ca-Mg-freiem See-

wasser + TRIS, pH 8,0) bei Raumtemperatur ahneln die Veranderungen denen
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nach Behandlung mit Trypsin: auch hier verbleiben die aufleren drei Lagen
unverandert, wahrend die innerste Schicht keine Struktur mehr aufweist
(Abb. 1c). Wieder wird dadurch die mechanische Stabilitat der Hullen gegenuber

Mikroinjektionsversuchen nicht merklich verringert.

Vitellinhulle nach kombinierter Behandlung mit DTT und Trypsin

Die Keime wurden in einem Gemisch aus DTT (Sigma; 1 mg/ml in
Ca-Mg-freiem Seewasser + TRIS, pH 8,0) und Trypsin (Sigma; 4 mg/ml in
Ca-Mg-freiem Seewasser + TRIS, pH 8,0) fur die Dauer von 6 und 9 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 9 Minuten erwiesen sich die Hullen bereits bei
lichtoptischer Betrachtung extrem verandert, sie hatten sich stark ausgedehnt
und waren stellenweise aufgebrochen bzw. hatten sich schon vollkommen vom
Keim abgel6st. Solche die noch von ihrer Hille umgeben waren verklebten mit-
einander bzw. mit dem Substrat und lie3en sich daher fur die Elektronenmikro-
skopie nicht weiter verwenden.

In jedem 6 Minuten lange behandelten Keim war nicht nur die innersten Lage
L4 aufgeldst, sondern auch die auleren drei Schichten zeigten Veranderungen
(Abb. 1d): insbesondere 16st sich L1 nach au3en ab und erscheint in Fragmente
zerbrochen, L2 ist jetzt nicht mehr auszumachen, wahrend L3 unverandert konti-
nuierlich zu verlaufen scheint. Die Keime sind jetzt aber mechanisch stark desta-
bilisiert, so dal} das Einstechen von Mikroinjektionspipetten leicht moglich ist.
Diese mechanische Schwachung ist allerdings nicht von Dauer: empirisch ergab
sich, dal® Keime, die zu Beginn des Vierzellstadiums behandelt worden waren
und zunachst verminderte Resistenz bewiesen, nach Eintritt in das Achtzellsta-

dium erneut sehr widerstandsfahig wurden. Die Griinde dafir sind unbekannt.

Schadigungen durch die Behandlungsmethoden

Eine prinzipielle Schwierigkeit der verwendeten Methode zur Aufweichung der
Vitellinhallen liegt in anderweitigen Veranderungen, die sich aus der Behandlung
durch DTT/Trypsin ergeben: Mit zunehmender Einwirkdauer des Gemisches

werden die Vitellinhillen nicht nur destabilisiert, sie weiten sich auch aus (Fig. 3,
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Seite 36). Wahrend es dann zwar leicht fallt, die Hullen mit der Mikroinjektionspi-
pette zu durchdringen, gerat andererseits die Entwicklung der Keime mit zuneh-
mender Hullenweitung mehr und mehr aus dem Ruder. Eine zu kurze Einwirkzeit
wiederum erfordert einen verstarkten Druck der Mikropipette auf den Keim um die
Hulle zu durchdringen und birgt die Gefahr, einzelne Blastomeren durch die
mechanische Belastung zu zerstoren.

Praktisch war es also nétig, den richtigen Kompromif bei der Inkubationsdauer
im DTT/Trypsin-Gemisch zu finden. Im Ergebnis zeigte sich, da® die Methode
eine vollkommene Normalentwicklung in seltenen Fallen zuliel3, es kam meistens
zu mehr oder minder starken Abweichungen davon. Dies soll jedoch in keiner
Weise bedeuten, dal} die erzielten Resultate wertlos waren. Denn es zeigte sich,
dald Injektionen in bestimmte Blastomeren zu sehr ahnlichen (wenngleich auch
nicht immer vollstandig identischen) Markierungsmustern im dreisegmentigen
Jungwurm fuhrten. Selbst wenn von einem Typ der Blastomerenmarkierung nur
ein einziges Exemplar zum Wurm heranreifte, liel3 sich dessen Markierungsmu-
ster doch noch mit dem von Markierungen friherer Blastomeren derselben
Entwicklungslinie vergleichen. So reifte z.B. nur ein Exemplar heran bei dem die
A-Blastomere des Vierzellstadiums markiert worden war. Das Ergebnis zeigt aber
viele Ubereinstimmungen mit den Mustern nach der Markierung der
AB-Blastomere des Zweizellstadiums, die ja ebenfalls alle Strukturen beinhalten
sollte, die sich von A ableiten.

Zur den Schwierigkeiten die sich aus dem Grad der Ausweitung der Hillen
ergaben, kamen mechanische Probleme im Zusammenhang mit der Entwicklung
der Keime hinzu. So verformten die schlagenden Cilien der Prototrochzellen
wegen ihrer geschwachten Verankerung in der Vitellinhulle die Larven ganz
offensichtlich. Im vorliegenden Untersuchungsmaterial erkennt man daher haufig,
dal} Cilienzellen aus ihrem Verband ausgetreten sind und eine ,ektopische® Lage
eingenommen haben. Die mechanische Belastung durch den Cilienschlag zer-
storte auch immer wieder ganze Keime im Verlaufe ihrer Entwicklung vollkom-

men.
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Zu den genannten Problemen gesellt sich die kurze Zellzyklusdauer der ersten
Teilungsrunden von Platynereis von etwa 35 Minuten, was den Zeitraum fur
Injektionen stark beschrankt. Dazu kommt, dal} die Membranen der Blastomeren
etwa 10 Minuten vor einer anstehenden Cytokinese instabil werden und die
Zellen in der Regel beim Einstechen der Pipette lysieren, wodurch das Zeitfenster
fur Injektionen weiter eingeschrankt wird. Zwar konnte jedes Gelege in unter-
schiedliche Chargen aufgeteilt werden, die bei unterschiedlichen, tieferen Tempe-
raturen gehaltert wurden. Dadurch kann man das Entwicklungstempo innerhalb
eines Geleges variieren und staffeln, wodurch das Zeitintervall, das fir Injektio-
nen in Frage kommt, verlangert wird. Das Entwicklungstempo konnte aber nicht
beliebig in die Lange gestreckt werden, da es unterhalb einer Temperatur von
etwa 15°C zu Fehlentwicklungen kommt.

Urspringlich war beabsichtigt, die Markierungsmuster 24 Stunden alter
Trochophorae nach der Injektion friher Blastomeren zu untersuchen. Mehrere
Grinde sprachen schlie3lich daflr, statt dessen drei- bzw. viertagige, dreiseg-
mentige Jungwurmer zu verwenden:

Fehlentwicklungen waren bei den behandelten Trochophorae nur schwierig zu
erfassen. Grundsatzlich bereitet ein kugelférmiger Keim aus vielen Zellen und mit
starken inneren Brechungsunterschieden Schwierigkeiten bei der raumlichen
Analyse. Der Keim von Platynereis ist mit einem Durchmesser von etwa 160 pm
hierfir schon relativ gro3. Die an fur sich nahe liegende Methode, die Trochopho-
rae durch Rollen Uber den Objekttrager von verschiedenen Seiten aus zu analy-
sieren schied aus, da sich die Destabilisierung der Vitellinhtllen im embryonalen
Stadium auch auf die Larven auswirkt. Jede Form der Manipulation barg somit
die Gefahr, die fixierten Organismen zu zerstoren. Deswegen brachte auch die
Untersuchung mit dem konfokalen Rasterlichtmikroskop keine Vorteile, da dieses
nicht tiefer als etwa 100 um in das Gewebe einzudringen vermag und eine
Reorientierung der Keime deswegen in den meisten Fallen zwingend gewesen
ware.

Dreisegmentige Wirmer orientierten sich dagegen von ganz alleine mit ihrer

Frontalebene parallel zum Objekttrager — entweder mit der Ventral- oder Dorsal-
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seite nach oben. Sie sind dem Rasterlichtmikroskop auch vollstandig zuganglich,
da ihre raumliche Tiefe durch die Streckung gegenuber der Trochophora deutlich
verringert ist. Dazu kommt, dal® sich die Qualitat, i. e. der Grad der Normalitat
ihrer Entwicklung relativ leicht am Habitus erkennen lal3t. Da den Tieren fir die
Entwicklung zum Jungwurm aber drei bis vier Tage Zeit gelassen wurde, gingen
viele Exemplare die sich normal entwickelten verloren’. Denn die mechanische
Stabilitat auch dieser normalentwickelten Dreisegmenter ist nach wie vor redu-
ziert, so dal} diese Tiere oft geradezu aufzuplatzen scheinen, wobei grol3e Teile
der Zellmasse nach aullen traten. Diese Beschadigungen wurden wahrscheinlich
durch die Eigenbewegungen der Tiere nach der Herausbildung der Muskulatur

beglnstigt, traten aber meistens schon nach Beginn der Langsstreckung auf.

Es entspricht guter wissenschaftlicher Praxis, nicht nur Auskunft Gber erfolg-
reich verlaufene Experimente zu geben sondern auch negative Resultate nicht zu
verschweigen. Im Falle der hier prasentierten Injektionsexperimente war es aller-
dings nicht moglich, eine eindeutige Grenzlinie zwischen ,gelungenen® und
,miBlungenen® Experimenten zu ziehen. Eine Quantifizierung von Mil3erfolgen
hatte zu viele, nicht scharf voneinander abgrenzbare Kriterien erforderlich
gemacht. Daher muld die Feststellung genugen, dall das Material welches
schlieBlich fur die Auswertung herangezogen wurde das Resultat unzahliger

Injektionsversuche darstellt. Die ,Erfolgsquote” lag deutlich unter 5 %.

" |deal ware es natiirlich gewesen, Tiere stets gleichen Alters zu untersuchen — aus arbeitsor-
ganisatorischen Griinden war dies jedoch nicht mdglich.
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Fig. 3: Dokumentation einer gerade abgeschlossenen Injektion in eine Blastomere. Rechts im
Bild die Ansaugpipette (Ap), mit der der Keim in Position gehalten wird. Links hebt sich die
markierte Zelle (Z) hell ab. Der abgebildete Keim wurde ubermaRig lange mit DTE/Trypsin
behandelt, was daran erkenntlich ist, dal® die Vitellinhille (Vh) weit von der Oberflache
abgehoben ist. Embryonen mit derart ausgeweiteter Vitellinhiille entwickelten sich in der Regel
nicht zu vitalen Tieren. L = Lipidtropfen, umgeben von dichtem Dotter.

3.2. Anmerkungen zu den Bildtafeln

Alle dreisegmentigen Wurmer wurden mit dem konfokalen Rasterlichtmikro-
skop in der Lage aufgenommen, in der sie auf den Objekttrager Ubergeflhrt
worden waren, zumeist mit der Dorsalseite nach oben, da wie schon erwahnt,
eine Orientierung beim Einbetten immer mit der Gefahr verbunden war, die
Objekte zu beschadigen. Die Prasentation auf den Bildtafeln erfolgt aber unab-
hangig von der Lage der Objekte auf dem Objekttrager. Da sich Bildstapel ohne
weiteres in ihrer Abfolge umkehren und spiegeln lassen, konnten die Ansichten
natlrlich problemlos invertiert werden. In der Regel werden die Tiere in normali-
sierter Dorsalansicht gezeigt. Nur wo es zur Darstellung dreidimensionaler

Strukturen notwendig war, wurden manche Darstellungen ventralisiert.
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3.3. Injektionsexperimente

Eine Ubersicht tber alle ausreichend gut gelungenen Typen von Injektions-

experimenten gibt Fig. 4:
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Fig. 4: Zellstammbaum von Platynereis dumerilii bis zum 66-Zellstadium (verandert nach
DORRESTEIUN 1990a). Die Verzweigungspunkte geben den Zeitpunkt der Aufspaltung der Blasto-
meren in Tochterblastomeren ab der Besamung (x-Achse) wieder und zwar bei einer Temperatur
von 18°C. Alle Blastomeren, die fir diese Arbeit markiert wurden, sind mit einem Pfeil gekenn-
zeichnet.

Die stark ausgedehnten Muster des Zweizellstadiums erleichtern es, mit dem

Aufbau des Tieres vertraut zu werden. Insbesondere erkennt man, daf} die
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Markierungen nach AB- und CD-Injektion sich zu einem ,Gesamtwurm® komplet-
tieren. Daher erfolgt die Betrachtung dieser beiden Blastomeren zu Beginn.

In der Folge schreitet die Prasentation der Injektionsergebnisse
quadrantenweise voran (A, B, C und D), wobei von jedem Quadranten die
Ergebnisse nach Injektion des Vier- und Achtzellstadiums vorgestellt werden und

fur den D-Quadranten auch noch diejenigen spaterer Stadien.

AB-Blastomere

Die AB-Blastomere tragt zum Gesamtvolumen des Keimes
von Platynereis nur 27 % bei (DORRESTEIIN 1990a). Demgemal}
- sind auch nur geringe Teile des dreisegmentigen Wurmes mar-

@ kiert. Lediglich ein einziger Keim, bei dem im Zweizellstadium die
AB-Blastomere injiziert wurde, entwickelte sich zu einem dreisegmentigen Wurm
weiter. Dieses vier Tage alte Tier zeigte dabei folgendes Markierungsmuster:

Im Rumpf verlauft von anterior ventral nach posterior dorsal eine schlanke
Struktur, die sich nach Lage und Form eindeutig als linke Halfte des Stomo-
daeums identifizieren lalt (Abb. 2a, b, d). Weitere Markierungen im Rumpf betref-
fen nur noch die Entodermmasse der terminalen® Makromeren und die
parapodialen Drusen, welche allerdings auch starke Autofluoreszenz aufweisen.

Im Kopfbereich ist eine um die Medianebene gelegene schmale, vertikal ver-
laufende Zentralstruktur markiert (Abb. 2a bis d). Von der ventralen Basis dieser
Struktur aus verlauft nun beiderseits nach dorsal und auch etwas nach anterior
gerichtet ein Band von Markierungen (Abb. 2a) das etwa in der mittleren Frontal-
ebene endet. In diesem Bereich befinden sich auch cilienbesetzte Zellen des
Prototrochs.

Das Markierungsmuster im Kopf dieses Wurmes macht einen relativ zerkluf-
teten Eindruck. Ein moglicher Grund dafir kdnnten die noch vorhandenen larva-
len Drisenzellen sein, deren Inhalt beim Fixiervorgang leicht aufquillt, was dann
zur Verzerrung innerer Strukturen fuhrt. AuRerdem liegt dem Kopf ein Zellklum-
pen aulden an, der moglicherweise aus der rechten Kopfhalfte ausgetreten ist,

was die strukturelle Asymmetrie beider Seiten erklaren wirde.

® Darunter verstehe ich hier und im Folgenden jede Makromere nach Abschnirung des vierten
Mikromerenquartetts, i. e. 4A, 4B, 4C oder 4D.
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Weiter dorsal befindet sich im Inneren des Kopfes eine transversal verlaufende
dunne Struktur, die lateral nach anterior umbiegt und sich von dort bis nahe an
die Oberflache fortsetzt (Abb. 2d). Dabei konnte es sich um Muskelfasern han-
deln, die bei Tieren nach F-Actinmarkierung durch Phalloidin-Texas Red in etwa

denselben Verlauf nehmen (Abb. 4e oben).

CD-Blastomere

Wie auch im Fall der AB-Zelle, enthielt mein Material nur eine
erfolgreiche Markierung einer CD-Blastomere.
o Aufgrund des weit groReren  Volumenanteils der

« CD-Blastomere am Zweizellstadium (73 % des Gesamtvolu-
mens) war zu erwarten, daf aus Injektionen in CD ein weit ausgedehnteres Mar-
kierungsmuster resultiert. Von aul’en betrachtet umfaldt dies in der Tat fast das
gesamte Tier, weil beinahe die gesamte Korperoberflache - das Rumpfektoderm
sowie der grofte Teile des Kopfektoderms - den Tracer enthalt (Abb. 3a). Im
Rumpf tritt das Ektoderm mit der Epidermis, den Borstensacken, den parapodia-
len Drisen (die allerdings auch stark autofluoreszieren) sowie dem Bauchmark,
das sich zweistrangig abzeichnet, hervor (Abb. 3c). Die Markierung endet poste-
rior mit dem Pygidium und den beiden auswachsenden Uriten (Abb. 3d). Anterior
geht sie flielRend in die Markierung des Kopfes Uber, wobei auch die Peristomial-
zirren erkennbar sind (Abb. 3c). Im Innersten des Wurmes, im Bereich der
terminalen Makromeren, finden sich ebenfalls ausgedehnte Markierungen die von
den Makromeren der C- und D-Zellinie abstammen mussen, folglich das Ento-
derm bilden (Abb. 3d). Die Markierung zwischen diesem Keimblatt und dem
aullen liegenden Ektoderm ist Ilickenlos, so dal} sich ebenfalls alle mesoderma-
len Strukturen auf die CD-Blastomere zurtckfuhren lassen.

Ein Blick ins Innere des Wurmleibes enthillt auch Bereiche, die von einer Mar-
kierung ausgenommen sind. Dabei handelt es sich zum einen um einen kleine-
ren, dorsal auf Hohe des Stomodaeums gelegenen Bereich, bei dem es sich um
den Raum handeln mul}, den die terminalen Makromeren der A- und B-Zellinie
einnehmen (Abb. 3d). Zwei weitere, raumlich deutlich ausgedehntere
Markierungsliicken im posterioren Entoderm, werden von den nicht farbstoffer-
fullten Lipidtropfen der Makromeren der C- und D-Zellinie verursacht (Abb. 3d).

Schliel3lich zeichnet sich posterior des Kopfes, rechts der Medianebene, die
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rechte Halfte des Stomodaeums ab, die linke Halfte tritt hingegen nicht in
Erscheinung, wohl aber eine das gesamte Stomodaeum umringende Zellhulle
(Abb. 3c). Diese Struktur ist auf Markierungen von 1D deutlicher zu erkennen
(Abb. 14d).

Auch der Kopf, die ehemalige Episphare der Trochophora, tritt weitrdumig
markiert in Erscheinung. Praktisch die gesamte Epidermis sowie das Gehirn sind
sichtbar. Umgekehrt fehlt die nach AB-Injektion auftretende Zentralmarkierung:
dieser schmale Bereich um die mittlere Sagittalebene bleibt nach CD-Markierung
ausgespart, er ist ventral deutlich ausgepragter als dorsal (Abb. 3b und c). Das
zentral im Kopf gelegene Neuropilem, anterior vom Stomodaeum gelegen, tritt
geschlossen in Erscheinung (Abb. 3c).

Auf der Dorsalseite des Kopfes verlauft transversal, etwa durch die Mitte des
Kopfes, ein Halbring hell markierter Zellen, bei denen es sich vermutlich um die

cilientragenden Zellen des Prototrochs handelt (Abb. 3d).

Zusammenfassend zeigt sich, dal sich das Markierungsmuster aus der Injek-

tion in CD komplementar zu dem nach Injektion in AB verhalt.

A-Blastomere

Die A-Blastomere des Vierzellstadiums von Platynereis tragt
“ zum Gesamtvolumen des Keimes lediglich 13 % bei (DOR-
B RESTEIJN 1990a). Folglich sollten Farbstoffmarkierungen dieser

e Zelle zu entsprechend geringvolumigen Markierungen im Jung-
wurm fuhren.

Injektionen in die A-Blastomere erwiesen sich als ungewohnlich schwierig,
besonders viele Exemplare lysierten sofort. Nur ein einziges Exemplar wuchs
schlie3lich zu einem nicht vollkommen normal ausgebildeten dreisegmentigen
Wurm heran. Zusammen mit dem Markierungsmuster nach Injektion der AB-
bzw. 1A-Blastomere, ergibt sich aber ein gleichsinniges Bild: bestimmte Struktu-

ren sind gleichermal3en markiert bzw. von einer Markierung ausgenommen.

Im Rumpf treten nur zwei Bereiche hervor. Zum einen ist das ein recht volumi-
noser Teil, der sich zweifellos als Dotter- und Cytoplasmamasse der terminalen
Makromere der A-Zellinie identifizieren lal3t (Abb. 4a bis d). Die Farbstoffvertei-
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lung ist hier inhomogen, vermutlich handelt es sich bei den intensiver gefarbten
Bereichen um cytoplasmatische Saume, die grolRere Konzentrationen des Tra-
cers enthalten. Die restlichen Bereiche werden vom geringer markierten Dotter
eingenommen, der tropfenférmige Lipidanteil hat keinen Farbstoff angenommen.
Weiter anterior, am Ubergang zum Kopf, tritt eine zweite Struktur in Erschei-
nung, bei der es sich eindeutig um den linken Teil des Stomodaeums handelt
(Abb. 4a und c). Der Wurm erweckt auf DIK-Aufnahmen den Anschein, dafl3 im
Stomodaeum zwei Mundspalte ausgebildet sind, die aber von einer gemeinsa-
men einschichtigen Lage aus Zellen eingefaldt werden. Auch wenn also die Ent-
wicklung des Stomodaeums gestort verlief, so ist doch klar ein diskreter linkssei-

tiger Teil dieser Struktur angefarbt.

Anterior im Kopf des dreisegmentigen Jungwurmes ist ein Bereich um die
Medianebene herum markiert (Abb. 4a bis c). Von einer relativ breiten und weit
nach posterior verlaufenden ventralen Basis ausgehend, verjlingt sich diese
Struktur nach dorsal und endet etwas oberhalb der mittleren Frontalebene. Von
der ventralen Basis dieses markierten Zentralbereichs aus zieht an der Oberfla-
che nach dorsal wie nach posterior ein Band, das ausgepragte Fluoreszenz auf-
weist und mit der Lage groRer cilientragender Zellen harmoniert (Abb. 4a und b).
Mit einer kurzen Unterbrechung setzt sich diese Markierung dann fort, um ihren
weiteren Verlauf transversal zur Medianebene hin zu andern, bis sie dorsal Uber
der linken Halfte des Stomodaeums endet (Abb. 4a und b).

Sehr deutlich, vor allem auf Einzelschnittbildern, fallt eine transversal verlau-
fende Struktur im Inneren des Kopfes auf, die etwa dem Verlauf des Neuropilems
folgt, von der aber keine axonalen Projektionen ausgehen. An ihren beiden seitli-
chen Enden zweigen statt dessen Auslaufer nach anterior wie posterior ab
(Abb. 4c). Weiter dorsal und ein Stuck weiter posterior erkennt man eine ahnlich,
in der Projektion aber nicht deckungsgleich verlaufende Struktur. Sie besteht aus
vielen punktférmigen Markierungen, vermutlich einzelnen Zellen (Abb. 4d). Auch
diese Struktur entsendet lateral Auslaufer nach anterior wie posterior. Zwischen
diesen beiden transversalen Strukturen gibt es keinen erkennbaren Ubergang.
Beide decken sich etwa mit Strukturen im Kopf, die nach Anfarbung des
F-Actingerustes sichtbar werden und ebenfalls zwei parasagittal nach anterior

und posterior verlaufende Auslaufer besitzen (Abb. 4e).
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1A-Blastomere

Die A-Blastomere teilt sich beim Ubergang zum Achtzellsta-

(‘ dium in die animale 1a-Mikromere und die vegetale
.-n 1A-Makromere. Das Schicksal der Abkdmmlinge von 1A muf
@aa} also gegenuber A um die Anteile von 1a eingeschrankt sein, die
ihren eigenen Werdegang verfolgen. Aus 1A gehen samtliche weiteren Mikrome-
ren des A-Quadranten hervor, i. e. 2a, 3a und 4a sowie die terminale Makromere
der A-Zellinie. 1A tragt 8,6 % zum Gesamtvolumen des Keimes bei, wobei nur
1,6 % auf das klare Cytoplasma und 7 % auf den Dotter, jeweils vom Gesamtvo-
lumen des Keimes, entfallen; der Dotter wird hauptsachlich in die terminale
Makromere und damit in den Entodermanteil dieser Zellinie gelenkt (DORRESTEIIN
1990a). Folglich kann damit gerechnet werden, dal3 nur geringvolumige
Nicht-Entodermanteile aus 1A hervorgehen.

Von 1A-markierten Keimen reiften zwei Exemplare zum dreisegmentigen
Wurm heran, in beiden Fallen verlief die Entwicklung aber untbersehbar gestort.
Wie schon erwahnt, mag das die Interpretation des Materials einschranken,

offenkundig kongruieren die Muster aber mit denen des in der genealogischen

Reihe vorangegangen Materials, namlich von A und AB.

Im Rumpf tritt die terminale Makromere der A-Zellinie als einzige markierte
Struktur in Erscheinung. Im Ubergangsbereich zum Kopf hebt sich der linke Teil
des Stomodaeums ab (Abb. 5a bis c).

Im Kopf sieht man auf beiden untersuchten Exemplaren bei nur geringen
Unterschieden einige der Strukturen, die auch nach der Markierung von A zu fin-
den sind. Zum einen ist dies ein schmaler epidermaler Bereich an der aul3ersten
linken Flanke des Kopfes, der von ventral nach dorsal hochzieht, um dann nach
transversal umzulenken, bis er nach kurzem Verlauf endet (Abb. 5b). Zum ande-
ren handelt es sich um eine innere Struktur direkt anterior des Stomodaeums, die
transversal verlauft und dann an beiden Enden nach anterior umbiegt wobei sie
sich in jeweils zwei Aste aufzweigt (Abb. 5c, a, b). Auch die nach A-Markierung
noch sehr prominente Zentralstruktur im medianen anterioren Kopfbereich ist im
1A-Muster enthalten, ihre Ausdehnung ist nur deutlich geringer (Abb. 5a bis c)
und sie reicht von der inneren transversal verlaufenden Struktur unter steter Ver-

breiterung bis knapp unterhalb der anterioren Kopfepidermis.
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Im Gegensatz zur A-Markierung fehlen bei 1A lediglich alle links-ventralen epi-

dermalen Bereiche sowie (s. 0.) einen Grolteil des median-anterioren Musters.

1a-Mikromere

Eine Markierung der ersten Mikromere des A-Quadranten im

(‘ Achtzellstadium sollte zusammen mit einer Markierung der
.n Makromere 1A desselben Stadiums all jene Strukturen farben,
@Ba} die auch nach Injektion der Vorgangerzelle, der A-Blastomere im
Vierzellstadium, hervortreten. Die Mikromere 1a tragt zum Gesamtvolumen des
Keims lediglich 3,4 % bei (DORRESTEIJN 1990a). Insgesamt wuchsen drei der in
1a-injizierten Embryonen zu normalgestalteten dreisegmentigen Wurmern heran.

Im Rumpf erkennt man, aul3er den autofluoreszierenden parapodialen Struktu-
ren auch Fasern des Bauchmarks, die allerdings nur bei starker Kontrastanhe-
bung sichtbar werden. Sie treten beiderseits des Stomodaeums ins Neuropilem
des Kopfes uber (Abb. 6d).

Im Kopf sind hauptsachlich Bereiche links der Medianebene markiert. Neben
der Epidermis des linken ventralen Kopfsektors betrifft dies einen schmalen Zen-
tralteil, der um die Medianebene herum angeordnet ist (Abb. 6a und b), er durch-
spannt den Kopf von ventral bis dorsal. Von der anterior-dorsalen Basis dieses
durchgangig markierten Zentralbereichs aus ziehen gro3e Zellen oberflachlich
nach dorsal und gleichzeitig nach posterior (Abb. 6b). Hierbei dirfte es sich um
gro3volumige cilienbesetzte Zellen handeln, die einen Teil des Prototrochs
bilden.

Zwischen dem Zentralbereich und den Prototrochzellen befindet sich noch
weiteres Material, dessen Natur zunachst nicht eindeutig erscheint. In zwei
Exemplaren erkennt man in diesem Winkel zwei diskrete Zellen die eine hohe
Fluorochromkonzentration aufweisen (Abb. 6¢). Nun zeigt ein Wurm aus den
Farbmarkierungen der Mikromere 1b anterior rechts ventral im Kopf drei globu-
lare, markierte Strukturen, die sich klar als larvale Drisenzellen des Kopfes iden-
tifizieren lassen (Abb. 9d, s. u.; sie sind auch auf DIK-Aufnahmen leicht erkenn-
bar). Linkerhand heben sich ebenda gegen die Hintergrundfluoreszenz zwei
kugelférmige Bereiche markierungslos ab, bei denen es sich um die restlichen
beiden der insgesamt flnf larvalen Drisenzellen handelt. Daher ist anzunehmen,

dal} die nach 1a-Injektion markierten Strukturen am selben Ort die beiden von 1a
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abgeleiteten larvalen Drusenzellen sind. Da der Inhalt dieser Drisenzellen beim
Fixieren leicht quillt, kann angenommen werden, dald zumindest ein Teil des
markierten Materials zwischen Zentralmarkierung und Cilienzellen von gequolle-

nem Driusenmaterial herruhrt.

B-Blastomere

Das Volumen der Blastomere B des Vierzellstadiums liegt mit
A 14 % am Gesamtvolumen (DORRESTEINN 1990a) minimal Uber
q.p dem der Blastomere A, sie ist damit die zweitkleinste Zelle des
Vierzellstadiums. Insgesamt gelangen drei Injektionen in die

B-Blastomere, aus denen sich dreisegmentige Jungwirmer entwickelten.

Im Bereich des Rumpfes B-markierter Keime erkennt man die terminale
Makromere der B-Zellinie (Abb. 7a und b). Die Fluoreszenz weiterer Strukturen
des Rumpfes laldt sich nicht eindeutig auf die Anwesenheit des Fluoreszenzfarb-
stoffes zurtickflihren und ist wohl ausschlielich durch Autofluoreszenz bedingt.

Eine Besonderheit, die aber nur eines der untersuchte Tiere aufweist, sind
zwei schmale markierte Bereiche an der BerUhrungsflache der beiden Halbteile
des (nicht markierten) Stomodaeums die von den beiden autofluoreszierenden
Kieferanlagen eingerahmt werden (Abb. 7c).

Im Kopf sind wenige Strukturen fluoreszenzmarkiert. Anterior um die Median-
ebene herum ist ein schmaler Bereich gefarbt, der sich von ventral nach dorsal
erstreckt, wobei er dorsal breiter ist (Abb. 7a bis ¢). Von der ventralen Basis die-
ser Zentralstruktur aus verlauft nach dorsal und rechts bis zur Frontalebene ein
Band von zerklifteten Markierungen. Im selben Bereich zeigen DIK-Aufnahmen
cilientragende Zellen des Prototrochs. Dal} sich diese bewimperten Zellen im
Gegensatz zu denen in der Nachkommenschaft von Blastomere A lickenhaft und
sehr schwach abzeichnen, erklart sich bei allen drei B-Markierungen dadurch,
dal} die Menge injizierten Farbstoffs gering war. Das durfte auch der Grund daftr
sein, dal® weitere Strukturen des Kopfes, die sich nach Markierung von 1B klar
zeigen hier nicht, oder aber sehr undeutlich zu erkennen sind. Auf diese Markie-

rungen wird in der Besprechung der Markierungsdomanen von 1B eingegangen.
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1B-Makromere

Beim Ubergang zum Achtzellstadium spaltet sich die

‘ B-Blastomere in die animale 1b-Mikromere und die vegetale

_.n 1B-Makromere auf, aus der sich in den folgenden Teilungszyklen

@B } die Mikromeren 2b, 3b und 4b abschnuren werden.

Von drei Tieren die die Entwicklung zum dreisegmentigen Wurm erfolgreich
durchliefen, schied ein Exemplar fur die Auswertung aus, da hier zwar ein Kopf
mit umhullender Epidermis ausgebildet wurde aber das Gehirn offensichtlich nicht
oder nur rudimentar. Die beiden verbleibenden Wurmer zeigen leichte Unter-
schiede im Markierungsmuster.

Im Rumpf zeichnet sich die markierte Masse der terminalen B-Makromere ab
(Abb. 8a bis e).

Im Inneren des Kopfes befindet sich weit dorsal, etwa im anterioren Anschluf
an das Stomodaeum eine transversal verlaufende Struktur, die lateral nach ante-
rior umbiegt. Die beiden nach vorne ragenden Aste beriihren die epidermale
Oberflache aber nicht (Abb. 8a bis €). Aus der Mitte der transversalen Struktur
ragt direkt nach anterior noch ein weiterer, sehr diinner Fortsatz (Abb. 8d und e).
Markierungen des F-ActingerUstes dreisegmentiger Wuarmer legen nahe, dal} es
sich bei diesen inneren Strukturen um Muskulatur handelt (Abb. 4e). Die
transversal verlaufende Struktur setzt sich nach anterior steil abfallend bis zur
ventralen Oberflache fort, um von dort aus der Oberflache entlang, beide Flanken
des Kopfes umgreifend, wieder ein ganzes Stuck nach dorsal aufzusteigen
(Abb. 8a bis c). In einem anderen, alteren Exemplar konnte diese nach dorsal
umgreifende oberflachliche Markierung nicht gefunden werden (Abb. 8e).
Andererseits zeigten auch zwei dreisegmentige Tiere bei denen die B-Blastomere
injiziert worden war bilateralsymmetrische Markierungen, einmal nur an den
Kopfflanken bei einem viertagigen Tier (Abb. 7c, B-Markierung), und von ventral
bis an die Kopfflanken reichend, bei einem dreitagigen Tier. Dieses Muster
konnte also durchaus der Normalentwicklung entsprechen und bei dreitagigen
Tieren ausgepragter sein als bei viertagigen. Denn der Korperbau des dreiseg-
mentigen Wurmes erfahrt zwischen beiden Entwicklungsstufen recht gro3e Ver-
anderungen (vergl. Abb. 18b und c). Wenngleich in diesem Punkt also gewisse

Unterschiede gefunden werden konnten, so ladt sich doch feststellen, dal} es in
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jedem Fall zur Ausbildung eines bilateralsymmetrischen Musters kommt, das

Strukturen im Inneren des Kopfes wie auch der epidermalen Oberflache umfalit.

1b-Mikromere

Mit einem Volumen von 3,3 % am Gesamtvolumen des
(‘ Achtzellstadiums ist die Mikromere 1b die kleinste aller
..n Blastomeren dieser Entwicklungsstufe, dicht gefolgt von 1a

@&a (3,4 %; DORRESTEIJN 1990a). Wie auch fur 1a kann also erwartet
werden, dal® nach der Markierung von 1b nur wenige Strukturen im
dreisegmentigen Wurm markiert sind.

Von vier erfolgreichen Injektionen, die zu dreisegmentigen Wirmern fuhrten,
waren die Markierungsverhaltnisse in einem Fall so verwirrend, dal} eine Aus-
wertung nicht mdglich war — leider ein Hinweis darauf, dal® auch schwerere Ent-
wicklungsstorungen nicht durch den vorzeitigen Tod der Tiere eliminiert werden.
Die weiteren drei Exemplare zeigen dessen ungeachtet sehr ahnliche Markie-
rungsmuster, die sich allerdings durch eine etwas variable raumliche Anordnung
unterscheiden. Wie bereits erwahnt, weichen gerade die cilientragenden Zellen
bei Tieren mit destabilisierter Vitellinhulle leicht von ihrer regularen Lage ab. Da

diese Zellen sehr grol3 sind, verandert sich das Erscheinungsbild der Markie-

rungsmuster dadurch deutlich.

Im Rumpf treten fast nur Strukturen in Erscheinung, die durch Autofluoreszenz
hervorgerufen werden. Einzig Fasern des Bauchmarks heben sich bei hoher
Kontrastverstarkung schwach ab. Sie gehen anterior in den Kopf tber (Abb. 9c).

Im Kopf ist ebenso wie nach Markierung von 1a ein Zentralbereich um die
Medianebene herum gefarbt. Dieses Muster ist ventral breiter als dorsal. Von der
ventralen Basis dieser Zentralstruktur aus zieht nun ein Band von markierten
Zellen nach rechts bis etwa zur mittleren Frontalebene hoch. Es harmoniert in
seiner Lage mit derjenigen cilientragender Zellen des Prototrochs (Abb. 9a, b, d).
Die Anzahl der Zellen a3t sich leider nicht eindeutig ermitteln, da die cilientra-
genden Zellen DTE/Trypsinbehandelter Keime ihre geordnete Form verlieren und
sich dann nicht mehr eindeutig voneinander abgrenzen lassen.

Anterior und ein wenig weiter dorsal von dieser Zellreihe gelegen, treten drei

gro3volumige, blasenartige Strukturen in Erscheinung, die sich mit den Drusen-



Ergebnisse 47

zellen des Kopfes zur Deckung bringen lassen (Abb. 9d). ,Blasenartig” vom opti-
schen Eindruck her, da lediglich ein duRerer dunner Saum den Farbstoff tragt
und ein farbstoffreies Lumen umgibt. Im Tier der Abb. 9d liegt eine dieser ,Bla-
sen“ in der Medianebene relativ weit dorsal, wahrend die anderen beiden weiter
ventral und weiter rechts davon zu finden sind. Es ist bekannt, dal} Platynereis
funf juvenile Drusenzellen im Kopf besitzt. Interessanterweise lassen sich bei
starker Kontrastanhebung auf derselben Hohe die Silhouetten zweier ahnlicher
Strukturen gegen die schwache Hintergrundfluoreszenz erkennen. Dabei handelt
es sich eindeutig um die beiden restlichen Drusenzellen, zu deren Bildung 1b

offensichtlich nicht beitragt.

C-Blastomere

Die C-Blastomere besitzt nach den Untersuchungen von
A DORRESTEUN (1990a) mit 22 % am Gesamtvolumen des
& Embryos das zweitgrofdte Volumen unter den Zellen des Vier-

e zellstadiums. Auch hier gelang nur ein einziger Markierungsver-
such und flhrte zu einem recht gut entwickelten Jungwurm.

Im Rumpf hebt sich ein Dotterbereich auf der rechten Seite im dorsal gelege-
nen Abschnitt des Korpers ab, dabei handelt es sich um die terminale
C-Makromere (Abb. 10a bis c). Ansonsten findet sich im Rumpf des Wurmes nur
noch eine weitere, eindeutig auf Farbstofffluoreszenz rickfihrbare Struktur, die
rechte Halfte des Stomodaeums namlich. Sie erstreckt sich dorsal vom markier-
ten Makromerenbereich aus nach ventral, wo sie in den Kopfbereich hinein ver-
l&uft (Abb. 10a bis b).

Kopfstrukturen sind aufgrund der geringen injizierten Farbstoffmenge wenig
differenziert wiedergegeben. Trotzdem zeigt sich klar, dafy Abkdmmlinge der Bla-
stomere C die rechte Partie des Kopfes bilden und zwar in einem Bereich, der
sich von dorsal weit nach ventral erstreckt und Gehirn wie Epidermis umfalt.
Dorsal reicht die Markierung dabei weiter nach posterior als ventral. Ante-
rior-median findet sich eine schmale Markierungslicke (Abb. 10a und b). Von der
Markierung eingeschlossen ist auch derjenige Bereich, in dem sich im viertagigen

Jungwurm bewimperte Zellen des Prototrochs befinden.
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1C-Makromere

Einen Teilungszyklus weiter hat sich die Blastomere C in die
(‘ animal gelegene Mikromere 1c sowie die vegetale Makro-
..u mere 1C geteilt. Es gelangen zwei Injektionen in die

@3 } 1C-Makromere von Keimen, die sich zu dreisegmentigen Wur-
mern weiterentwickelten. Das Schicksal der Nachkommen von 1C ist hier doku-
mentiert.

Im Rumpf hebt sich durch ausgepragte Fluoreszenz die terminale Makromere
der C-Zellinie ab. Anterior, im Ubergangsbereich zum Kopf, tritt scharf die rechte
Halfte des Stomodaeums in Erscheinung (Abb. 11a und c). Das Stomodaeum
wird von einer einlagigen Zellhulle umsaumt, die ebenfalls nur in der rechte Halfte
markiert ist (Abb. 11b).

Im Kopf erscheint eine deutliche Markierung nur an der Oberflache der rechten
Flanke (Abb. 11a); beim nicht prasentierten Exemplar greift diese Markierung
auch nach dorsal uUber und reicht bis an die dorsale Mittellinie heran.
DIK-Aufnahmen offenbaren in beiden Bereichen cilientragende Zellen. Mdogli-
cherweise handelt es sich also um bewimperte Zellen, die dann aber nicht dem
ursprunglichen Prototroch angehdren wuirden (dieser leiten sich vom ersten

Quartett Mikromeren ab), sondern sekundar entstanden waren.

1c-Mikromere

Das Abstammungsmuster der Mikromere 1c erganzt sich mit

(‘n dem der Makromere 1C zum Beitrag der Blastomere C am Acht-

““aj zellstadium. 1c tragt praktisch zu keinerlei Markierung im Rumpf
bei, statt dessen aber zu ausgepragten Mustern in der rechten

Kopfhalfte. Das wird dem Volumen dieser Mikromere von 5,7 % am Gesamtvo-
lumen des Keimes gerecht, sie ist die volumindseste der Mikromeren des
1. Quartetts (DORRESTEIJN 1990a), dicht gefolgt von 1d. Zweimal gelang es,
Achtzeller nach Injektion in 1c zu Jungwurmern heranzuziehen.

Das Markierungsmuster des Kopfes beschrankt sich auf dessen rechte Seite
und umfaldt das Gehirn sowie die Epidermis, wobei sich die dorsalen Abschnitte
weiter nach posterior erstrecken als die ventralen (Abb. 12b). Am anterioren

Ende des Kopfes reicht die Markierung aber nicht ganz an die Medianebene, hier
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bleibt ein Bereich ausgespart, der dorsal schmaler ist als ventral
(Abb. 12a und c).

Das Neuropilem ist rechts stark gefarbt, seine Markierung reicht Uber die
Medianebene hinaus aber auch noch in die linke Halfte des Kopfes hinein. Vom
Neuropilem aus ziehen markierte Fasern beiderseits um das Stomodaeum herum
ins Bauchmark, wo sie sich langsam verlieren, vermutlich wegen der erhdhten
Lichtabsorption in tiefer gelegenen Gewebsschichten (Abb. 12c). Bis auf diese

Fasern ist der Rumpf ganzlich unmarkiert.

D-Blastomere

Aus der D-Zelle des Vierzellstadiums von Platynereis dumerilii
A gehen samtliche Mikromeren des D-Quadranten sowie letzten
e'. Endes die terminale Makromere der D-Zellinie hervor. Eine

Farbstoffinjektion in diese Blastomere fuhrt entsprechend ihrem
groRen Volumen von 51 % am Gesamtkeim (DORRESTEIUN 1990a) zu umfangrei-
chen Markierungen im dreisegmentigen Wurm, welche sowohl den Rumpf als
auch den Kopf umfassen. Zwei Keime, deren D-Blastomere injiziert worden war,
wuchsen zu vitalen Jungwurmern heran und konnten untersucht werden.

Der Rumpf ist fast vollstandig markiert (Abb. 13a und b). Die Markierung
umfaldt die Epidermis einschliellich des Pygidiums mit den Uriten und auch die
anterior gelegenen Peristomialzirren (Abb. 13c und d). Auf der rechten Seite, die
keine Kopfmarkierungen mit einschliel3t, reicht die epidermale Markierung dorsal
bis zur Hohe der anterioren Basis des ersten Parapodienpaares, wahrend die
Grenze ventral weiter vorne, auf Hohe des anterioren Endes des Stomodaeums
liegt. Das Stomodaeum selbst ist nicht gefarbt.

Im Inneren treten neben der erwartungsgemall markierten terminalen
D-Makromere die ektodermalen Borstensacke deutlich in Erscheinung
(Abb. 13c), und ebenso kann das Bauchmark andeutungsweise lokalisiert werden
(Abb. 13d). Auch die parapodialen Drusen sind klar fluoreszierend auszumachen.
Wie schon erwahnt zeigen diese Drusen starke Autofluoreszenz, insbesondere
bei vier Tage alten Tieren. Daher lalt sich ihre klonale Abstammung mit der

Methode der Fluoreszenzmarkierung nicht eindeutig bestimmen. Angemerkt sei
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hier aber, dall nach Markierung von D bzw. 1D (s. u.) die Fluoreszenz dieser
Drisen besonders ausgepragt ist.

Nennenswerte Markierungslicken im Rumpf finden sich nur im Bereich des
Stomodaeums, das also offensichtlich nicht der D-Zellinie entstammt sowie in
Teilen des Entoderms, namlich den terminalen Makromeren der A-, B- und
C-Zellinien.

Die rechte Seite des Kopfes ist ohne Befund wohingegen die linke Halfte stark
gefarbt ist und zwar in einem weiten Bereich, der von dorsal bis nach ventral
reicht und sowohl das Gehirn wie die daruberliegende Epidermis umfal3t, aber
nicht ganz die Medianebene erreicht (Abb. 13a und b). Cilienzellen des Proto-
trochs lassen sich nicht diskret erkennen, der Bereich den sie einnehmen wird
jedoch von der Markierung einbezogen. Als einzige deutlich differenzierbare
innere Struktur hebt sich das Neuropilem ab. Seine linke Halfte ist intensiv und
weitraumig markiert, die rechte Halfte dagegen weniger intensiv und ausgedehnt
(Abb. 13c).

1D-Makromere

Eine Farbstoffinjektion in die Blastomere 1D des Achtzellsta-

(‘n diums schrankt die im Wurm markierten Bereiche gegenuber

G‘a dem Injektionsresultat bei der Blastomere D weiter ein, da die

N

nur noch auf die Zellen des zweiten sowie aller weiteren Mikromerenquartette

Mikromere 1d bereits abgeschnirt ist und der Farbstoff mithin

dieses Quadranten aufgeteilt wird — nebst der jeweils entsprechenden Makro-
mere und ihrer Nachkommen bis hin zur Zelle 4D. 1D besitzt am Gesamtvolumen
des Keims einen Anteil von 46 %. Funf Keime entwickelten sich nach Injektion in
1D zu Jungwurmern.

Grole Partien des Rumpfes zeichnen sich deutlich ab. Das betrifft zunachst
die aulRere Gestalt des Tieres, hier sind alle Bereiche eingeschlossen: angefan-
gen posterior bei den Uriten des Pygidiums bis hin zu den anterior gelegenen
Peristomialzirren. Die Epidermis des Rumpfes tritt also geschlossen hervor
(Abb. 14a und b). Beiderseits der ventralen Mittellinie, etwas unterhalb der

Epidermis, erkennt man schwach zwei breite Bander, deren Lage nach es sich
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um das Bauchmark handelt (ohne Abbildung). Anterior enden diese Bander etwa
auf Hohe des vordersten Parapodienpaares. Weiter im Inneren sind die Borsten-
sacke deutlich zu erkennen, auch die parapodialen Drusen treten stark hervor
(Abb. 14c und d). Aufgrund ihrer Autofluoreszenz laft sich ihre klonale Abstam-
mung mit der Methode der Fluoreszenzmarkierung nicht eindeutig bestimmen.
Nun ist die Autofluoreszenz der Drusen dreitagiger Tiere deutlich geringer als die
viertagiger (Abb. 18). Eines der untersuchten Tiere wurde im Alter von drei Tagen
fixiert und die Fluoreszenz seiner Drisen ist recht stark ausgepragt (Abb. 14d),
wie auch die Fluoreszenz der Drusen viertagiger Exemplare nach 1D-Injektion
diejenige reiner Autofluoreszenz zu Ubersteigen scheint. Aus diesem Grund kann
angenommen werden, daf® die Drusen aus 1D hervorgehen.

Unterhalb der Epidermis bzw. der ektodermalen Strukturen des Rumpfes setzt
sich der markierte Bereich im Mesoderm fort. Das ist daran erkennbar, dal} die
ersten nicht fluoreszenzmarkierten Abschnitte eindeutig den entodermalen
Makromeren des A-, B- und C-Quadranten zuzuordnen sind — die terminale
D-Makromere ist davon natlrlich ausgenommen. Am anterioren Ende des
Rumpfes zeigt eine weitere Markierungslicke die Lage des Stomodaeums an,
das offensichtlich nicht von der D-Zellinie abstammt (Abb. 14c und d).
Ausgenommen ist die linke Halfte einer einschichtigen Zellhiille, die das Stomo-
daeum umfafdt (Abb. 14d).

Im Kopf hebt sich das Neuropilem schwach markiert ab (Abb. 14c). Etwas dor-
sal des Neuropilems erkennt man nach starker Kontrastanhebung eine transver-
sal verlaufende lineare Struktur, die lateral nach posterior umbiegt und auch nach
anterior kurze Projektionen zu entsenden scheint (Abb. 14c, Einschaltbild). Das
Muster ahnelt sehr stark Strukturen, die nach F-Actinmarkierung durch Phalloi-
din-Texas Red zu erkennen sind (Abb. 4e). Hier handelt es sich vermutlich um
Anteile des primaren Mesoderms, also um Strukturen, die sich von der Mikro-
mere 4d ableiten, die ja integraler Bestandteil des Markierungsmusters von 1D
sein mussen. Dieser Befund aus einem viertagigen Wurm erganzt die Informatio-
nen zur 4d-Markierung eines dreitdgigen Tieres (Abb. 16d), da sich entspre-

chende Markierungen dort noch kaum abzeichnen.
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1d-Mikromere

Die klonale Nachkommenschaft der Blastomere D spaltet sich
(‘ im dritten Teilungszyklus in diejenigen Bereiche auf, die von der
‘.' Makromere 1D bzw. der Mikromere 1d beigesteuert werden.

@&a} Injektionen in 1d gelangen bei drei Keimen, die zu sehr gut ent-
wickelten Jungwurmern heranreiften.

Wie auch bei den anderen Mikromeren des ersten Quartetts, treten nach der
Markierung von 1d Bereiche im Jungwurm hervor, die ausschliel3lich im Kopf
lokalisiert sind und zwar links-dorsal. Der Rumpf bleibt mit Ausnahme neuronaler
Strukturen von einer Tracermarkierung ausgespart. Der gefarbte Bereich im Kopf
ist recht ausgedehnt, was dem Volumen der Mikromere 1d von 4,8 % am
Gesamtvolumen des Keimes entspricht — sie ist die zweitgrélite Mikromere des
ersten Quartetts.

Eine detaillierte Betrachtung ergibt, dal} in der linken Kopfhalfte Epidermis und
Gehirn markiert sind (Abb. 15a bis c). Das exakte Muster variiert in den
verschiedenen Exemplaren etwas, ist im Prinzip aber stets gleich: betroffen ist
ein Bereich, der lateral weit nach ventral hinabreicht. Am anterioren Ende des
Kopfes reicht die Markierung nicht bis an die Medianebene heran; die entste-
hende Markierungslicke bis zur Medianebene weitet sich von dorsal nach ventral
etwas aus und korrespondiert spiegelbildlich zu einer Lucke in der Markierungs-
domane der Blastomere 1c (Abb. 12a). Nach posterior riickt der gefarbte Bereich
der Medianebene naher, bis er sie etwa am breitesten Punkt des Kopfes erreicht.
Posterior-dorsal wird der Kopf von drei grol3volumigen Zellen abgeschlossen. In
diesem Bereich finden sich groRvolumige, cilientragende Zellen des Prototrochs
(Abb. 15a bis ¢). Insgesamt erstrecken sich die dorsalen Partien weiter nach
posterior als die ventralen.

Das beide Kopfhalften Uberspannende Neuropilem ist in seinem dorsalen
Abschnitt linkerseits bis etwa zur Medianebene des Tieres gefarbt. Weiter ventral
verlaufen aber einzelne Fasern Uber die Mittellinie nach rechts hinaus. Genauso
wie Fasern die der linken Seite entspringen, treten sie nach beiderseitigem
Umlaufen des Stomodaeums ins Bauchmark Uber, wo zwei dicke Blundel Ner-
venstrange beiderseits der Medianebene erkennbar sind (Abb. 15d). Dies ist
jedoch nur nach starker Kontrastanhebung und bei solchen Exemplaren der Fall,

die auf dem Objekttrager mit der Ventralseite nach oben orientiert waren. Die
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gleichen Exemplare zeigen links lateral eine weitere Projektionen, bei der es sich
vermutlich um periphere Nerven handelt, die vom Schlundkonnektiv aus bis weit
nach posterior ziehen (Abb. 15e). Auf der rechten Korperseite war keine
vergleichbare Markierung zu finden, auch nicht nach Markierung der
1c-Mikromere, die vermutlich das rechte Gegenstlick beisteuert, das man erwar-
ten darf.

Im Rumpf treten, mit Ausnahme der eben geschilderten neuronalen Struktu-
ren, keine eindeutig auf Tracerfluoreszenz zurickfihrbaren Strukturen in

Erscheinung.

Eine Trochophora, bei der die Mikromere 1d markiert worden war, zeigt eine
interessante Struktur, die ihrem Erscheinungsbild nach sehr an die ,Kopfniere®
erinnert, die WILSON (1892) bei der Entwicklung von N. succinea beschrieb
(Abb. 17d). Diese Trochophora wurde wahrend ihrer Untersuchung zerquetscht,

so dal die genaue Lage dieser Struktur nicht ermittelt werden konnte.

2d-Mikromere

Nach dem vierten Teilungszyklus schnurt der Keim von Platy-
nereis aus der Makromere 1D die Mikromere 2d ab, die aufgrund

ihres Anteils von etwa 15 % am Gesamtvolumen des Embryos

eine der groRten Einzelzellen im Verlaufe der Entwicklung Uber-
haupt darstellt und fast ausschlieBlich aus klarem Cytoplasma besteht.
Markierungen von 2d gestalteten sich aulierst schwierig, da diese Zelle sehr
empfindlich auf Injektionen reagiert. Meistens lysierte diese Zelle dabei vollstan-
dig, wenn nicht, so doch immerhin teilweise. Dadurch war die Anzahl von Keimen
die sich Uberhaupt weiterentwickelten sehr gering und alle diese Tiere zeigten
deutliche Fehlentwicklungen. Das noch am besten entwickelte Exemplar, eine
Trochophora, belegt aber trotz der Stérungen, dal® aus 2d die ektodermale Hiille
der Hyposphare entsteht, mit einer einschichtigen Epidermis und Verdickungen
beiderseits der Medianlinie, aus denen die Borstensacke sowie das Bauchmark
hervorgehen (Abb. 17). Lediglich dort, wo das Stomodaeum an die Oberflache

tritt, ist die Markierung unterbrochen.
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Zu einem etwas spateren Entwicklungszeitpunkt gelang es, die Blastomere
2d'"2 zu injizieren. Daraus erwuchs eine recht gut entwickelte Trochophora, bei
der die Hyposphare weitere Markierungslicken aufweist und zwar beiderseits
des Stomodaeums (d. h. die Markierungsliicke der Hyposphare dort, wo das
Stomodaeum an die Oberflache tritt, ist gegentiber den Verhaltnissen nach Injek-
tion in 2d erweitert) sowie median-dorsal. Die Abwesenheit einer Markierung im
Bereich des Stomodaeums ist verstandlich, da dieses anderen Ursprungs ist; die
weiteren Markierungslicken konnten jedoch Areale darstellen, die von den Bla-
stomeren 2d?, 2d'? und 2d""" stammen, die zum Zeitpunkt der Injektion bereits

abgespalteten waren (siehe Diskussion, Seite 103).

4d-Mikromere

"‘\
‘ N\

groRvolumige Mikromere 4d (3,2 % des Gesamtvolumens). Nach einer Tracerin-

Nach Vollendung des 16-Zellstadiums werden die Teilungszy-
klen von Platynereis deutlich asynchron. Zu einer Zeit, zu der
andere Blastomeren noch einen Zyklus zurtckliegen, teilt sich

die Makromere 3D in die Makromere 4D und die relativ

jektion in diesen Abkémmling der D-Zellinie kann folglich eine weitere Einschran-
kung im Markierungsbereich erwartet werden. Ein in 4d injizierter Keim entwik-
kelte sich zu einem dreisegmentigen Wurm; finf Versuchskeime dieser Art wur-
den ausnahmsweise im Stadium der Trochophora fixiert.

Bereits im Stadium der 24 Stunden alten Trochophora bildet das Mesoderm
eine klar abgegrenzte Struktur. Sie besteht aus zwei Asten, die vom posterioren
Pol aus in entgegengesetzter Richtung nach anterior, hin zum Prototroch verlau-
fen, auf dessen Hohe sie abschlielRen (Abb. 16e und f).

Im dreitagigen Wurm umfal®t der markierte Bereich Strukturen des Rumpfes,
welche die Epidermis unterlagern. Posterior endet die Markierung an der Grenze
zum Pygidium, anterior umfal3t sie ringférmig noch das — selbst nicht hervortre-
tende — Stomodaeum (Abb. 16a bis d). Die Borstensacke der drei Parapodien-
paare sind bar jeglicher Markierung (Abb. 16¢ und d). Nach innen hin schlief3t die
Markierung an der Grenze zur Dotter- und Lipidmasse ab, das Entoderm ist also
ausgespart. Dieses Markierungsmuster ist deckungsgleich mit der Rumpfmusku-
latur des dreisegmentigen Wurms, wie sie nach Anfarbung des F-Actins mit

Phalloidin-Texas Red zu erkennen ist (Abb. 18e). Im vier Tage alten Tier durften
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dazu noch Strukturen kommen, die bis in den dorsalen Bereich des Kopfes hin-
einreichen und die ebenfalls mit der Lage von Muskeln harmonieren. Dieser
Befund ist allerdings nicht direkt aus einer 4d-Markierung abgeleitet, sondern
ergibt sich aus der Untersuchung eines Tieres, dessen Makromere 1D injiziert
worden war und in dem entsprechende Muster nach Kontrastverstarkung sichtbar
wurden (vergl. Abb. 14, Einschaltbild mit Abb. 4e oben, Actinsystem im Kopf des
viertagigen Tieres). Nicht nur die positive Actinanfarbung sondern auch die Lage
im Inneren des Kopfes spricht fir den mesodermalen Charakter dieses Teilbe-
reichs der 1D-Markierung und damit flir eine Abstammung von 4d. Bereits der
drei Tage alte 4d-markierte Wurm zeigt sehr schwache, sagittal verlaufende

lineare Markierungsmuster im anterioren Teil des Kopfes (Abb. 16d).

Sehr Interessant ist eine kleinrdumige, intensive Markierung die median poste-
rior dem Darm an der Grenze zum Enddarm ventral aufliegt, der ebenfalls inten-
siver als die umgebenden Gewebe gefarbt ist (Abb. 16c und d). Auch eine
Trochophora zeigt posterior-ventral einen kleinen Zellklumpen, der besonders
intensiv gefarbt ist (Abb. 16f).

Die Mikromere 4d teilt sich nachfolgend bilateralsymmetrisch in die Blastome-
ren 4d' und 4d°. In die Zelle 4d' gelangen zwei erfolgreiche Injektionen in Keime,
die zu Trochophorae heranwuchsen sowie eine weitere in einen Embryo, der zum
dreisegmentigen Wurm reifte. Im Ergebnis zeigt sich, dal auf der Entwicklungs-
stufe der Trochophora jeweils nur ein Mesodermband markiert ist und im drei-

segmentigen Wurm nur eine Halfte der Rumpfmuskulatur (ohne Abbildungen).
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Abb. 1a bis d: Vitellinhllle eines Keimes im Vierzellstadium. Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahmen. Alle Abbildungen mit gleichem Mafstab.

L1 — L4: Die vier Schichten, aus denen die Vitellinhllle nach KLUGE et al. (1995) aufge-
baut ist.

Abb. 1a: Nativzustand mit den Schichten L1 - L4, wie von KLUGE et al. beschrieben.

Abb. 1b: Nach 5 mindtiger Inkubation in Trypsin (4 mg/ml, siehe Text) bei Raumtempe-
ratur. Die innerste Schicht L4 erscheint nun strukturlos und von mittlerer Elektronen-
dichte.

Abb. 1c: Nach 5 minatiger Inkubation in DTT (1 mg/ml, siehe Text) bei Raumtemperatur.
Wie auf Abb. 1b fir die Behandlung mit Trypsin gezeigt, verandert auch Dithiothreitol
lediglich die innerste Schicht L4 — sie erscheint grof3tenteils unstrukturiert. Lediglich eine
an L3 angrenzende Verdichtung scheint erhalten.

Abb. 1d: Nach 6 minutiger Inkubation in einem Gemisch aus DTT (1 mg/ml, siehe Text)
und Trypsin (4 mg/ml, siehe Text), beide frisch gelést in Ca-Mg-freiem Seewasser +
TRIS pH 8,0).

L1 ist in kleine Bruchstiicke zerfallen, L3 tritt dagegen noch durchgehend in Erscheinung.
Von L2 findet sich keine Spur, sie ist aber auch im Nativzustand nur als elektronenlichte
Spalte zwischen L1 und L3 zu erkennen. L4 schliellich erscheint fast vollkommen
amorph, andeutungsweise erkennt man noch kleine Fibrillen.
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Abb. 2 a bis ¢c: Markierungsmuster nach Injektion in Blastomere AB. Dreidimensionale
Oberflachenansichten der markierten Bereiche eines vier Tage alten Wurms, Uberlagert
mit den ungefahren Umrissen des Gesamttieres.

Die Verhaltnisse im Rumpf sind am besten auf den Abb. 2a und b zu erkennen. Neben
der linken Halfte des Stomodaeums (St) lalt sich nur noch die Masse der terminalen
Makromeren der A- und B-Zellinie (M) eindeutig der Farbstofffluoreszenz zuschreiben.
Die parapodialen Drusen (D) treten nur aufgrund ihrer Autofluoreszenz in Erscheinung
(vergleiche Abbildungen drei Tage alter Tiere mit denen vier Tage alter Exemplare — erst
letztere zeigen deutliche Autofluoreszenz).

Alle Abbildungen veranschaulichen aus verschiedenen Ansichten die markierten Kopf-
strukturen. Man erkennt, da® der Markierungsbereich im Kopf in der Hauptsache aus
einem von ventral nach dorsal reichenden Zentralbereich (Z) um die Medianebene
besteht, von dessen ventraler Basis aus nach beiden Seiten ein stark markiertes Band
(entlang der blauen, transparenten Linien auf Abb. 2a) nach dorsal und anterior ent-
springt. Ein farbstofftragender Zellklumpen trat wahrend der Verarbeitung des Exemplars
aus und lagerte sich an der AuRenflache des Kopfes an (X).

Abb. 2d: Markierungsmuster nach Injektion in die Blastomere AB. Projektive Uberlage-
rung von 45 optischen Einzelschnittbildern (konfokales Rasterlichtmikroskop; Ausdeh-
nung in der z-Achse 25 pym) desselben Markierungsversuchs wie auf Abb. 2a bis c. Zur
Verdeutlichung des Wurmkérpers wurden schwach fluoreszierende Bereiche verstarkt
wiedergegeben. Auch nicht markierte Strukturen zeigen namlich meistens eine zumin-
dest schwache Eigenfluoreszenz. Z = Zentralstruktur, (rote gestrichelte Linie) = transver-
sal verlaufende Struktur mit lateralen Fortsatzen nach anterior, M = Bereich der termi-
nalen A- und B-Makromere, St = linker Teil des Stomodaeums, D = parapodiale Drisen,
B = Borsten der Parapodien, Py = Pygidium, X = ausgetretene Zellmasse.
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Abb. 3a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Blastomere CD des
Zweizellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in
einem vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Beide Abbildungen zeigen die nahezu geschlossene Markierung der Oberflache nach
Injektion in die groRe CD-Blastomere. Das betrifft den gesamten Rumpf sowie fast den
gesamten Kopf des dreisegmentigen Jungwurmes. Lediglich median, am anterioren
Kopfende, befindet sich ein nicht markierter Spalt (*), ein Bereich, der nach Tracerinjek-
tion in AB gefarbt ist.

Abb. 3c und d: Optische Einzelschnittbilder (konfokales Rasterlichtmikroskop) des
schon auf Abb. 3a und b wiedergegebenen, vier Tage alten Wurmes, nach Farbstoff-
injektion in die Blastomere CD. Der Schnitt auf Abb. 3c stammt aus einem eher ventral
gelegenen Bereich des Tieres, der auf Abb. 3d aus dem dorsalen Bereich.

Im Rumpf zeichnen sich die Konturen des Tieres genau ab, was zeigt, dal’ die Epidermis
markiert ist. Auch das Bauchmark (violette Linie, Abb. 3c) hebt sich als Doppelstrang ab.
Je nach Schnitt treten die parapodialen Drisen (D) unterschiedlich hervor, sie autofluo-
reszieren allerdings stark und lassen sich deswegen nicht eindeutig einer Zellinie
zuschreiben. Von den Parapodien aus ragen die autofluoreszierenden Borsten (B) nach
aullen. Das Entoderm ist durch den markierten Dotterbereich der terminalen C- und
D-Makromere (M, Abb. 3d) sowie deren groRRe Lipidtropfen (L, Abb. 3d) gekennzeichnet.
Der Bereich der terminalen A- und B-Makromeren ist hingegen nicht markiert, was
wegen deren geringerem Volumen weniger deutlich zu erkennen ist (%, Abb. 3d). Vom
Stomodaeum ist nur die rechte Halfte markiert (St, Abb. 3c), gemeinsam mit der punkt-
formigen Autofluoreszenz der Kieferanlage (Ki, Abb. 3c), die auch im unmarkierten linken
Teil zu sehen ist. Das gesamte Stomodaeum wird von einer Hullschicht von Zellen
umfaldt (grine Linie, Abb. 3c). Ganz posterior ist das Pygidium (Py, Abb. 3d) mit seinen
beiden Uritenanlagen (U, Abb. 3d) auszumachen, im Ubergang zum Kopf zeichnen sich
auch schwach die beiden Peristomialzirren ab (P, Abb. 3c). Zwischen auflterem Ekto-
derm und innerem Entoderm ist die Markierung nirgends unterbrochen, so dal} sie auch
das Mesoderm umfassen mul3.

Im Kopf erkennt man das Neuropilem (rote Linie, Abb. 3c). Anterior median ist die Mar-
kierung unterbrochen (%, Abb. 3c), der Rest des Kopfes tritt dagegen deutlich bis zur
Epidermis hervor. Die blaue Linie auf Abb. 3d zeigt den vermutlichen Bereich der Cilien-
zellen des Kopfes.
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Abb. 4a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Blastomere A des Vier-
zellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in einem
vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Im Rumpf ist lediglich die terminale Makromere der A-Zellinie (M) sowie der linke Teil
des Stomodaeums markiert (St). Die parapodialen Drisen (D; nur drei ausgebildet) zei-
gen lediglich Autofluoreszenz.

Im Kopf besteht das Muster aus einem median anterior gelegenen zentralen Bereich, der
besser auf Abb. 4c zu erkennen ist (Z); er erstreckt sich nur bis zur Frontalebene. Von
seiner ventralen Basis aus verlauft nach links dorsal und posterior ein Band von Markie-
rungen. Dabei durfte es sich zum einen um cilienbesetzte Zellen des Prototrochs (durch-
gezogene blaue Linie) handeln und zum anderen um einen weiteren ektodermalen Teil
(gestrichelte blaue Linie) der eventuell ebenfalls bewimperte Zellen tragt, die dann aber
nicht dem urspringlichen Prototroch angehéren wirden, wie der - allerdings nicht voll-
kommen klare - Vergleich mit entsprechenden DIK-Aufnahmen nahelegt.

Abb. 4c und d: Optische Einzelschnittbilder (konfokales Rasterlichtmikroskop) des
schon auf Abb. 4a und b wiedergegebenen, vier Tage alten Wurmes, nach Farbstoffin-
jektion in die Blastomere A. Zur besseren Orientierung wurde die Hintergrundfluoreszenz
verstarkt, so dal} sich die Konturen des Tieres besser abzeichnen. Abb. 4c gibt ungefahr
die Frontalebene wieder, Abb. 4d entstammt einem weit dorsal gelegenen Bereich.

Auf beiden Bildern erkennt man im Bereich des Rumpfes hauptsachlich die Farbstofffluo-
reszenz des Cytoplasmas und in geringerem Male des Dotters der terminalen
A-Makromere (M). Auf Abb. 4c sind zusatzlich autofluoreszierende parapodialen Drusen
(D) zu erkennen.

Im Kopf zeigt Abb. 4c neben der median gelegenen Zentralmarkierung (Z) eine transver-
sal verlaufende Struktur mit Verzweigungen nach anterior und posterior an beiden Enden
(1). Im gleichen Bereich, nur weiter dorsal gelegen, zeigt Abb. 4d eine fast identisch ori-
entierte Struktur, die aber nicht durchgangig verlauft, sondern aus Einzelmarkierungen
besteht (2).

Abb. 4e: Projektion aller optischen Einzelschnittbilder (konfokales Rasterlichtmikroskop)
von Aufnahmen der Kdpfe zweier nicht injizierter Platynereis, einem vier (oben) und drei
(unten) Tage alten Stadium nach Phalloidin-Texas Red-Farbung zur F-Actinmarkierung.
Man erkennt sowohl im Rumpf, als auch im Kopf viele markierte Strukturen, bei denen es
sich mit Ausnahme des Neuropilems (Np) wohl ausschlieRlich um Muskelziige handeln
durfte.
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Abb. 5a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Makromere 1A des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in
einem vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Die irregulare Form des Tieres lalt auf eine nicht ganz ordnungsgemafRe Entwicklung
schlieen. Im Rumpf ist die Masse der terminalen A-Makromere (M) markiert, die para-
podialen Drisenzellen (D) treten durch Autofluoreszenz hervor. Der linke Teil des Sto-
modaeums (St) ist sehr weit in die Lange gestreckt und scheint die dorsale Oberflache
zu durchbrechen (%). Direkt im anterioren Anschlul3 an das Stomodaeum verlauft eine
transversal ausgerichtete Struktur, die lateral unter Verzweigung in jeweils zwei Aste
nach anterior umlenkt (1, besser zu erkennen auf Abb. 5¢). Von der Mitte des dorsalen
Abschnitts der transversalen Struktur aus zieht ein Auslaufer etwa median nach anterior,
erreicht aber nicht die Oberflache (Z, besser zu erkennen auf Abb. 5¢).

In der auBersten linken Kopfflanke ragt eine Markierung von ventral aus senkrecht nach
oben, um auf der Dorsalseite transversal nach innen umzubiegen (gestrichelte blaue
Linie auf Abb. 5b).

Abb. 5¢c: Markierungsmuster aus dem ventralen Bereich nach Injektion in die Blasto-
mere 1A. Projektive Uberlagerung von 55 optischen Einzelschnittbildern (konfokales
Rasterlichtmikroskop; Ausdehnung in der z-Achse 30 um) des Markierungsversuchs von
Abb. 5a und b. Zur Verdeutlichung des Wurmkdrpers wurde schwache Fluoreszenz digi-
tal verstarkt wiedergegeben.

In diesem Bild sind vor allem die transversale Struktur mit ihren terminalen Verzweigun-
gen (1) sowie die Zentralstruktur (Z) deutlicher zu erkennen. St = Stomodaeum, M = ter-
minale A-Makromere, D = parapodialen Drisen (autofluoreszierend), B = Borsten (auto-
fluoreszierend).
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Abb. 6a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 1a des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in
einem drei Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungefdhren Kérperumrissen.

Im Rumpf sind lediglich Strukturen zu erkennen, die Autofluoreszenz zeigen, namlich die
parapodialen Drisen (D) und die nach au3en weisenden Borsten, die hier nur in Ansat-
zen sichtbar sind.

Von einem anterior von ventral nach dorsal verlaufenden zentral gelegenen Markie-
rungsbereich (Z) im Kopf verlauft ein Band von Zellen an der Oberflache nach dorsal
posterior (blaue Linie). Zwischen diesem Band und der Zentralstruktur befinden sich
weitere Markierungen, die zumindest teilweise von zwei der finf larvalen Driisenzellen
herrihren durften, die hier aber vermutlich gequollen sind und daher nicht diskret in
Erscheinung treten.

Abb. 6¢: Projektion von 44 optischen Einzelschnittbildern (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 21 ym) aus der ventralen Region eines drei Tage
alten Wurms, bei dem die Nachkommenschaft der Mikromere 1a fluoreszenzmarkiert
wurde. Es handelt sich dabei um ein anderes Exemplar als das der vorhergehenden bei-
den Abbildungen.

Links der Medianebene erkennt man zwei blasenférmige dichte Markierungen (%), bei
denen es sich vermutlich um zwei der insgesamt funf larvalen Drisenzellen handelt.

D = autofluoreszierende parapodiale Drisen, B = autofluoreszierende Borsten.

Abb. 6d: Projektion von 75 kontrastverstarkten optischen Einzelschnitten (konfokales
Rasterlichtmikroskop; Ausdehnung in der z-Achse 32 um) eines dritten, ebenfalls
drei Tage alten Tieres. Durch die Bearbeitung erscheinen die markierten kompakten
Kopfstrukturen Uberstrahlt. Es ist aber leicht zu erkennen, dal farbstofftragende Fasern
(Pfeile) aus dem Neuropilem (Np) beiderseits um das (nicht sichtbare) Stomodaeum
herum ins Bauchmark Ubertreten. Im Bereich der autofluoreszierenden terminalen
Makromeren (M) 148t sich der Verlauf wegen der optischen Uberlagerung nicht mehr klar
verfolgen. Die Umrisse des Tieres sind durch die Bildbearbeitung ebenfalls hervorgeho-
ben, insbesondere erkennt man die autofluoreszierenden Borsten der Parapodien (B)
sowie autofluoreszierendes Pigment im Pygidium (Py).
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Abb. 7a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Blastomere B des Vier-
zellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in einem
vier Tage alten Wurm, uberlagert mit den ungeféahren Kérperumrissen. Die Menge inji-
zierten Fluoreszenzfarbstoffs in diesem Exemplar war sehr gering, weswegen autofluo-
reszierende Strukturen (D, parapodiale Drisen im Rumpf, A, Augen) Ubermalig stark
hervortreten.

Im Rumpf erkennt man die terminale B-Makromere (M). Wegen der geringen Farbstoff-
menge muldte das Signal hoch verstarkt werden, daher tritt wahrscheinlich auch noch die
Autofluoreszenz des Dotters anderer Makromeren in Erscheinung.

Im Kopf ist ein anterior gelegener zentraler Bereich um die Medianebene (Z) gefarbt, von
dessen ventraler Basis aus ein Band von cilientragenden Zellen des Prototrochs an der
Oberflache entlang nach rechts und dorsal (blaue Linie) verlauft.

Abb. 7c: Projektion von 44 optischen Einzelschnittbildern (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 24 ym) des auch auf Abb. 7a und b gezeigten Exem-
plars. Im Rumpf kann man den markierten Dotter der terminalen B-Makromere (M)
erkennen, an den weitere, vermutlich autofluoreszierende Dotterbereiche anschliel3en.
Ebenfalls durch Autofluoreszenz sind die parapodialen Drisen (D) und Borsten (B)
sichtbar. Im Kopf erkennt man gut die zentral gelegene Markierung (Z) und teilweise die
rechts daran anschlieBenden Muster der Cilienzellen (Ci). Im posterioren Anschluf3 an
den Dotter hebt sich eine kreuzférmige Struktur ab, die (senkrecht im Bild) die Lage des
Spaltes zwischen den beiden Halften des Stomodaeums anzeigt, eingerahmt von den
punktférmigen, autofluoreszierenden Anlagen der beiden Kiefer (Ki). (%) bezeichnen
eine epidermale Struktur, auf die bei Besprechung der Markierungen von 1B in Text ein-
gegangen wird.
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Abb. 8a bis c: Unterschiedliche dreidimensionale Oberflachenansichten eines drei Tage
alten Wurmes nach Farbstoffinjektion in die 1B-Makromere des Achtzellstadiums, Uber-
lagert mit den ungefédhren Kérperumrissen.

Im Rumpf erkennt man lediglich die Fluoreszenz der markierten terminalen B-Makromere
(M). Die parapodialen Drisen die auf anderen Aufnahmen aufgrund ihrer Autofluores-
zenz zu erkennen sind, heben sich beim hier gewahlten Schwellenwert fur die Darstel-
lung nicht ab, zumal die Autofluoreszenz bei dreitdgigen Tieren noch recht gering ist.

Im Kopf sieht man dorsal eine transversal verlaufende Struktur, die lateral auf beiden
Seiten nach anterior umbiegt (durchgezogene griine Linie, Abb. 8a). Der transversal ver-
laufende Teil setzt sich steil nach ventral ziehend anterior fort (breiter blauer Pfeil,
Abb. 8a und b). Beiderseits der Basis der transversalen Struktur zieh je ein markierter
Bereich steil nach dorsal posterior hoch (%).

Abb. 8d: Projektion von 70 kontrastverstarkten optischen Einzelschnitten (konfokales
Rasterlichtmikroskop; Ausdehnung in der z-Achse 37,5 uym) des auf den Abb. 8a bis ¢
gezeigten drei Tage alten Tieres. Im Rumpf sind schwach die autofluoreszierenden
parapodialen Drisen (D) und Borsten (B) zu erkennen. Besonders stark hebt sich die
farbstofftragende Masse der terminalen B-Makromere ab (M). Im Kopf erkennt man eine
transversal verlaufende Struktur die lateral nach anterior umlenkt (groRe Pfeile) und, auf
den dreidimensionalen Oberflachenansichten nicht darstellbar, einen schmalen, nach
anterior ragender Fortsatz, der der Mitte des transversalen Abschnitts entspringt (kleiner
Pfeil). An der linken und rechten Flanke des Kopfes sind Teile der Markierungen zu
erkennen, die von der ventralen Basis der transversalen Struktur aus nach posterior dor-
sal verlaufen (%).

Abb. 8e: Projektion von 55 kontrastverstarkten optischen Einzelschnitten (konfokales
Rasterlichtmikroskop; Ausdehnung in der z-Achse 26 uym) eines zweiten, vier Tage alten
Tieres, bei dem die Makromere 1B markiert worden war. Alle strukturellen Bezeichnun-
gen analog zu Abb. 8d. Mit Ausnahme der fehlenden epidermalen lateralen Markierun-
gen (* auf Abb. 8d) gleichen sich die Muster der beiden Exemplare sehr.
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Abb. 9a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 1b des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansichten der markierten Bereiche in
einem drei Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungefdhren Kérperumrissen.

Im Rumpf ist in dieser Darstellungsweise lediglich der autofluoreszierende Farbpigment-
ring am Pygidium (Py) zu sehen. Die Autofluoreszenz der parapodialen Drisen dreitagi-
ger Tiere ist erst sehr schwach ausgepragt.

Im Kopf erkennt man einen zentralen Markierungsbereich um die Medianebene (Z). Von
der ventralen Basis dieser Zentralstruktur aus verlauft ein Band grof3volumiger Zellen
nach rechts bis etwa zur mittleren Frontalebene (blaue Linie). Dabei handelt es sich um
cilientragende Zellen des Prototrochs.

Abb. 9c: Projektion von 45 optischen Einzelschnittbildern (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 25 um) eines anderen als auf Abb. 9a und b gezeig-
ten, drei Tage alten Exemplars. Durch starke Anhebung des Kontrastes lassen sich hier
andeutungsweise Fasern erkennen, die zwischen dem Neuropilem und dem Bauchmark
verlaufen (Pfeile).

Der markierte Kopfbereich ist durch die digitale Nachbehandlung Uberstrahlt. Im Rumpf
erkennt man autofluoreszierende Strukturen, namlich Dotter in den terminalen Makrome-
ren (M), eine parapodiale Drise (D) sowie das Pygidium mit seinem Pigmentring (Py).

Abb. 9d: Additive Uberlagerung von 47 optischen Einzelschnittbildern (konfokales
Rasterlichtmikroskop; Ausdehnung in der z-Achse 31 ym) aus der ventralen Region des
auf Abb. 9aund b gezeigten, drei Tage alten Wurms, nach Markierung der Mikro-
mere 1b. Zur besseren Veranschaulichung der Kérperform wurde die Hintergrundfluo-
reszenz stark angehoben.

Im posterioren Kopfabschnitt erkennt man in dieser Projektion ebenfalls die groRvolumi-
gen Zellen, die zum Cilienkranz des ehemaligen Prototrochs gehdren (blaue Linie). Bei
drei weiteren groRvolumigen Zellen (gelb umrandet; 1 — 3) handelt es sich um larvale
Drisenzellen des Kopfes. Beachte, dalk von diesen Zellen nur ein Randsaum markiert ist
(am besten zu erkennen in 1), der zudem nicht durchgangig ist, sondern aus getrennten
Schollen zu bestehen scheint. Neben diesen drei fluoreszenzmarkierten Drisenzellen
kann man als Aussparung der Hintergrundfluoreszenz noch zwei Hohlrdume erkennen
(gelb umrandet; 4 — 5), bei denen es sich um die indirekte Abbildung der restlichen bei-
den larvalen Drisenzellen handeln durfte.
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Abb. 10a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Blastomere C des
Vierzellstadiums. Dreidimensionale Oberflichenansichten der markierten Bereiche in
einem vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Die injizierte Farbmenge in dieses Exemplar war sehr gering, weswegen der Bildkontrast
stark angehoben werden muf3te um Strukturen deutlich sichtbar zu machen. Aus diesem
Grund treten autofluoreszierende Bereiche besonders stark hervor: die parapodialen
Drisen (D), die Borsten (B), die Kieferanlage im linken Teil des Stomodaeums (Ki) sowie
ein Auge (A), aber auch der Dotter aller nichtmarkierten terminalen Makromeren (M; die
markierte terminale C-Makromere tritt aber starker hervor, siehe Abb. 10c).

Auf Farbstofffluoreszenz rickfiihrbar sind nur wenige Partien. Im Rumpf ist das der Dot-
ter der terminalen C-Makromere (besser zu erkennen auf Abb. 10c, s. u.) und der rechte
Teil des Stomodaeums (St). Im Kopf beschrankt sich die Markierung auf die dorsale
rechte Seite, wobei ein schmaler, ganz anterior gelegener Sektor rechts der
Medianebene ausgespart bleibt (%). Insgesamt reicht die Kopfmarkierung weit nach
ventral. Bei einigen markierten Bereichen anterior des Kopfes handelt es sich um
ausgetretenes Zellmaterial (X).

Abb. 10c: Projektion aller 118 optischen Einzelschnittbilder (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 60 um) des auf Abb. 10a und b gezeigten Exemplars.
In dieser Darstellung lassen sich einzelne Strukturen teilweise besser erkennen. So sieht
man, dal} der rechte Bereich der Dottermasse etwas starker in Erscheinung tritt (M), hier
hebt sich der Anteil der terminalen C-Makromere von der Autofluoreszenz des Ubrigen
Dotters ab (auf Abb. 11 laRt sich die Ausdehnung des Dotters der terminalen
C-Makromere besser erkennen, da er sich dort vollstdndig von dem der anderen Makro-
meren abhebt). Im Gegensatz zu Abb. 10a und b erkennt man in dieser Darstellung nicht
nur die Autofluoreszenz der linken, sondern auch der rechten Kieferanlage (Ki) sowie
des rechten Augenpaares (A). Weitere gekennzeichnete Strukturen siehe Abb. 10a
und b.
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Abb. 11a: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Makromere 1C des Achtzell-
stadiums. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in einem
drei Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungefahren Kérperumrissen.

Die Autofluoreszenz parapodialer Driisenzellen dreitagiger Tiere ist noch sehr schwach,
weswegen sie in dieser Schwellenwertdarstellungsart, anders als auf Abb. 10a und b
(C-Markierung), nicht zu sehen sind. An markierten Strukturen im Rumpf erkennt man
zum einen die zerkliftet wirkende terminale Makromere der C-Zellinie (M) - sie ist in die-
ser Darstellung scheinbar zweigeteilt, beide Partien sind aber Gber eine schwach fluo-
reszierende Brucke miteinander verbunden. Zum anderen zeigt sich die rechte Halfte
des Stomodaeums (St). Rechts-lateral im Kopf bezeichnet (%) eine oberflachlich gele-
gene, markierte Struktur.

Abb. 11b: Optisches Einzelschnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop) aus der Frontal-
ebene desselben Tieres. Deutlich erkennt man die rechte Halfte des Stomodaeums (St),
das von einer einlagigen Zellhille umgeben ist, deren rechte Halfte markiert ist (Pfeile).
Bezeichnung weiterer Strukturen siehe Abb. 11a.



Ergebnisse 78

Abb. 11a Dorsalansicht Abb. 11b Dorsalansicht

.
kel
=
2L
c
©
~
¥
N
kel
=
2

posterior <> anterior

links €-> rechts

P

links €-> rechts



Ergebnisse 79

Abb. 12a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 1c des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in
einem drei Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungefdhren Kérperumrissen.

Der Rumpf erweist sich unauffallig, lediglich die parapodialen Drisen (D) sind durch ihre
Autofluoreszenz zu erkennen.

Anders die Verhaltnisse im Kopf, dessen rechte dorsale Halfte markiert ist. Die
markierten Bereiche greifen aber auch auf die Ventralseite GUber und zwar anterior-lateral
weiter als posterior-lateral. Anterior-median ist ein schmaler Bereich nicht markiert (%).

Abb. 12c: Projektion von 86 optischen Einzelschnittbildern (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 42 um) des auf Abb. 12a und b gezeigten Exemplars.
Durch starke Kontrastanhebung werden Fasern sichtbar (Pfeile), die aus dem Neuropi-
lem (etwa entlang der roten Linie) austreten und beiderseits des Stomodaeums ins
Bauchmark Ubergehen.

Alle weiteren erkennbaren Strukturen des Rumpfes kommen durch Autofluoreszenz
zustande (parapodiale Drisen (D) und die Borsten (B)).
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Abb. 13a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Blastomere D des
Vierzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in
einem vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Fast der gesamte Wurmkdrper erscheint in der Fluoreszenzansicht, einzig der rechte Teil
des Kopfes fehlt. In der Dorsalansicht erkennt man rechts eines der beiden Augenpaare
(A), was sich aber auch durch Autofluoreszenz erklaren 1a3t. Posterior ist das Pygidium
markiert (Py), anterior endet die Markierung rechtsseitig dorsal an der anterioren Basis
des ersten Parapodienpaares, nach ventral hin verschiebt sich diese Grenze weiter nach
anterior und liegt etwa auf Héhe vom anterioren Ende des Stomodaeums bzw. der Peri-
stomialzirren (letztere zu erkennen auf Abb. 13c).

Abb. 13c: Optisches Einzelschnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop) etwa aus der
Frontalebene des vier Tage alten Wurmes der Abb. 13a und b. Schwach fluoreszierende
Strukturen wurden zur besseren Erkennbarkeit digital verstarkt.

Dem umfassenden Markierungsmuster der Oberflachenansicht entsprechend, sind auch
im Inneren die meisten Strukturen angefarbt. An ektodermalen Bestandteilen erkennt
man neben der umgebenden Epidermis auch die Borstensacke (Bs) und anterior rechts
schwach einen der beiden Peristomialzirren (Pz). Im Entoderm ist die grol’e Masse der
terminalen D-Makromere (M) zu sehen. Der nicht markierte Bereich der terminalen
Makromeren der A-, B- und C-Zellinie ist in dieser Darstellung nicht gut auszumachen,
da durch die Kontrastverstarkung die Autofluoreszenz ihrer Dotteranteile sichtbar ist. Das
Stomodaeum (St), innerhalb dessen die Anlagen der Kiefer (Ki) durch Autofluoreszenz
sichtbar sind, zeichnet sich indirekt als nichtmarkierter Bereicht ab. Auch die parapodia-
len Drisen (D) leuchten, sie zeigen allerdings Autofluoreszenz.

Da sich zwischen entodermalen und ektodermalen Geweben des Rumpfes keine Markie-
rungsliicke auftut, missen dort folglich auch séamtliche mesodermalen Strukturen mar-
kiert sein.

Abb. 13d: Einzelschnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop) aus dem ventralen
Bereich des vier Tage alten Wurmes der vorhergehenden Abbildungen. Teilweise sind
hier auch noch Borstensacke zu sehen (Bs). Posterior der Markierungsliicke des Stomo-
daeums (St) erkennt man entlang der violetten gestrichelten Doppellinie das Bauchmark.
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Abb. 14a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Makromere 1D des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in
einem vier Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungeféahren Kdrperumrissen.

Fast der gesamte Rumpf des Wurmes ist nach Injektion der Makromere 1D angefarbt.
Die Markierung reicht vom posterior gelegenen Pygidium (Py) bis anterior-dorsal an die
anteriore Basis des ersten Parapodienpaares; nach ventral hin verschiebt sich die vor-
dere Grenze noch weiter nach anterior und liegt etwa auf H6he vom anterioren Ende des
Stomodaeums bzw. der Peristomialzirren (Pz). In der Dorsalansicht (Abb. 14a) erkennt
man die beiden Augen (A), deren Erscheinen sich aber auch durch Autofluoreszenz
erklaren 1aRt. Zum Teil treten auch Borsten durch Autofluoreszenz in Erscheinung (B).

Abb. 14c: Optisches Einzelschnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop) aus der Frontal-
ebene des vier Tage alten Wurmes aus den Abb. 14a und b. Schwache Fluoreszenz
wurde zur besseren Erkennbarkeit der Strukturen digital verstarkt.

Im Rumpf sind so gut wie alle Strukturen gefarbt. Lediglich Bereiche im Entoderm (M),
bei denen es sich um die terminalen Makromeren der A-, B- oder C-Zellinie handelt (die
Grenzen sind hier nicht deutlich sichtbar), und der Raum des Stomodaeums (St) sind
davon ausgenommen. Anterior reicht die Markierung bis zu den Peristomialzirren (Pz)
bzw. zum Neuropilem (Np).

Im Einschaltbild erkennt man eine Projektion 13 optischer Schnittbilder (konfokales
Rasterlichtmikroskop z-Ausdehnung 6,5 um) aus dem Bereich dorsal des Neuropilems
desselben Wurms. Uber dem Neuropilem sind muskulére Strukturen zu erkennen, die
nach posterior direkt mit der Rumpfmuskulatur in Verbindung stehen. Die Verbindung
selbst ist hier wegen der starken Kontrastanhebung nicht gut zu erkennen, da sie vom
markierten Rumpfgewebe Uberstrahlt wird.

Abb. 14d: Projektion von 30 optischen Schnittbildern (konfokales Rasterlichtmikroskop;
Ausdehnung in der z-Achse 15 ym) aus der Frontalebene eines anderen als dem in den
obigen Abbildungen gezeigten Wurms. Dieses Exemplar ist nur drei Tage alt, und man
erkennt nahe der Borstensacke (Bs) der beiden hintersten Segmente sehr intensiv fluo-
reszierende parapodiale Driisen (D). Andere Praparate zeigten, dal3 die Autofluoreszenz
dieser Drisen bei dreitagigen Tieren deutlich geringer ist als bei viertagigen. Die auller-
gewohnlich starke Fluoreszenz der Driisen nach Injektion in 1D flhrt zur Annahme, daf}
es sich hier zusatzlich um Tracerfluoreszenz handelt, zumal die injizierte Farbstoffmenge
in diesem Praparat relativ hoch war, die Verstarkung der Signale daher relativ niedrig
gehalten werden konnte und sich die relativ schwache Autofluoreszenz somit wahr-
scheinlich gar nicht abgehoben hatte.

Weiterhin erkennt man, dafd der linke Teil einer Hulle von Zellen, die das Stomodaeum
umgibt, markiert ist (R). Eine analoge Struktur kann man auch auf dem Datensatz des
Tiers von Abb. 13a bis ¢ (D-Blastomere) finden, sie tritt dort aber undeutlich in Erschei-
nung.

Im Dotter des Entoderms ist keine Markierung wahrnehmbar, da der Farbstoff sich bei
der Injektion fast ausschliel3lich im Cytoplasma verteilt hat. Wegen der hohen Farb-
stoffkonzentration im Cytoplasma dieses Wurms tritt die geringe Autofluoreszenz des
Dotters in der Belichtung praktisch nicht hervor.



Ergebnisse 84

Dorsalansicht Abb. 14b Ventralansicht

posterior €-> anterior

links €-> rechts rechts €-> links

Abb. 14c Abb. 14d Dorsalansicht

Dorsalansicht

posterior <-> anterior
posterior €= anterior

links €-> rechts links €-> rechts



Ergebnisse 85

Abb. 15a bis c¢: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 1d des
Achtzellstadiums. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in
einem drei Tage alten Wurm, Uberlagert mit den ungefdhren Kérperumrissen.

Die Nachkommenschaft von 1d tragt zur Bildung von Gehirn und Epidermis der linken
Seite des Kopfes bei. Die Markierung reicht weit nach ventral hinab, am weitesten lateral
anterior. Im anterior-medianen Bereich erreicht die Markierung nicht ganz die Median-
ebene, hier bleibt eine Liicke ausgespart (*). Posterior dorsal schliet der markierte
Bereich mit drei groRen Zellen ab, die an analoger Stelle zu cilientragenden Zellen des
Prototrochs liegen (blaue Linie auf Abb. 15a und c). Im Rumpf sind in dieser Schwellen-
wertdarstellung keinerlei Strukturen auszumachen.

Abb. 15d: Projektion von 100 optischen Schnittbildern (konfokales Rasterlichtmikroskop;
Ausdehnung in der z-Achse 42 ym) aus dem ventralen Bereich eines anderen als dem
auf den Abb. 15a bis ¢ gezeigten Wurm. Er wurde im Alter von vier Tagen fixiert. Durch
die verwendete Projektionstechnik wurden auch noch feinste Strukturen sichtbar
gemacht, die bei normaler Ansicht des Bildmaterials gar nicht in Erscheinung treten, dar-
unter naturlich auch autofluoreszierende.

Neben der Markierung im linken Teil des Kopfes, erkennt man auf diesem Bild zahlreiche
Strukturen, die alleine durch Autofluoreszenz sichtbar sind, namlich die parapodialen
Drisen (D), die Borsten der Parapodien (B) sowie ganz posterior das Farbpigment des
Pygidiums (Py). Daneben sind aber auch farbstoffmarkierte Fasern zu erkennen, die
dem Neuropilem (Np) entspringen und nach beiderseitigem Umlaufen des Stomodaeums
in die beiden Strange des Bauchmarks (Bm) tibergehen.

Abb. 15e: Rechter Teil eines einzelnen optischen Schnittes aus dem ventralen Bereich
desselben Praparats wie auf Abb. 15d. Neben dem Bauchmark (Bm) verlauft an der
rechten Koérperperipherie eine lineare Struktur (Pfeile), die mit dem rechten Teil des
Schlundkonnektivs verbunden ist. Auf der linken Seite (nicht dargestellt) ist keine ana-
loge Markierung zu finden.
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Abb. 16a und b: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 4d. Dreidi-
mensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche in einem drei Tage alten Wurm,
Uberlagert mit den ungefahren Kérperumrissen.

Man erkennt die Lage der markierten Strukturen zwischen einem inneren, nicht markier-
ten Bereich, dem Entoderm, und einer peripheren, nicht markierten Doméane, dem Ekto-
derm (die Markierung berthrt die Kérperkontur nicht). Die anteriore Grenze des Musters
liegt bei einem Ring, der das selbst nicht markierte Stomodaeum (St) umfal}t, die poste-
riore Grenze vor dem Pygidium (Py), am Ubergang zum Mitteldarm. In der Dorsalansicht
ist das Mesoderm nicht geschlossen, was allerdings eine Folge der Beobachtungsgeo-
metrie sein konnte: bei der Aufnahme der Bilder im konfokalen Rasterlichtmikroskop lag
der Wurm mit der Dorsalseite nach unten. Eine schwache Fluoreszenz der Dorsalseite
kénnte durch Absorption ausgeléscht worden sein.

Abb. 16¢: Projektion aller 178 optischen Schnittbilder (konfokales Rasterlichtmikroskop;
Ausdehnung in der z-Achse 76 um) desselben 4d-markierten Wurms der
Abb. 16a und b.

Durch die Transparenz dieser Darstellungsweise werden die inneren Verhaltnisse
gegenuber der Oberflachenansicht verdeutlicht. Insbesondere treten nun die ektoder-
malen Borstensacke (Bs) als nicht gefarbte Strukturen in Erscheinung. Auch die ante-
riore Grenze die von ringférmig das Stomodaeum umgebender Muskulatur gebildet wird,
ist hier klarer zu erkennen, ebenso wie das Fehlen deutlicher Markierungen im Kopf.
Py = Pygidium, dessen Pigmentierung durch Autofluoreszenz in Erscheinung tritt.

Abb. 16d: Uberlagerung 6 optischer Schnittbilder (konfokales Rasterlichtmikroskop; Aus-
dehnung in der z-Achse 2,5 ym) des 4d-markierten Wurms der vorhergehenden Abbil-
dungen. Der Stapel gibt aber nur einen schmalen Bereich, etwas ventral von der mittle-
ren Frontalebene gelegen, wieder. Die einzelnen in den obigen Abbildungen erwdhnten
Strukturen treten hier z.T. klarer in Erscheinung, insbesondere erkennt man feine Fasern
im Kopf (Pfeile), bei denen es sich um Muskelfasern handeln kénnte. Bs = Borstensacke.

Abb. 16e: Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 4d bei einer 24 h
alten Trochophora. Dreidimensionale Oberflachenansicht der markierten Bereiche,
Uberlagert mit der Hintergrundfluoreszenz des Keimes.

Das Mesoderm stellt sich in der Trochophora als hufeisenférmiges, zweiadstiges Gebilde
dar, wobei der Punkt, an dem sich die beiden Aste beriihren (%) dem posterioren Pol
entspricht. Von dort aus ragen die beiden Aste lateral nach anterior hoch, um auf Héhe
des Prototrochs zu enden. (X) markiert die ungefdhre Lage der Offnung des Stomo-
daeums, auf halber Strecke zwischen dem posterioren Pol und dem Prototroch (blaue
Linie).

Abb. 16f: Eine weiteres Markierungsmuster nach Farbstoffinjektion in die Mikromere 4d
bei einer anderen 24 h alten Trochophora, als der aus Abb. 16e, Uberlagert mit der Hin-
tergrundfluoreszenz des Keimes.
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In diesem Fall stand 4d zum Zeitpunkt der Injektion kurz vor ihrer Teilung wobei der
Farbstoff von der Seite der spateren Blastomere 4d’ injiziert wurde. Bis zur Teilung
konnte sich das TRITC-Dextran nicht mehr homogen im Cytoplasma verteilen, so dal®
4d" mehr Farbstoff erhielt als 4d?. Man erkennt auf dem Bild, dak aus diesen beiden
Blastomeren jeweils ein Mesodermband hervorgegangen ist. Die blaue Linie gibt den
ungefahren Verlauf des Prototrochs wieder, (X) die ungefdhre Lage der Mundéffnung
des Stomodaeums. An der Beriihrungsstelle der beiden Mesodermbander liegt ventral
ein Zellklumpen an, der sich durch eine besonders starke Fluoreszenz abhebt (grauer
Kreis), sichtbar ist das in dieser Darstellung nur auf Seite der 4d’-Nachkommen. Beachte
auch, dall die ektodermalen Zellen, die den Mesodermbandern anliegen, in
unterschiedlichem Male selbst Fluoreszenzfarbstoff zu enthalten scheinen. Das ist
besonders gut im Ektoderm das dem stark markierten Band der 4d'-Nachkommen
benachbart ist zu erkennen.
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Abb. 17a: Volume Rendering des Musters einer 24 h alten Trochophora nach Markie-
rung der Blastomere D im Vierzellstadium. Alle Bilder dieser Aufnahmeserie mit dem
konfokalen Rasterlichtmikroskop wurden dazu verwendet (Ausdehnung in z-Achse
130 ym). Weil die Farbstoffkonzentration hier besonders hoch war, konnte das Raster-
lichtmikroskop auch noch tiefgelegene Strukturen abbilden. Blick von schrag links auf die
Ventralseite. Die blaue Linie zeigt den Verlauf des Prototrochs an. Oberhalb des Proto-
trochs befindet sich die Episphare, in der lediglich der dorsal-linke Bereich markiert ist.
Im Gegensatz dazu ist praktisch die gesamte Hyposphare, unterhalb des Prototrochs
gefarbt. Die einzige Ausnahme stellt den Bereich dar, in dem das Stomodaeum die
Oberflache beruhrt, das Stomodaeum ist durch den grin umrandeten Ring angedeutet.
Aus der Hyposphare geht im Wurm der Rumpf hervor, aus der Episphare entsteht der
Kopf.

Abb. 17b: Volume Rendering des Musters nach Markierung der Blastomere 2d'"? in der
24 h alten Trochophora. Projektion aller optischen Schnittbilder nach der Aufnahme mit
dem konfokalen Rasterlichtmikroskop. Blick direkt von anterior (animal) auf die
Hyposphare. Alle sichtbaren Bereiche gehoren also der Innenseite des Ektoderms der
Hyposphare an. Wahrend aus 2d das gesamte Ektoderm der Hyposphare gebildet wird,
fehlen hier bereits alle Anteile der Zellen, die sich von 2d zum Zeitpunkt der Injektion
bereits abgespaltet hatten. Wie in der Diskussion begrindet wird (Seite 103), spricht
einiges dafiir, daR die gestrichelt gelb umrandeten Bereiche von 2d? und 2d'? gebildet
werden und das gestrichelt griin umrandete Areal von 2d'"". Das griine Oval bezeichnet
die Lage des Stomodaeums (St) und der blaue Kreis gibt die Position des Prototrochs
wieder. (%) zeigt die Lage des posterioren Pols an. Die grau gestrichelte Linie entspricht
der Medianebene.

Abb. 17c: Optisches Einzelschnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop), einer 24 h alten
Trochophora, nachdem die Mikromere 2d des 16-Zellstadiums injiziert worden war,
Uberlagert mit einer DIK-Aufnahme der Larve.

Die Anordnung der Lipidtropfen in der Trochophora weist die einzelnen Quadranten aus
(A, B, C und D). Der Blick richtet sich in dieser Ansicht auf die terminale D-Makromere,
also auf die Dorsalseite. Die von 2d gebildete Hyposphéare dieses Keimes ist relativ zur
Episphare zu klein und zwar nicht nur auf diesem Einzelbild sondern durchgangig. Man
kann also annehmen, dal® die Umwachsung des vegetalen Abschnitts durch 2d nur
unzureichend erfolgt ist. Der markierte Bereich ist an seinen Flanken einschichtig, zur
Medianebene hin (Pfeil) aber mehrschichtig. Hier hat sich die Ventralplatte gebildet, aus
der das Bauchmark hervorgeht. Bei den nach innen ragenden Wilsten kénnte es sich
um die ersten Anzeichen der Bildung der Borstensacke handeln.

Abb. 17d: Einzelnes optisches Schnittbild (konfokales Rasterlichtmikroskop) einer 24 h
alten Trochophora nach Markierung der Mikromere 1d im Achtzellstadium. Der Keim
wurde beim Hantieren zerquetscht. Die Pfeile weisen auf eine Struktur, die an die Kopf-
niere von N. succinea erinnert, die WILSON beschrieb. Diese soll aus zwei Zellen beste-
hen, die sich von den Mikromeren 1d und 1c ableiten. Soweit WILSON ihre Entwicklung
verfolgen konnte, teilte sich keine dieser beiden Zellen. Die hier abgebildete Struktur
erweckt allerdings den Eindruck, Multizellular zu sein, da es sich bei den dunklen Flek-
ken, auf welche die Pfeile weisen, um Zellkerne handeln konnte.
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Abb. 18a: Gerenderte Oberflachenansicht eines viertagigen unbehandelten Jungwurms.
Zugrunde lag die mechanische Schnittserie eines fixierten Wurmes. Die etwa 100
Schnitte wurden mit dem Durchlichtmikroskop digital photographiert, mit Adobe Photo-
shop raumlich zur Deckung gebracht und damit auch dreidimensional rekonstruiert.
Dieser Bildstapel wurde dann mit dem Programm Amira zu einer dreidimensionalen
Oberflachenansicht des Tieres verarbeitet. Die Oberflache wurde zuletzt mit Adobe
Photoshop eingefarbt um in unterschiedlichen Farben alle die Oberflache erreichenden
Markierungsdomanen derjenigen Blastomeren darzustellen, die in dieser Arbeit unter-
sucht wurden (z. T. handelt es sich um abgeleitete Resultate, siehe Diskussion). Die
Zuordnung zu den einzelnen Blastomeren zeigt die einkopierte Farbtabelle. Beachte,
dafl} sich die genauen Grenzen der Markierungsfelder nicht eindeutig bestimmen liel3en
und diese Abbildung daher eine Idealisierung darstellt.

Abb. 18b und c: DIK-Aufnahmen eines dreitdgigen (Abb. 18b) und eines viertagigen
(Abb. 18c) Wurmes. Ansicht jeweils von dorsal. Das Augenpigment des dreitagigen
Exemplars ist durch die Fixierung ausgebleicht. GroRenmalstab 50 um (gultig fur beide
Abbildungen). A = Auge, An = Antenne, D = parapodiale Drisen, L = Lipidtropfen, M =
dottererfullter Mitteldarm, Pz = Peristomialzirren, St = Stomodaeum, U = Uriten am Pygi-
dium.

Abb. 18d: Autofluoreszenz eines viertagigen (oben) und eines dreitdgigen (unten) Wur-
mes bei TRITC-Anregung im Epifluoreszenzmikroskop. Beide Aufnahmen sind zweige-
teilt, in der jeweils unteren Bildhalfte wurde der Kontrast digital so weit als méglich ver-
starkt, um die Konturen der Tiere darzustellen.

Abb. 18e: Projektion aller optischen Einzelschnittbilder (konfokales Rasterlichtmikro-
skop; Ausdehnung in der z-Achse 80 pym) eines drei Tage alten Wurms nach Markierung
des F-Actingeristes mit Phalloidin-Texas Red.

Das Bauchmark erscheint im Rumpf als zweigeteiltes Band. Im Stomodaeum (St) lassen
sich noch keine der transversal und sagittal verlaufenden Muskeln finden, die im vierta-
gigen Tier (Abb. 18f) ausgebildet sind.

Abb. 18f: Projektion von vier optischen Schnittbildern (konfokales Rasterlichtmikroskop;
Ausdehnung in der z-Achse 3,3 um) eines vier Tage alten Wurmes nach Markierung des
F-Actingertstes mit Phalloidin-Texas Red. Dargestellt ist der anteriore Teil des Rumpfes
sowie der Kopf. A = Antennen, Pz = Peristomialzirren. Das Stomodaeum (St) ist von
regelmafig angeordneten, transversal und sagittal verlaufenden Muskeln tberzogen.
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4. Diskussion

1892 publizierte E. B. WILSON seine berihmte, auf Beobachtung beruhende
Arbeit Uber die Fruhentwicklung des Polychaeten Neanthes succinea und
erganzte diese durch Befunde an Platynereis megalops. 1898 prazisierte WILSON
seine Beobachtungen noch um einige Punkte. DORRESTEIN (1990a, 1987) fand
bei seinen Studien an Platynereis dumerilii mittels modernerer Differentialinter-
ferenz- und Videozeitrafferlichtmikroskopie eine hohe Ubereinstimmung mit der
Frihentwicklung von Neanthes: die Keime beider Spezies ahneln sich in der
Grolde; (Neanthes ca. 140 um, Platynereis ca. 160 um), sind relativ dotterreich
und die Gastrulation erfolgt epibolisch®. Die einzelnen Furchungsschritte verlau-
fen bei beiden Spezies mit dulierster Konstanz, wobei die Zellteilungen ab dem
16-Zellstadium deutlich asynchron werden. Die Fruhentwicklung der beiden Arten
unterscheidet sich am gravierendsten darin, dal} bei N. succinea die Makromeren
3A bis 3C ihre Teilungsaktivitat nach der funften Furchungsrunde einstellen und
nur 3D einen weiteren Zellzyklus vollendet, der zur Bildung der Mikromere 4d
fuhrt (WiLsoN 1898). Bei Platynereis dagegen durchlaufen alle Makromeren
3A bis 3D einen sechsten Furchungszyklus, aus dem ein vollstdndiges Quartett
von Mikromeren (4a bis 4d) und Makromeren (4A bis 4D) hervorgeht. Auch bei
der Organogenese fand sich bislang kein erkennbarer Unterschied zu Platyne-
reis.

Wegen der zunehmenden Bedeutung molekular- und evolutionsbiologischer
Forschung an Spiralierkeimen sind heute dringend gesicherte Erkenntnisse Uber
den Verlauf der Frihentwicklung speziell von Polychaeten, insbesondere von
Platynereis erforderlich. Da ich eine Methode gefunden hatte, die zahe Vitellin-
hulle von Platynereis chemisch aufzuweichen und den Keim damit der Injekti-
onstechnik zuganglich zu machen, war der Weg fur eine Cell-lineage-Studie
durch Fluoreszenzmarkierung von Blastomeren an diesem Organismus bereitet.
Ich habe dabei alle Furchungszellen des Zwei-, Vier- und Achtzellstadiums, die

Blastomere 2d, Abkdmmlinge von 2d sowie den Mesentoblasten, die Zelle 4d

°® Ohne Ausbildung eines Blastocoels, wie es typisch fir dotterreiche Polychaetenkeime ist
(ANDERSON 1966).
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injiziert und die Markierung bis zur Entwicklungsstufe drei- und viertagiger, drei-
segmentiger Jungwurmer untersucht.

In der nachfolgenden Diskussion werde ich die einzelnen Ergebnisse der
Injektionen in gegenseitigen Kontext setzen und mit den Befunden von
E. B. WiLsoN und A. W. C. DORRESTEIIN an Neanthes succinea bzw. Platynereis
dumerilii vergleichen, deren frihe Entwicklungsablaufe ich aus obengenannten
Grunden hier als identisch annehme. Es ist davon auszugehen, dal3 Abweichun-
gen zu WILSONS Befunden daher rihren, dal® seine Beobachtungsmethode bei
spateren Stadien mit ihren zahlreichen, kleinen Blastomeren an ihre Grenzen
stieR°.

Nach einer kurzen EinfUhrung Uber die Orientierung der Keime und die grund-
legende raumliche Anordnung der Markierungsdomanen werden die Befunde am
D-Quadranten besprochen, der in der Spiralierentwicklung eine entscheidende
Rolle spielt, gefolgt von den Ergebnissen zur Herkunft des gesamten Meso-
derms. In mehrere Abschnitte gliedert sich dann die Diskussion Uber den Aufbau
des Kopfes und einzelner Strukturen, die diesen bilden. Nach einer Zusammen-
fassung uber die Erkenntnisse zur Herkunft des Nervensystems steht dann eine
Erorterung der Schicksale der Zellen des Urmundrandes. Dabei wird der der Ver-
such unternommen, Strukturen im Jungwurm von Platynereis auf Klone von

Blastomeren zurtickzuftihren, die nicht individuell markiert werden konnten.

4.1. Orientierung

Wahrend die Orientierung im dreisegmentigen Wurm unmittelbar einsichtig ist,
muf} sie fur die Trochophora definiert werden, um Verwirrungen zu vermeiden
(siehe auch Fig. 1, Seite 17). Ich halte mich hier an das raumliche Bezugssystem,
wie es VON WISTINGHAUSEN (1891) flr Platynereis massiliensis gewahlt hat. Dem-
nach liegt das Stomodaeum median-ventral und die gegenuberliegende Unter-
brechung des Prototrochs median-dorsal. Senkrecht dazu steht die anteroposte-
riore Achse, die zentral die Episphare (anterior) und zentral die Hyposphare

(posterior) durchstof3t. WILSON (1892) setzte die Achsen anders, nachdem er

"% Natiirlich kénnen Beobachtungen, die denen WILSONS widersprechen seine Befunde nicht
zwangslaufig widerlegen, da es sich immerhin um zwei verschiedene Spezies handelt.
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festgestellt hatte, da® die Trochophora noch gar keine eigentliche Dorsalseite
besitzt, da diese erst durch Zellumlagerungen im Verlauf der Streckung der Larve
zum Wurm entsteht, wodurch es zu einer Verlagerung der Achsen kommt.
Wenngleich das VON WISTINGHAUSENSCHE Orientierungssystem den tatsachlichen
Gegebenheiten also nur unzureichend Rechnung tragt, so ist es fur den Leser

doch nachvollziehbarer.

4.2. Symmetrieverhaltnisse im Platynereis-Embryo

In der Literatur wird darauf hingewiesen, dal® das Lehrbuchschema, wonach
im Spiralierkeim der A-Quadrant zu links gelegenen, der B-Quadrant zu ventra-
len, der C-Quadrant zu rechts gelegenen und der D-Quadrant zu dorsalen
Strukturen fuhrt, eine grobe Vereinfachung darstellt (HENRY und MARTINDALE
1998, 1999; BOYER et al. 1998; RENDER 1997). Ein Grund dafir ist, dal® die
Mikromeren durch die Spiralfurchung gegenuber den Makromeren seitlich
versetzt werden. Auch wenn man fur Platynereis die Lage der Makromeren als
raumliches Bezugssystem wahlt, gelten die ,Lehrbuchverhaltnisse” nur ungefahr.
Denn die terminalen Makromeren sind in Folge der extrem inaqualen Teilungen
von stark unterschiedlicher GroRRe, ihre Volumina entsprechen etwa dem Volu-
menanteil am Dotter des jeweiligen Quadranten (A: 7%, B: 9,5%, C: 14,7%,
D: 26,6%; DORRESTEIUN 1990a). Dieses Ungleichgewicht der Grof3en bedingt,
dal} sich die terminalen Makromeren nicht in eine geometrisch genaue Anord-
nung links — ventral — rechts — dorsal bringen lassen. Und auch die isolierte
Aussage ,D = dorsal” |aldt sich fur Platynereis in gewisser Weise gar nicht ein-
deutig treffen, denn der D-Quadrant macht entsprechend seinem Uberragenden
Anteil am Volumen des vierzelligen Keimes einen Groliteil der larvalen Zellen
und derjenigen des Jungwurms aus. Das hat zur Folge, da} im Gegensatz zu
aqual furchenden Spiraliern der D-Quadrant von Platynereis sowohl in der Tro-
chophora, als auch im Jungwurm keinen dorsalen Charakter mehr erkennen laRt,
da seine dominierenden Zellen, 2d und 4d, bilateralsymmetrisch fast den
gesamten Rumpf bilden.

Nur die Mikromeren des ersten Quartetts, die ausschlieRlich zur Bildung des
Kopfes beitragen, lassen sich einem raumlich klaren Muster zuordnen: 1a bildet
die ventral links gelegene Domane, 1b das rechte Gegenstuck, 1c die dorsale
rechte und 1d die dorsale linke Halfte (Abb. 6a, Abb. 9a, Abb. 12a, Abb. 15a).
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1a und 1b sowie 1c und 1d bauen als bilateralsymmetrisch angeordnete Paare
den grofdten Teil des Kopfes auf. Gleichzeitig geht aus der Makromere 1D prak-
tisch der gesamte Rumpf in bilateralsymmetrischer Weise hervor. Im Prinzip
kénnte man sagen, dal diese funf Zellen die Bilateralsymmetrie des Tieres schon
vorweggenommen haben, nur, da® die Mikromeren anfangs noch etwas gegen
die Makromere versetzt sind und eine allumfassende Bilateralitat nach strikt
geometrischen Maldstaben erst zu einem spateren Zeitpunkt erreicht wird.

Der Beitrag aller anderen Blastomeren zum Aufbau des Tieres ist dagegen
sehr gering: Ein Keim von Platynereis besteht zu 40 % aus klarem Cytoplasma,
die restlichen 60 % gehen als Dotter in die Bildung des Darmes ein und sollen
hier ausgeklammert werden. Der Anteil klaren Cytoplasmas des Tieres in den
funf Blastomeren 1a—1d und 1D alleine betragt nun bereits etwa 35 % am
Gesamtvolumen so dall auf die Mikromeren des zweiten, dritten und vierten
Quartetts der Quadranten A bis C lediglich 5 % des Gesamtvolumens entfallen.
Aus dieser Uberschlagsrechnung laRt sich ableiten, daB diese Zellen ganz offen-

sichtlich nur geringe Anteile am Aufbau des Organismus haben kénnen.

Weil die Mikromeren des zweiten bis vierten Quartetts (au3er 2d und 4d) nicht
einzeln markiert werden konnten, laf3t sich ihre raumliche Anordnung auch nicht
diskret beschreiben. Allerdings kann man gewisse Ruckschlisse Uber ihre raum-
liche Anordnung aus der Markierung ihrer Vorlauferzellen, den Makromeren
1A bis 1D ziehen, wie im Abschnitt 4.10 dargelegt wird. Da die Mikromeren des
zweiten Quartetts laeotrop abgegeben werden, konnte man nach dem Lehrbuch-
schema der Spiralierentwicklung erwarten, daf 2a links lateral gelegene Struktu-
ren markiert, 2b ventrale, 2c rechts lateral gelegene und 2d dorsale. Fiur das
dritte Quartett ergabe sich nach erneuter dexiotroper Teilung wieder eine Anord-
nung analog zum ersten Quartett (3a = links ventral, 3b = rechts ventral, 3c =
rechts dorsal und 3d = links dorsal) und fir das vierte Quartett wiederum eine
solche analog zum zweiten Quartett. Ein Blick auf die Fig. 1D und G (Seite 17)
zeigt, dal® die Verhaltnisse bei Platynereis anders sind. Das Lehrbuchschema
orientiert sich also ganz offensichtlich an aqual furchenden Keimen und beruck-
sichtigt dabei auch keine Zellwanderungen. Solche Prozesse muissen bei
Platynereis aber stattfinden, denn im jungen Wurm weicht die Anordnung der

Markierungsdomanen einzelner Vorlauferzellen deutlich von ihrer Lage im
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Frihkeim (Fig. 1D und G, Seite 17) ab: im A-Quadranten finden sich nach Injek-
tion in 1A auf der linken Seite zwar isolierte Markierungen, der Uberwiegende Teil
ist aber bilateralsymmetrisch angeordnet (Abb. 5a bis c¢). Der B-Quadrant zeigt
nach Markierung von 1B statt eines zu erwartenden rechts-ventral-lastigen Mar-
kierungsmuster vollstandige Bilateralsymmetrie (Abb. 8a bis e€). Nach Injektionen
in 1C werden entsprechend der Erwartung aus den Verhaltnissen im Fruhkeim
tatsachlich nur rechts gelegene Bereiche markiert (Abb.11aundb). Die
1D-Injektionen schliel3lich belegen, daly der D-Quadrant nicht zu Strukturen fahrt,
die auf den dorsalen Bereich beschrankt sind, sondern zu solchen die vollkom-
men bilateralsymmetrisch den gesamten Umfang des Tieres einnehmen
(Abb. 14a und b), mit Ausnahme eines kleinen Bereichs der aber nicht, wie zu
vermuten dorsal, sondern eher ventral liegt (Abb. 14d).

Diese Befunde belegen, dall es zu ausgepragten Zellwanderungen im Keim
kommen muf3, die auch schon bei anderen Spiraliern beobachtete werden konn-
ten. So beschreiben DAMEN und DicTus (1994) bei Patella vulgata groRraumige
Umlagerungen von Zellen bei der Bildung des Prototrochs und DicTtus und
DAMEN (1997) zeigen beim gleichen Tier, daf® die Nachkommen der Blastomeren
2b, 3c, 3d, 3B und 3D ebenfalls ausgepragte Wanderungen durchfiihren. Daraus
ergibt sich, dal} bei Platynereis das stereotype Teilungsmuster der Blastomeren
nicht in eine exakte analoge raumliche Verteilung der aus diesen Blastomeren

entstehenden Klone umgesetzt wird.

4.3. D-Quadrant

Bei aller Verschiedenheit, die Spiralierkeime im Detail aufweisen mogen: eine
zentrale Gemeinsamkeit bildet die besondere Rolle, die der D-Quadrant auf die
raumliche (dorsoventrale) Organisation des Keimes ausibt. Auch wenn die fri-
hen Zellteilungen bei allen Spiraliern im Prinzip gleich ablaufen, so kann man
dennoch zwei Untertypen unterscheiden:

Eier aqual furchende Spiralier, die als urspringlich gelten (FREEMAN und
LUNDELIUS 1992), bleiben mehrere Furchungsrunden lang radiarsymmetrisch und
lassen mithin keine Unterscheidung zwischen den vier Quadranten zu. Erst rela-
tiv spat (typischerweise kurz nach dem Erreichen des 32-Zellstadiums) wird bei
ihnen der D-Quadrant dadurch etabliert, daf} eine der vier vegetalen Makromeren

mit einer animalen Mikromere in Kontakt tritt, wodurch diese Makromere durch
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Induktion zum Vorlaufer des Mesentoblasten 4d spezifiziert wird (VAN DEN
BIGGELAAR 1977, VAN DEN BIGGELAAR und GUERRIER 1979, VAN DEN BIGGELAAR
etal. 1987). Dadurch wird in der Folge die Phase strikter Spiralfurchungen
durchbrochen und es beginnen erste bilateralsymmetrische Teilungen im
D-Quadranten. Unterbleibt der induzierende Zellkontakt, so resultiert ein radiali-
sierter Embryo. VAN DEN BIGGELAAR und GUERRIER (1979) zeigten weiterhin, dal®
jede der vier Makromeren den dorsalen Quadranten bilden kann, denn nach
Deletion beliebiger Makromeren kann jede der verbleibenden Makromeren zur
Stammzelle des Mesoderms, dem Mesentoblasten 4d werden. LARTILLOT et al.
(2002) wiesen inzwischen nach, dal3 die induzierte Makromere bei Patella
vulgata den mesodermspezifischen Transkriptionsfaktor Brachyury exprimiert.
Wahrend die induktive Etablierung der dorsoventralen Achse bislang nur bei
Mollusken belegt war, fand HENRY (2002) kirzlich Hinweise auf gleichartige Ver-
haltnisse bei dem aqualfurchenden Nemertinen Cerebratulus lactaeus. Hier wird
nach Entfernung aller Mikromeren des ersten Quartetts die Ausbildung einer dor-
soventralen Polaritat verhindert. Wird hingegen eine geringere Anzahl Mikrome-
ren ausgeloscht, so grindet der D-Quadrant in der Makromere, die zu den
meisten der noch verbliebenen Mikromeren Kontakt besal}.

Den zweite Typus stellen die als abgeleitet geltenden inaqual furchenden Spi-
ralier dar (FREEMAN und LUNDELIUS 1992), bei denen bereits die erste Fur-
chungsteilung zu zwei ungleichgro3en Blastomeren fiihrt, eines Asymmetrie, die
sich in der nachsten Teilung fortsetzt. Es resultiert im Vierzellstadium eine typi-
scherweise besonders grole Zelle, die fortan als D-Blastomere identifizierbar ist.
Als mechanische Ursache flr diese inaqualen Teilungen konnte eine asymmetri-
sche Position der Teilungsspindeln ermittelt werden (DAN und INOUE 1987,
DORRESTEIN 19904, b) oder aber die Ausbildung eines Pollappens, einer kernlo-
sen Ausstllpung, die vor einer Teilung Cytoplasma beiseite nimmt um dieses
nach der Teilung jeweils einer Zelle des Zweizellstadiums (CD) und dann des
Vierzellstadiums Uberzufiuhren (D) (CLEMENT 1952, RENDER 1983, 1997).
Daneben gibt es auch Mischformen mit inaqualer Teilung und dem Auftreten
eines Pollappens (HENRY 1986; ECKBERG und HILL 1996). Gemeinsam ist allen
inaqual furchenden Spiraliern, dal} schliellich ein bestimmter Teil des vegetalen
Plasmas der Zygote in eine Zelle des Vierzellstadiums ubergefuhrt wird, und

diese damit zur Blastomere D determiniert. Die Natur dieser Determinanten ist
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nicht bekannt. Auf ihre Existenz schlielRen aber Experimente, etwa an pollappen-
bildenden Formen, bei denen die Entfernung des Pollappens zu einer Radialisie-
rung des Embryos fuhrt (CLEMENT 1952, RENDER 1983).

Eine alternative Vorstellung zur Determination des D-Quadranten schlagt
DORRESTEWN vor. Denn er fand bei Platynereis (1990a) eine strenge Korrelation
zwischen dem Anteil an klarem Cytoplasma in den Blastomeren und ihrer Zellzy-
klusdauer, wobei Zellen des D-Quadranten besonders grof3e Mengen an klarem
Cytoplasma besitzen und besonders schnell proliferieren. Dieselben Verhaltnisse
wiesen DORRESTEINN und EICH (1991) bei Keimen nach, deren zweite Fur-
chungsteilung experimentell aqualisiert wurde. Auch hier zeigen die beiden
daraus resultierenden grof3en und cytoplasmareichen Blastomeren des Vierzell-
stadiums und deren Nachkommen besonders kurze Zellzyklusdauern: sie
verhalten sich also wie Blastomeren des D-Quadranten in der Normalent-
wicklung. Dies veranlal3te DORRESTEIJN und EICH (1991) zu der Vermutung, dal}
womoglich quantitative und nicht qualitative Unterschiede im Cytoplasma zur
Determination des D-Quadranten beitragen. In diesem Zusammenhang sei auch
noch auf die interessante Arbeit von DORRESTEIJN und LUETJENS (1994) hinge-
wiesen, in der die Autoren durch exakte morphometrische Messungen nachwie-
sen, dal beim als aqual furchend geltenden Polychaeten Pomatoceros triqueter
das Volumen der D-Blastomere zwar nur minimal, aber signifikant gro3er ist, als

das der ubrigen drei Furchungszellen.

Duplikationsexperimente zeigen darUber hinaus die spezifische Rolle des
D-Quadranten auch bei der raumlichen Organisation der Keime inaqual furchen-
der Spiralier. Dabei werden die Zellteilungen beim Ubergang zum Zwei- bzw.
zum Vierzellstadium mechanisch oder chemisch aqualisiert. Im Vierzellstadium
resultieren daraus Furchungsstadien, die aus jeweils zwei grof3en und zwei klei-
nen Blastomeren bestehen, wobei die Zellen gleicher GrdélRe sich entweder
gegenuber oder aber nebeneinander liegen. Aus solchen Keimen entwickeln sich
dann Tiere mit spiegelbildlich verdoppelten Rumpfstrukturen (GUERRIER et al.
1978 bei Dentalium; DORRESTEIIN et al. 1987 (s. 0.) und DORRESTEIIN 1991 bei
Platynereis, HENRY und MARTINDALE 1987 bei Chaetopterus, ASTROW et al. 1987

bei Helobdella triserialis), wobei die duplizierten Strukturen der posttrochalen
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Region entstammen. Daraus folgt, dal} die Stammzelle dieser Strukturen, 2d,
verdoppelt worden sein mul}.

Auch Isolationsexperimente konnen die raumliche Organisatorrolle des
D-Quadranten belegen. So sind im bei Chaetopterus ausschlieB3lich isolierte
CD- und D-Blastomeren in der Lage, Larven mit bilateraler und dorsoventraler
Achse auszubilden (HENRY 1986).

Wegen der geschilderten besonderen Bedeutung des D-Quadranten von Spi-
raliern konzentrierte sich meine Arbeit auf Markierungen von Zellen dieser
Abstammungslinie. Zu diesem Zweck injizierte ich Blastomeren des
D-Quadranten aus dem Zweizellstadium (Blastomere CD), dem Vierzellstadium
(Blastomere D), dem Achtzellstadium (Makromere 1D und Mikromere 1d), dem
16-Zellstadium (Mikromere 2d) sowie etwa dem 29-Zellstadium (Mikromere 4d)

sowie teilweise auch noch in spatere Nachkommen von 2d.

Das Markierungsmuster nach CD-Injektion im Zweizellstadium (Abb. 3a bis d)
hat einen derartigen Umfang, dal} fast schon der Eindruck entsteht, dal} kein Teil
des Organismus davon ausgespart bleibt, wobei hier natlrlich der Anteil des
gesamten C-Quadranten mit eingeschlossen ist.

Erfolgt die Injektion einen Zellzyklus spater direkt in die D-Blastomere, so
andert sich an dem eben geschilderten Bild dennoch sehr wenig. Dieser Befund
Uberrascht nicht, wenn man sich den Anteil der D-Zelle am Gesamtvolumen des
Embryos klarmacht: etwa 60 % aller Strukturen (mit Ausnahme des Entoderms)
werden von D gebildet'". Dementsprechend zeigt es sich, daR samtliche Gewebe
des Rumpfes bis auf Teile des Stomodaeums und des Mitteldarmes bilateral-
symmetrisch von der Blastomere D gebildet werden und dazu noch der
links-dorsale Abschnitt des Kopfes; die dexiotrope Teilung beim Ubergang vom
Vier- zum Achtzellstadium bildet sich hierbei in einer Verschiebung des markier-
ten Areals im Uhrzeigersinn ab.

D-markierte Keime konnten sowohl zur Trochophora, als auch zum Jungwurm

herangezogen werden, und der Vergleich beider Entwicklungsstufen zeigt, dal®

" Das entspricht dem Anteil klaren Cytoplasmas von D an der Gesamtmenge klaren Cytoplasmas
im Keim.
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sich dabei zwar die Proportionen, nicht aber die Lagebeziehung der Markie-
rungsdomanen zueinander verandern (vergl. Abb. 13b mit Abb. 17a).

Eine weitere Differenzierung im Markierungsmuster des Rumpfes erfahrt man
erst durch Injektion spaterer D-Abkdmmlinge, 1D (Abb. 14a bis d) bleibt davon
jedoch ausgenommen, denn das resultierende Markierungsmuster im Rumpf
gleicht bis auf fehlende Kopfstrukturen, die von der Schwesterzelle 1d gebildet

werden demjenigen nach Injektion in die Blastomere D.

Die Mikromere 2d tragt nach WILSON und DORRESTEIN den gréfdten Teil zum
Aufbau des Rumpfektoderms bei. Injektionen in 2d erwiesen sich als besonders
schwierig und das, obwohl sich die Vorgangerblastomere 1D vergleichsweise
einfach markieren liel3. 1D ist wahrscheinlich wegen ihres hdheren Dottergehal-
tes stabiler als die grofle und praktisch nur aus Cytoplasma bestehende 2d.
Diese Vermutung grindet auf der Tatsache, dal} sich in der Zelle 1D das Cyto-
plasma vor der Abschnlrung von 2d drastisch umlagert, wobei die Dotterbe-
standteile zur vegetalen Seite hin transportiert werden (DORRESTEIUN 1990a).
Ahnliche cytoplasmatische Umlagerungsprozesse finden auch vor der ersten
Furchungsteilung in der Zygote statt (,0oplasmatische Segregation®), und
DORRESTEIN und KLUGE (1990) konnten nachweisen, dal® an dieser Verlagerung
sowohl Actinfilamente, als auch Mikrotubuli des Cytocortex beteiligt sind.
ACKERMANN (1996) fand Hinweise darauf, dal3 die Dotterelemente Uber dicke
Mikrotubulistrange mit dem Cytocortex verbunden sind. Man kann annehmen,
dal} die cytoplasmatischen Umlagerungen in der Zelle 1D nach einem ahnlichen
Modus ablaufen und daf auch hier ein ausgepragtes Cytoskelett existiert, das die
Verlagerung der Dotterelemente mechanisch bewerkstelligen kann und der Zelle
dabei gleichzeitig die notwendige Stabilitat verleiht. Da 2d dagegen praktisch kei-
nerlei Dotterbestandteile enthalt, so konnte dies bedeuten, dal} sie Uber einen
wesentlich schwacheren Cytocortex verfugt und daher, zumal ob ihrer Grole,
den Injektionsstrel3 besonders schlecht Ubersteht. Zur Klarung dieser Frage
waren in den betreffenden Blastomeren Actin- und Tubulinmarkierungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzyklus n6tig um Starke und Dynamik ihres
Cytoskeletts zu studieren.

Selbst wenn eine 2d-Mikromere im Zuge einer Farbstoffinjektion nicht lysierte,

so fihrten diese Eingriffe doch stets zu ungewdhnlichen Verformungen der Zelle.
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Daraus entwickelten sich dann in der Regel stark deformierte Trochophorae und
im besten Falle solche, in denen die Hyposphare nicht vollstandig von
2d-Nachkommen umwachsen war. Trotzdem zeigt das gewonnene Material, dal®
die Nachkommen von 2d in der Trochophora eine kelchférmige, ektodermale
Schicht bilden, die, mit Ausnahme einer Einbuchtung im Bereich des Stomo-
daeums, die posttrochale Region umhdillt (Abb. 17c). Erst im dreisegmentigen
Wurm scheint das Stomodaeum nahezu vollstandig ektodermal bedeckt, wofur
wahrscheinlich auch Nachkommen von 2d verantwortlich sind, da 4d hierfir
offensichtlich ausscheidet und 3d ausschliellich zur Bildung des Stomodaeums
beitragt (siehe 4.10).

Die Untersuchungen an Trochophorae lieferten Belege daflr, dal} die Bilatera-
litat der 2d-Zellinie, die sich nach ihrem achten Teilungszyklus in Form der bilate-
ralsymmetrisch angeordneten Blastomeren 2d''?' und 2d''#* einstellt (Fig. 11,
Seite 17), in der Trochophora fortdauert. Das deutet ein Injektionsversuch an, bei
dem die Vorlauferzelle 2d"? kurz vor ihrer Teilung markiert wurde. Die bilaterale
Symmetrie offenbart sich in der Trochophora noch ein wenig, da der Farbstoff in
den rechten Teil der Zelle eingebracht wurde und bis zur Cytokinese keine Zeit
mehr hatte, sich vollkommen homogen im gesamten Cytoplasma zu verteilen. Es
resultierte eine Trochophora, deren rechte Hyposphare etwas schwacher mar-
kiert ist, als die linke (Abb. 17b).

Dieser in die Zelle 2d""? injizierte Keim erlaubt aber noch weitere Beobachtun-
gen und Schluf3folgerungen: bevor die Nachkommenschaft der Zelle 2d zur
bilateralsymmetrischen aqualen Furchungsweise Ubergeht, werden noch drei
weitere Zellen abgegeben, zum einen 2d? nach rechts und 2d'? nach links, wobei
beide eine Lage am Rande des Blastoporus einnehmen; und zum anderen 2d™"
nach anterior-dorsal, der Mittellinie entlang vom Blastoporus weggerichtet (vergl.
Fig. 1G, Seite 17 und Abb. 17b). Die Nachkommen aller drei Furchungszellen
konnen in besagtem Keim naturlich nicht erkannt werden, da sie selbst keinen
Farbstoff tragen. Nun ist auffallig, dafl® die Markierungsliicke der 2d-Nachkommen
die im Bereich des Stomodaeums zu erwarten ist, deutlich breiter ausfallt, als
dies der Grole des Stomodaeums angemessen ware (Abb. 17b, gelb umrandete
Flachen). Das ,fehlende®, also nicht gefarbte Zellmaterial kénnte daher von 2d?

und 2d" stammen, vorausgesetzt, dall die Nachkommenschaft dieser beiden
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Zellen in der Trochophora eine vergleichbare Lagebeziehung zu den umgeben-
den Zellen und deren Nachkommen beibehalten hat, wie sie vor dem Blastopo-
russchlul® bestand. Zur Erlauterung betrachte man sich den Blastoporus auf
Fig. 5, Seite 115, und beachte folgendes: zum dort wiedergegebenen Zeitpunkt
befinden sich zwischen den Bildungszellen des Stomodaeums (den Stomatobla-
sten 2a? und 2¢?) und den Blastomeren 2d'? und 2d? noch zwei weitere Zellen,
namlich 3d und 3c. Weiter unten wird gezeigt'?, da® 3d und 3c schlieRlich ins
Innere des Keimes abwandern und dort zu mesodermalen Strukturen beitragen.
Nach ihrer Abwanderung liegen die Stomatoblasten aber in direktem Kontakt zu
2d'? bzw. 2d?. So kann angenommen werden, daR 2d® und 2d'? den Bereich der
Epidermis bildet, die das Stomodaeum zu beiden Seiten flankiert (Abb. 17b, gelb

umrandete Flachen).

Wahrend sich in besagtem Keim die beiden ektodermalen Halften des posttro-
chalen Kelches posterior des Stomodaeums auf kurzer Strecke berlUhren, klafft
anterior-dorsal davon eine Markierungslucke, die sich, schmal beginnend ver-
breitert, dann aber kurz vor Erreichen des Prototrochgurtels wieder schliel3t und
daher etwa die Form eines Dreiecks hat (Abb. 17b, griin umrandete Flache).
Diese Lucke konnte sich nun aus dem (nicht markierten) Klon der nach ante-
rior-dorsal abgegebenen Zelle 2d'"" ableiten. Dies scheint bei erster Uberlegung
ausgeschlossen, denn gerade 2d'"" fiel WiLsON dadurch auf, daR sie sich etwa
im 42-Zellstadium in den anfangs geschlossenen Prototrochgtirtel hineinschiebt
und zu einer dorsalen Unterbrechung desselben fuhrt, die auch noch in der Tro-
chophora fortbesteht. DORRESTEIIN (1990a) zeigte dasselbe Verhalten von 2d'"
bei Platynereis auf (Fig. 1g, Seite 17). Mithin sollte man also erwarten, dal} die
resultierende Markierungslicke nach dorsal hin gedffnet und nicht von markierten
2d-Nachkommen abgeschlossen wird. Nun kann man allerdings WILSONS Abbil-
dungen entnehmen, daR 2d""" nicht einen dauerhaften Keil in den Verband der
Prototrochzellen treibt, sondern wieder nach posterior aus dem Gurtel weicht; sie

wird anschlieBend anterior von Nachkommen der bilateralen Blastomeren

12 Abschnitt ,3c und 3d*, Seite 117
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2d""?" und 2d""?> umwachsen und damit vom Prototrochgiirtel isoliert'. Weiterhin
zeigt WILSON, dal} die Nachkommen von 2d""?" und 2d""'?? nach einigen Teilungs-
schritten von der Mittellinie divergieren und dabei ein Feld freigeben, das er als
dreieckig beschreibt und das von kleinen, flachen, transparenten Zellen Gberzo-
gen wird, Uber deren Abstammung er den Leser freilich im Unklaren lassen mul3.
Da nun die gefundene mediane Markierungslicke selbst nahezu dreieckig ist und
sich an namlicher Stelle wie das von WILSON beschriebene dreieckige Areal fla-
cher Zellen befindet, ist die Annahme nicht abwegig, dal es sich hierbei um ein
Feld handelt, das aus Nachkommen der Blastomere 2d'"! besteht.

Naturlich kann die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dal® sich der
betreffende Keim nicht vollkommen normal entwickelt hat; seinem Habitus nach
zu schlieflden, sollten eventuelle Stérungen aber nicht all zu gravierend sein. Den-
noch legen die gewonnenen Beobachtungen nahe, dal® die Epidermis der
Hyposphare nach einem strengen Muster aufgebaut wird und einzelne Blastome-
ren, hier 2d?, 2d", 2d""", 2d""?" und 2d"'? strikt voneinander abgegrenzte Doma-

nen ausbilden.

Das Markierungsmuster von 2d in der Trochophora lalt keinen Beitrag am
Aufbau von Kopfstrukturen erkennen und es fanden sich keinerlei Indizien far
eine derartige Beteiligung im dreisegmentigen Wurm. 2d beschrankt sich also auf
die Bildung des Rumpfektoderms. Betrachtet man das Schicksal aller anderen
Mikromeren (siehe 4.10.), dann zeigt sich, dal} 2d sogar das gesamte Rumpfek-

toderm liefert.

4.4. Mesoderm

Spiralier verfigen im allgemeinen Uber zwei Typen von Mesoderm: der
bedeutendste Anteil wird gewdhnlich in Form vom sogenannten ,primaren”
Mesoderm von der Blastomere 4d geliefert, die meistens auch zur Bildung ento-

dermaler Anteile beitragt. Daneben bilden Mikromeren des zweiten und/oder

3 WiLsON 1892, Abb. 46 Zelle x3 = 2d"""; nach dem posterioren Abwandern der 2d'"'-Nachkom-
men bleibt die dorsale Liicke im Prototroch allerdings erhalten, dieser Bereich wird dann von
Zellen anderer Abstammung eingenommen.
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dritten Quartetts aber haufig weiteres, ,sekundares* Mesoderm™ (BOYER et al.
1996, BOYER und HENRY 1998).

Farbstoffinjektionen in die Zelle 4d von Platynereis ergaben nun gegenuber
allen in der Entwicklung vorangegangenen Blastomeren des D-Quadranten erst-
mals eine deutliche Einschrankung der Markierungsdoméane, indem keine ober-
flachlich gelegenen Teile des Tieres mehr, sondern nur noch tiefgelegene
Schichten hervortreten. Dies konnte in groRer Klarheit sowohl auf der Ent-
wicklungsstufe der Trochophora, als auch derjenigen des dreisegmentigen
Wurmes gezeigt werden. Diese Markierungen betreffen Uberwiegend das Meso-
derm, da sie im dreisegmentigen Wurm deutlich die Gestalt der Rumpfmuskulatur
wiedergeben.

In der Trochophora stellt sich die Topographie der Markierung noch sehr ein-
fach dar. Zwei vom posterioren Pol aus nach links und rechts entspringende Aste
bilden hier das vom Ektoderm des Somatoblasten 2d uberwachsene Mesoderm.
Lage und Gestalt entsprechen exakt den Verhaltnissen, wie sie von WILSON bei
N. succinea bzw. von DORRESTEIIN bei Platynereis beschriebenen wurden.

WiLsoN fand bei einer Nachuntersuchung der Keimesentwicklung von
N. succinea (1898), daR 4d" und 4d? nicht nur nach anterior die Mesodermbander
bilden, sondern noch einige sehr kleine Zellen nach der Urmundlippe hin abge-
ben. Zudem bemerkte er, dal} sich dazu noch weitere kleinvolumige Zellen
gesellen, die von den terminalen Makromeren abgeschnurt werden. All diese
kleinen Zellen heben sich durch eine starke Pigmentierung ab und kennzeichnen
nach WILSON den posterioren’ Pol des Keims. Spater, so seine Beobachtungen,
wandern diese Zellen in das Innere des Keimes ein und bilden den posterioren
Abschnitt der Wandung des Urdarms. Wegen ihrer Beteiligung am Aufbau des
Urdarms bezeichnete WILSON 4d daher als ,Mesentoblast'®. Bei Markierungs-

versuchen an anderen Spiraliern wurde ebenfalls ein Beitrag von 4d zur Bildung

" Weitere Bezeichnung in der Literatur sind ,Ektomesoderm” und ,Kopfmesoderm®. Oft wird aller-
dings auch von ,larvalem* Mesoderm gesprochen, DOHMEN (1992) weist aber darauf hin, dafl
dieser Begriff irrefiihrend ist, da daraus auch adulte Strukturen entstehen kénnen.

'* Ubersetzt in das hier verwendete Orientierungssystem VON WISTINGHAUSENS. In WILSONSCHER
Anschauung entspricht diese Stelle dem ventralen Pol.
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des Entoderms gezeigt (Cerebratulus lacteus, HENRY und MARTINDALE 1998,
llyanassa obsoleta, RENDER 1997; Haploplana inquilina, BOYER et al. 1996). bei
Platynereis fand DORRESTEIN (1990a), daR 4d’ und 4d? in der neunten Teilungs-
runde jeweils eine kleine Zelle nach dem Rand des Urmunds hin abschnuren.
Weitere Beobachtungen Uber deren Schicksal lagen bislang aber nicht vor. Die
durchgefuhrten Injektionsexperimente kdnnen nun zwar keine Auskunft Gber die
Anzahl der nach dem Urmundrand hin abgeschnlrten Zellen geben, sie zeigen
aber klar, dal} dieses zunachst oberflachlich gelegene Zellmaterial vollstandig ins
Innere des Keimes wandern muf3, da keine auf’en liegenden Markierungen
gefunden werden konnten. Und sie ergeben auch Hinweise auf das magliche
Schicksal der eingewanderten Zellen: denn es fiel auf, daly den Mesodermban-
dern einer Trochophora an ihrem gemeinsamen medianen Ursprungsort ventral
ein kompakter Zellklumpen bilateralsymmetrisch auflag, der durch eine beson-
ders hohe Farbstoffkonzentration hervorstach (Abb. 16f). Eine analoge Zellaggre-
gation mit ebenfalls Uberproportional hoher Fluoreszenz wurde auch auf der
Ventralseite des posterioren Darmabschnittes eines dreisegmentigen Wurmes
gefunden (Abb. 16c und d). In namlicher Position beschreibt MALAQUIN (1925)
zwei primordiale Keimzellen im Serpuliden Salmacina dysteri, und 1934 konnte
derselbe Autor zeigen, dal} diese aus der M-Zelle (= 4d) durch eine inaquale
Teilung hervorgehen. REBSCHER (personliche Mitteilung) gelang es inzwischen
bei Platynereis in eben jener Struktur im dreitdgigen Wurm durch
in situ-Hybridisierung die RNA eines Homologs des Drosophilagens Vasa nach-
weisen, das bei Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, dem Zebra-
barbling, dem Krallenfrosch, der Maus und der Ratte als Keimzellmarker expri-
miert wird (TAKAMURA et al. 2002).

Zieht man diese Fakten in Betracht, so kann man zu der Vermutung gelangen,
dall die von WILsON und DORRESTEIIN beschriebenen kleinen Zellen die
4d" und 4d? nach posterior abgeben und welche die kompakte Zellaggregation
auf der Ventralseite des Mesoderms bilden damit vermutlich die Lieferanten der

primordialen Keimzellen darstellen. Daher kann man auch die Maoglichkeit nicht

'° Der Begriff wurde 1897 von Conklin bei der Untersuchung von Crepidula fornicata gepragt;
1892, vor seiner Entdeckung des entodermalen Beitrags von 4d, bezeichnete WILSON sie als
,second somatoblast* bzw. ,mesoblast”.
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ausschlieRen, dall 4d Uberhaupt keinen Anteil zum Aufbau des Darmes beitragt,
sondern dieser Anteil ausschlieBlich von den kleinen Zellen abstammt, die von
den terminalen Makromeren 4A bis 4D abgeschnurt werden. Zumindest bei
N. succinea lassen sich diese eben nicht von den kleinen Zellen der 4d’ und 4d?
unterscheiden. Die Literatur zeigt, dal} bei manchen Polychaeten 4d ausschlief3-
lich zum Mesoderm beitragt. Dies berichtet ANDERSON (1966), von Amphitrite und
Arenicola. DicTus und DAHMEN (1997) fanden nach Injektionsversuchen an
Patella vulgata markiertes Entoderm in den Nachkommen von 3A bis 3C, nicht
jedoch in denen von 3D. Ebenso konnten GOTO et al. (1999) nach Injektionen in
4d von Tubifex keine Spur eines Beitrages dieser Zelle zu Endo- oder Ektoderm
finden, alle markierten Strukturen waren mesodermal.

Folgt man der Argumentation von FREEMAN und LUNDELIUS (1992), die inaqual
furchender Spiralierkeime als abgeleitet postulierten, da dieser Furchungsmodus
zu einer Vereinfachung und Beschleunigung der Fruhentwicklung fuhrt, dann
wurde ein rein mesodermales Schicksal von 4d diese Argumentation weiter

unterstutzen.

Anzumerken ist noch, da® 4d auch Beitrdage zum Mesoderm des Kopfes
leisten kdnnte, da nach Injektion dieser Zelle im dreitdgigen Wurm vier, allerdings
nur sehr schwach erkennbare, bilateralsymmetrisch angeordnete Projektionen im
Kopf zu finden waren (Abb. 16d). Auf der Entwicklungsstufe der Trochophora
beschrankte sich das Markierungsmuster dagegen ausschliellich auf die
Hyposphare. Das stinde im Einklang mit der Beobachtung VON WISTINGHAUSENS
(1891), der fur P. massiliensis das spatere Auswachsen des Rumpfmesoderms in

den Kopf beschreibt.

Bei der Untersuchung an N. succinea fand WILSON keinen Hinweis auf andere
mesodermale Stammzellen als 4d, er schrankte aber ein, dal} die Mikromeren 3a
und 3b als Quelle weiteren Mesoderms in Frage kommen koénnten. Auch
DORRESTEIN (1990a) berichtet nicht von anderen mesodermalen Strukturen bei
Platynereis als denen, die aus 4d hervorgehen.

Nun zeigen meine Injektionsexperimente an Platynereis nach Markierung der
Makromeren 1A und 1B lange Projektionen im Inneren des Kopfes dreisegmenti-

ger Jungwurmer (Abb. 5a bis ¢, Abb. 8a bis €) von drei und vier Tagen Alter.
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Entsprechende Projektionen erkennt man auch nach Actinmarkierungen durch
Phalloidin-Texas Red (Abb. 4e) und diese sind im Vergleich zu Strukturen, die
eindeutig neuronal sind, wie etwa das Neuropilem oder das Bauchmark, intensi-
ver gefarbt. Strange, die in Richtung der sich bildenden Antennen verlaufen,
enden nicht an den Antennen selbst, sondern ventral von diesen. Und schlief3lich
zeigt sich, dal} diese actingefarbten Zige zum Teil kontinuierlich in die deutlich
als solche erkennbare Rumpfmuskulatur Gbergehen. Daher muf3 der Schlul®
gezogen werden, dal} die Projektionen nach 1A- und 1B-Injektion muskularer und
mithin mesodermaler Natur sind. Vermutlich liefern die Mikromeren 3a und 3b,
eventuell auch 2b? diesen Teil des Mesoderms, wie im Abschnitt 4.10 dargelegt
wird.

Noch eine weitere mesodermale Struktur |at sich im dreisegmentigen Wurm
finden, die nicht auf 4d zurtickzufihren ist, namlich die Umhillung des Stomo-
daeums (Abb. 11b und Abb. 14d). Farbt man das F-Actingerust viertagiger Tiere
mit Phalloidin-Texas Red, dann zeigt sich ein Muster feiner, transversal und
sagittal ausgerichteter Markierungen die das Stomodaeum umgeben (Abb. 18f)
und im dreitagigen Tier noch nicht zu finden sind. Aufgrund ihrer Lage missen
sich diese Fasern aus der Umhillung des Stomodaeums herausbilden. Sie bilden
damit die Schlundmuskulatur und ihre spate Differenzierung zur solchen ist plau-
sibel, da Platynereis erst in einem Alter von sieben Tagen mit der Nahrungsauf-
nahme beginnt. Die Markierungsexperimente belegen eindeutig, dal die stomo-
daeale Umhillung von der Quadranten C und D abstammen muf}, vermutlich
tragen daher die Blastomeren 3c und 3d zu ihrer Bildung bei, wie ebenfalls im
Abschnitt 4.10 dargelegt wird.

Ein auffalliger Befund ergab sich bei der Untersuchung der Mesodermbander
in der Trochophora. Es fiel namlich auf, daf} in allen funf untersuchten Keimen
dieser Entwicklungsstufe ektodermale Zellen die den Mesodermbandern anlie-
gen, ebenfalls schwach fluoreszierten (Abb. 16f). Durch die Anwendung der
Rasterlichtmikroskopie kann ausgeschlossen werden, dal® die beobachteten
Muster durch Streuung beziehungsweise Reflexion der Fluoreszenz des benach-
barten Zellmaterials zustande gekommen ist. LANDESMAN et al. (2000) berichten
im Zusammenhang mit der Untersuchung von Xenopus-Furchungsstadien mit

herkdbmmlicher Epifluoreszenz von Pseudomarkierungen, die auf diese Ursachen
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zurtckzufihren sind. Vielmehr liegt hier ein Hinweis auf Zell-Zell-Kontakte
zwischen Ekto- und Mesoderm vor. Das verwendete TRITC-Dextran besitzt ein
Molekulargewicht von 70.000 Dalton, so daR ein Ubertritt durch Gap Junctions
ausgeschlossen werden kann, denn diese ermoglichen nur Molekulen bis zu
einer GréRe von 1.500 Dalton die Passage. Ein direkter Ubertritt einer so hoch-
molekularen Substanz ware nur Uber cytoplasmatische Bricken denkbar, wobei
dann aber zu erwarten ware, dal® die ektodermalen Zellen etwa gleich intensiv
gefarbt waren wie die des Mesoderms. Viel wahrscheinlicher ist es, dal3 ein Teil
des Dextran-TRITC-Konjugats durch endogene Glycosidasen in Bruchstlicke
gespalten worden ist. Kleinere Fragmente waren also in der Lage Gap Junctions
zu durchqueren. Denkbar ist natlrlich auch, daf® ein Teil der TRITC-Molekule
(ca. 450 Dalton) selbst freigesetzt wurde. Gesicherte Erkenntnisse hierzu lielen
sich entweder durch Koinjektion von TRITC-Dextran und Lucifer Yellow
(ca. 450 Dalton) in 4d gewinnen oder indem man die Gap Junctions mit 1-Octanol
ausschaltet, wie es YAzAKI etal. (1999) beim frihen Seeigelkeim gelang. Im
ersten Fall ware dann zwischen Ekto- und Mesoderm eine ausgeglichene Markie-
rung durch  Lucifer Yellow zu erwarten, wahrend sich die
TRITC-Dextran-Fluoreszenz auf das Mesoderm beschranken wirde. Im zweiten
Fall sollte das Signal beider Farbstoffe auf den mesodermalen Bereich

beschrankt bleiben.

4.5. Aligemeiner Aufbau des Kopfes

Samtliche Markierungen der Mikromeren des ersten Quartetts bilden
ausschlieBlich Kopfstrukturen inklusive des Prototrochs. Die Kopfstrukturen
umfassen den groten Teil der flachen, einschichtigen Epidermis sowie die
Cerebralganglien. Ganz im Einklang mit den jeweiligen Volumina der Mikromeren
1a bis 1d, wie sie DORRESTEIN (1990a) bestimmt hat, wird von den ventral gele-
genen Zellen 1a und 1b ein deutlich geringerer Anteil am Kopf gebildet, als von
den dorsal gelegenen Zellen 1c und 1d. Die Abgrenzung der Markierungsdoma-
nen ist im Wurm aber nicht strikt sektorenhaft ausgebildet, denn 1a und 1b bilden
stets auch einen median gelegenen Bereich, der sich bis weit nach dorsal
erstreckt; umgekehrt reichen die Markierungsdomanen von 1cund 1d ante-
rior-dorsal nicht bis an die Medianebene heran (vergl. Abb. 2d mit Abb. 3c und
Abb. 18a).
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Die klonale Herkunft der beiden Paare definitiver Augen konnte nicht direkt
geklart werden. Es kann aber vermutet werden, dal} sie sich aus den dorsalen
Mikromeren 1c und 1d ableiten, da nach Farbstoffinjektionen in diese Zellen
(oder aber in Vorlauferzellen) niemals eine Markierungsliicke im Bereich der
Augen gefunden werden konnte'’. Natrlich ist denkbar, daR eine ,Liicke* durch
die Autofluoreszenz der Augen maskiert wurde, dies hatte aber nur solche
Exemplare betroffen, bei denen die injizierte Farbmenge sehr gering war und die

Farbstofffluoreszenz daher ein ahnliches Niveau wie die Autofluoreszenz hatte.

4.6. Prototroch

Ein herausragendes Kennzeichen der Trochophora stellt ein aquatorialer
Gurtel cilientragender Zeller mit assoziierten Stltzzellen dar, der sogenannte
Prototroch. Er besteht auch noch im jungen Wurm, verliert sich aber vor der
Bildung weiterer Korpersegmente. Dem Prototroch wird vergleichend morpholo-
gische eine grolde Bedeutung zugemessen, da er allgemein bei freischwimmen-
den Larven von Spiraliern ausgebildet wird und seine Zellen sich bereits sehr frih
differenzieren (COSTELLO 1945).

Die cilientragenden Zellen des Prototrochs der Trochophora sollen bei
N. succinea aus Abkommlingen der Mikromeren des 1. Quartetts, namlich
122" - 1d%2, 1a%*" - 1d*?' und 1a?*?- 1d°** (WILSON 1892) entstehen, DORRE-
STEIIN (1990a) gibt abweichend davon bei seinen Untersuchungen an Platynereis
die Blastomeren 1a'-1d"?, 1a%'-1d?' und 1a?%- 1d* als Vorlauferzellen an.
Hier zeigt sich eine Diskrepanz, da WILSON nur Abkdmmlinge von 1a% — 1d? fir
die Entstehung dieser Zellen verantwortlich macht, DORRESTEIUN hingegen
zusitzlich eine Beteiligung der Zellinie 1a' — 1d" beobachtet hat. Diese Diskre-
panz mag nach einer erneuten Untersuchung von N. succinea verschwinden:
denn wahrend WILSON seine Beobachtungen mit vergleichsweise einfacher
mikroskopischer Ausstattung an fixietem Material vollzog, verwendete
DORRESTEIN lebende Embryonen von Platynereis und untersuchte sie mit Hilfe
moderner Differentialinterferenzkontrastmikroskopie mit Videoaufzeichnung. Man

kann also davon ausgehen, daly DORRESTEIJN den Verlauf der Zellteilungen sehr

i Diese Aussage beruht auf der Untersuchung folgender Injektionen: 1 mal CD, 1 mal C, 2 mal 1¢, 2 mal D und 3 mal 1d.
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sicher verfolgen konnte. Im Prinzip sind sich beide Autoren Uber die Identitat der
Zellen, die den Prototroch aufbauen, einig; der einzige Unterschied besteht darin,
welche dieser Zellen schliellich Cilien ausbilden und welche zu Stutzzellen
werden. Es ware also zu klaren, ob N. succinea tatsachlich abweichende Ver-
haltnisse zeigt, oder aber in diesem Punkt ein Beobachtungsfehler WILSONS
vorliegt. Denn zwischen der Entstehung der Trochoblasten und der Ausbildung
von Cilien in diesen Zellen vergehen immerhin einige Stunden, so dal es leicht
maoglich ist.

In der Trochophora teilt der Prototroch die anteriore Episphare von der poste-
rioren Hyposphare. WILSON stellte fest, dal} alle Bereiche anterior dieses (bis auf
eine dorsale Lucke) geschlossenen Zellkranzes ausschlieRlich von Mikromeren
des ersten Quartetts ausgebildet werden.

In der vorliegenden Arbeit stammen verwertbaren Daten Uber den Prototroch
ausschlieRlich aus der Untersuchung an dreitdgigen, dreisegmentigen Wirmern.
Unter den Nachkommen der ventral gelegenen Mikromeren 1a und 1b lassen
sich an entsprechender Stelle markierte groRvolumige Zellen feststellen (Abb. 6b,
Abb. 9b), ihre Anzahl lie3 sich aber nicht genau bestimmen, da sie zu undeutlich
gegeneinander abgegrenzt sind. Das Markierungsmuster eines dreitagigen
Wurmes nach 1d-Markierung zeigt im posterioren Abschnitt drei grof3volumige
Markierungsbereiche (Abb. 15a), die ihrer Lage nach Prototrochzellen sein
muften; fur 1c konnte ich @hnliche Verhaltnisse nicht finden, was aber an der
geringen Markierungsstarke liegen konnte.

Immunhistochemische Markierungen mit Tubulinantikdrpern ergaben, dal} die
Prototrochzellen dreitagiger Tiere sehr dicht aneinanderliegen, was es unmdglich
macht, ihre genaue Anzahl zu bestimmen. Zu den Zellen, die wahrscheinlich den
bewimperten Zellen des Prototrochs der Trochophora entsprechen, gesellen sich
weiter posterior auch noch zusatzliche ciliierte Zellen unklarer Herkunft. Es
kénnte sich hier um Abkémmlinge der Mikromeren 2a’ bis 2¢' handeln, die bei
Molluskenkeimen sekundare Trochoblasten bilden kénnen (DAMEN und DicTus
1994). Auf Abb. 18a wurden sie willkiirlich den Nachkommen von 2b zugerech-
net, denn sie befinden sich nach den Ergebnissen meiner Untersuchung gerade

im Ubergangsbereich der Nachkommen von 2b" zu 2¢' bzw. von 2b" zu 2¢”.

Viertagige Wurmer zeigen nach Anfarbung des Tubulins eine deutlich gerin-

gere GroRe der Cilienfelder, deren Anzahl gleichzeitig zugenommen hat. Dabei
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ist aber unklar, ob dies auf einer Zunahme bewimperter Zellen beruht, oder aber
die Bewimperung der ursprlnglichen Zellen in mehrere isolierte Areale zerfallt.
Wie schon bei dreitagigen Tieren gibt es im posterioren Kopfbereich einzelne
Cilienbuschel, die abseits des Prototrochgurtels liegen.

Die starken Veranderungen im Erscheinungsbild der Bewimperung des Kopfes
Uberrascht nicht, da bewimperte Zellen ihre Cilien ohne weiteres in kurzer Zeit
wieder verlieren kdénnen, wie das Beispiel der Stltzzellen oder der sekundaren
Trochoblasten im Prototroch von Patella zeigt (DAMEN und DicTus 1994). Auch
konnen Cilien sehr rasch ausgebildet werden (siehe z.B. die schnelle Entwicklung
der Cilien im Prototroch bzw. dem apikalen Wimperschopf von N. succinea und
Platynereis; (WILSON 1892, DORRESTEIJN 1990a). Aufbau und Abbau der Bewim-
perung sowie die primare Anzahl der Trochoblasten im Keim von Platynereis

erfordern daher noch eine gesonderte Untersuchung.

4.7. Kopfniere

WILSON beschreibt im Keim von N. succinea zwei langliche Zellen, die dem
Prototroch anterior eng anliegen und mit ihm die Trochophora umlaufen und

bezeichnet sie als ,Kopfniere®, da er mit Vorsicht vermutet, dal’ sie exkretorische

11211 11211
d

Funktion haben kénnten. Als Ursprung gibt er die Blastomeren 1 und 1c
an. Eine Struktur, die ahnlich gestaltet ist, konnte in einer Trochophora nach
Markierung der Blastomere 1d gefunden werden (Abb. 17d). Allerdings gehort
dieser Keim in die Gruppe derer, die den mechanischen Belastungen der Unter-
suchungen nicht standhielten und zerquetscht wurden, weswegen sich keine
Aussage Uber die ursprungliche Lage dieser Struktur treffen lalt. Das einzige
Indiz das fiir die Identitat mit der Kopfniere spricht ist die Ahnlichkeit der Form zur
Kopfniere WILSONS. Die gefundene Struktur erscheint multizellular; WILSON
beschreibt die beiden Halften der Kopfniere bis zu einem Entwicklungszeitraum
von knapp 12 Stunden als jeweils unizellular, und konnte keine Angaben dartber

machen, ob sich diese Zellen im weiteren Verlauf der Entwicklung noch Teilen.
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4.8. Larvale Drusenzellen

Sowohl N. succinea als auch Platynereis entwickeln finf sehr gro3e soge-
nannte ,larvale Drisenzellen®. Sie liegen in der Trochophora dem Prototroch
anterior an und verteilen sich symmetrisch um eine Drusenzelle, die genau in der
ventralen Mittellinie liegt. Im dreisegmentigen Wurm finden sich diese Zellen
schlie3lich anterior-ventral und verschwinden etwa im Alter von vier Tagen.
WILSON (1892) konnte keine Angaben zu ihrer Entstehung machen. Er bezeich-
nete diese Zellen als ,frontal bodies” und interpretierte sie als Drlisen, eine
Vermutung, die DORRESTEIIN etal. (1993a) nach elektronenmikroskopischen
Untersuchungen bestatigten. DORRESTEIUN und GRAFFY (1993b) konnten auch
zeigen, dal® die Drisenzellen von Nachkommen der Mikromeren 1aund 1b
abstammen, wobei offen blieb, welche Drisenzellen den einzelnen Quadranten
zuzuordnen waren. Die Injektionsexperimente ergaben jetzt, dal® sich drei
Drusenzellen aus den Nachkommen von 1b, nur zwei dagegen von 1a ableiten.
Die Zelle in der ventralen Mittellinie wird von 1b-Nachkommen gebildet (Abb. 6¢
und Abb. 9d).

4.9. Nervensystem

Markierungen im Nervensystem dreisegmentiger Wirmer lieRen sich nach
Injektion aller Mikromeren des ersten Quartetts feststellen, wobei es sich hier
neben dem Gehirn um axonale Projektionen handelt (Abb. 6d, Abb. 9c, Abb. 12c,
Abb. 15d, e). Die dazugehorigen Zellkorper konnten nicht dargestellt werden, sie
konnen sich aber nur im Gehirn befinden. Besonders viele markierte Axone
fanden sich in 1d-injizierten Exemplaren, wenige in solchen nach 1a- und
1b-Markierung. Was 1c betrifft, so steht zu vermuten, daf} auch hier eine groliere
Anzahl markierter Axone zu finden ware, da 1c einen zu 1d vergleichbaren Anteil
des Gehirns bildet. Dal} die beiden daraufhin untersuchten Exemplare nur wenige
Projektionen aufweisen, mag daran liegen, dal} diese Tiere im Vergleich zu ande-
ren nicht so gut entwickelt schienen. Andererseits darf man nicht vergessen, daf®
die Darstellung filigraner Axone nicht einfach ist. Sehr schwach gefarbte Struktu-
ren lassen sich nur um den Preis der Uberbelichtung stark fluoreszierender
Bereiche darstellen.

Wie erwartet stammen weitere markierte Tiere auf denen neuronale Strukturen
erkannt werden koénnen aus Injektionen in die Blastomeren CD und D, also
Vorlauferzellen der oben besprochenen Mikromeren 1c und 1d, aber auch aus
Injektionen in 1D. Im Gegensatz zu den Markierungsexperimenten der Mikrome-
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ren, lassen die neuronalen Strukturen, die diesen drei Zellen entstammen aber
keine einzelnen Fasern erkennen, sondern sie stellen sich als homogen gefarbte
breite Bander dar (am besten zu erkennen auf Abb. 3c). Dies konnte darauf
zurlckzufihren sein, dal filigrane axonale Projektionen durch das stark
markierte Ektoderm maskiert werden. Was die neuronalen Strukturen nach
Markierung der Makromere 1D angeht, so durften sich diese auf 2d zuruckfuhren
lassen, denn DORRESTEIN et al. (1993a) konnte durch Antikérpermarkierungen
afferente neuronale Projektionen in Form zweier Pionierfasern nachweisen, die
vom Pygidium ins Gehirn verlaufen und DORRESTEIJN und GRAFFY (1993b) gelang
es, diese auf die Blastomeren 2d? und 2d'? zuriickfiihren.

4.10. Zellen des Urmundrandes

WILSON geht in seiner Arbeit detailliert auf die Schicksale der Mikromeren des
zweiten und dritten Quartetts des A-, B- und C-Quadranten ein, die allesamt den

Rand des Blastoporus bilden oder aber ihm sehr nahe liegen (Fig. 5).

Fig. 5: Mercatorprojektion des Urmundrandes von N. succinea, noch vor dem Verschluf3 des
Urmundes, etwa im 36- bis 41-Zellstadium. Verandert nach WILSON (1892). Blick auf den vegeta-
len (posterioren) Pol mit den noch nicht Uberwachsenen, grau unterlegten terminalen Makrome-
ren. Der Urmundrand wird von allen Zellen gebildet, die die duRere Umrandung dieses Makrome-
ren-,Fensters* bilden. Die Medianebene durchschneidet die Blastomeren 2b® und 2d'". Dorsal ist
oben, ventral unten. Der durchgangige Pfeil bezeichnet die Richtung, in die bald die Blastomere
2d"" abgegeben wird (nach anterior-dorsal). Die gestrichelten Pfeile sollen andeuten, daR die
Blastomeren 2a’, 2b" und 2¢' etwas spater vom Rand des Blastoporus abwandern (WILSON,
1892). Beachte, daf’ durch die vegetale Ansicht die Quadranten im Gegenuhrzeigersinn angeord-
net sind.



Diskussion 116

In der Folge mochte ich meine Ergebnisse mit WILSONS Beobachtungen und
Interpretation Uber das Schicksal dieser Zellen vergleichen. Dazu sind etwas
ausfuhrlichere Erdrterungen notwendig, da ich die Entwicklung des zweiten und
dritten Mikromerenquartetts der A-, B- und C-Zellinien ja nicht gesondert verfol-
gen, sondern nur summarisch tber die Markierungen ihrer Vorlauferzellen 1A, 1B
und 1C erfassen konnte.

Zunachst sei nochmals daran erinnert, dal® bei Platynereis alle vier Makrome-
ren ein viertes Quartett Mikromeren abgeben (4a bis 4d), wahrend bei
N. succinea nur in der D-Zellinie eine Mikromere der vierten Generation entsteht
(4d). DORRESTEIN (1990a) merkt an, dal} bei Platynereis 4a und 4b extrem klein
sind. 4c ist offensichtlich etwas grofer, was sich auch aus der Menge klaren
Cytoplasmas ergibt die 3C noch enthalt, namlich 0,83 % des gesamten Keimvo-
lumens (3A: 0,39 %, 3B: 0,37 %)'®.Uber die Blastomeren 4a bis 4c bei Platy-
nereis konnte ich in dieser Betrachtung keine Angaben machen, ihre Beitrage

zum Aufbau des Tieres konnen aber nur minimal sein.

2a® und 2¢?

Ausgangspunkt dieser Betrachtung ist das Stomodaeum. Es soll nach WILSON
aus den Blastomeren 2a?, 2b? und 2c? entstehen, den Stomatoblasten®, wobei
WILSON selbst einschrankt, sich Uber die Beteiligung des ,mittleren Stomatobla-
sten®, der Zelle 2b?, nicht vollkommen sicher zu sein. Die Farbmarkierungen
belegen nun eindeutig, daf® in der Tat nur Zellen des A- und C-, nicht aber des
B-Quadranten an der Bildung des Stomodaeums beteiligt sind und zwar frihe-
stens solche des zweiten Quartetts, wie die Injektionen in 1A und 1C belegen,
aus denen jeweils eine Halfte des Stomodaeums markiert hervorgeht. Ob nun
spezifisch 2a® und 2¢® das Stomodaeum bilden, 13Rt sich aus den vorliegenden
Daten naturlich nicht unmittelbar erkennen. lhre Urheberschaft ergibt sich aber
aus ihre Lage im friihen Keim, namlich bilateralsymmetrisch zu beiden Seiten des

Blastoporus, und nicht zuletzt aus WILSONS Beobachtungen.

'® Dabei darf nicht vergessen werden, daR die terminalen Makromeren 4A — 4D immer noch einen
kleinen Teil des klaren Cytoplasmas behalten, der von DORRESTEIIN jedoch nicht bestimmt
werden konnte.

"9 nicht zu verwechseln mit dem Somatoblasten 2d.
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WILSON beschreibt, dal® im Zuge der Ausbildung des Stomodaeums beider-
seits von diesem je eine Gruppe von Zellen auftaucht, die ihm zufolge unzweifel-
haft Nachkommen der Stomatoblasten sein sollen, und sich zu einem Paar von
(wie er vermutet) Driisen entwickeln, die spater am Ubergang des Pharynx zum
Mitteldarm angesiedelt sind. Platynereis besitzt in diesem Bereich zwei ,Diverti-
kel, die u. U. ebenfalls Drusenfunktion besitzen, da auch SCHNEIDER (1913) sie
bei P. massiliensis gefunden und als Drisen angesprochen hat. Meine Untersu-
chungen ergaben nach Markierung der Vorlauferzellen der Stomatoblasten
(1A und 1C) sowie von 1B indes keine derart interpretierbaren Strukturen. Daher
kommt einzig 1D als Quelle in Betracht, wobei auch hier wieder gilt, daf} im aus-
gedehnten Markierungsmuster der Nachkommen dieser Blastomere eingebettete
Strukturen von den umgebenden Markierungen maskiert und daher nicht diskret

erkannt werden konnten.

Vom Fixpunkt des Stomodaeums aus, lassen sich nun Aussagen uber die

Schicksale der anderen Blastomeren ableiten:

3c und 3d

Far die Mikromeren 3c und 3d des dritten Quartetts nimmt WILSON an, dal} sie
zumindest ,Teile des Ektoblasten der zirkumoralen und zirkumanalen Regionen®
einnehmen. Meine Ergebnisse zeigen flr 3c (geschlossen aus der Injektion in
1C) weder in der Oral- noch in der Analgegend oberflachlich gelegene Muster.
Fir 3d 1aRt sich (geschlossen aus Injektion in 1D) zu diesem Aspekt keine Aus-
sage machen, da eine Region die von 3d abstammt sowohl in der Oral- als auch
in der Analgegend vom umgebenden mitmarkierten Material der Zelle 2d mas-
kiert ware. Akzeptiert man dies, dann ist offenbar, da} aus 3c und 3d andere
Strukturen entstehen muissen und eine plausible Mdglichkeit ist im Folgenden
aufgezeigt: Es sei zunachst rekapituliert, dal3 die Ergebnisse das Stomodaeum
als eine zweigeteilte Struktur zeigen, deren linke Halfte dem A-Quadranten und
deren rechte dem C-Quadranten entstammt. Aulderdem konnte gezeigt werden,
dall das Stomodaeum von einer ebenfalls bilateralsymmetrisch zweigeteilten,
einschichtigen Zellhiille eingefalBt wird, wobei die linke Halfte aber vom

D-Quadranten, die rechte vom C-Quadranten gebildet wird. Die linke Halfte des
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Stomodaeums entsteht also aus zwei verschiedenen Quadranten, mithin aus
zwei verschiedenen Blastomeren, und damit sicher nicht, wie von WILSON nahe-
gelegt, einzig aus dem linken Stomatoblasten, 2a2. Es erscheint daher verniinftig,
die Herkunft beider Teile der rechten Halfte des Stomodaeums ebensowenig von
einer einzelnen Zelle zu vermuten. In diesem Licht betrachtet stellen nun die Bla-
stomeren 3c und 3d geeignete Kandidaten fur die Herkunft jener Umhullung dar,
da sie nach der von WILSON beschriebenen Auswanderung von 2¢' und 2a’ nach
dem Prototrochgurtel in enger raumlicher Beziehung zum rechten bzw. linken
Stomatoblasten stehen. Demnach waren die Zellklone aus 3c und 3d dem
sekundaren Mesoderm, also dem Mesoderm ektodermaler Abstammung zuzu-
rechnen, was sich aus dem Umstand ergibt, dal} sie zur Bildung von Muskulatur

fuhren, wie im Abschnitt 4.4 dargestellt wurde.

3aund 3b

Das Schicksal der Zellen 3a und 3b konnte WILSON nach seinen Malstaben
nicht eindeutig ergrinden. Er beschreibt, dal} sich ihre Nachkommen zwischen
Stomodaeum und Prototroch nach anterior und lateral ausdehnen und rechnet
sie schlie3lich, wie auch 3c und 3d, dem Ektoblasten zu. Jedoch zieht er auch die
Mdglichkeit in Betracht, dal3 3a und 3b durch Einwanderung zur Bildung von
sekundarem Mesoderm ektodermaler Abstammung beitragen konnten, wie es fur
viele Spiralier nachgewiesen wurde. WILSON sieht hier Uberhaupt die einzige
Moglichkeit zur Bildung von Ektomesoderm im Keim von N. succinea. In der Tat
resultieren aus der Markierung der Blastomeren 1A und 1B Strukturen im Inneren
des Kopfes, die jedoch bilateralsymmetrisch ausgebildet sind, was nicht ihrer
anfanglichen Lage entspricht. Allerdings konvergieren diese Zellen nach WILSON
beim Verschlu® des Urmundes, ricken also schon daher aufeinander zu, und,
wenn man schon ein zusatzliches Einwandern dieser Zellen annimmt, dann kann
damit gleichzeitig eine weitere Bewegung nach einer medianen Position vermutet
werden. Actinmarkierungen mit farbstoffgekoppeltem Phalloidin prasentieren nun
im Kopf junger Wirmer ein Gewirr von Strukturen, vor allem Muskelstrangen, die
sich im Bereich des Stomodaeums haufen. Dal® aber aus Mikromeren des zwei-

ten und/oder dritten Quartetts sekundare mesodermale Strukturen hervorgehen,
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wird fUr viele Spiralier, darunter auch Polychaeten geschildert und ist, z. T. auch
mit Hilfe entsprechender Zellmarkierungen (BOYER et al. 1996 bei Haploplana
inquilina; HENRY und MARTINDALE 1998 bei Cerebratulus lacteus, bilateralsymme-

trischer Aufbau aus 3a und 3b) belegt worden.

2a’', 2b" und 2¢’

Drei der Blastomeren des Urmundrandes weisen nach WILSON ein vergleich-
bares Verhalten auf, namlich 2a’, 2b’ und 2c', indem sie im Zuge des Blastopo-
russchlusses aus dem Verband der Zellen am Urmundrand ausscheren. 2a' und
2¢" sollen demnach lateral, unterhalb des Prototrochs zu liegen kommen, und 2b'
soll eine Position zwischen dem Stomodaeum und dem Prototroch einnehmen.
Mit dieser Beschreibung WILSONS harmonieren Teile der Muster, die nach Mar-
kierungen von 1A, 1B und 1C zu finden sind: Aus 1A und 1C geht neben ande-
rem jeweils eine schmale Markierung an der posterioren linken bzw. rechten
Flanke des Kopfes hervor, die von dort aus jeweils nach dorsal Ubergreift
(Abb. 5b und Abb. 11a). Und auch unter den Strukturen, die 1B bildet, findet sich
eine schmale Markierung im posterioren Abschnitt des Kopfes, die von ventral
aus beiderseits der Flanken des Kopfes nach dorsal aufsteigt (Abb. 8a bis c). Es
ist kaum vorstellbar, dall diese Anordnung von Markierungsstreifen von anderen
Zellen denn den besagten Blastomeren 2a’ (links dorsolateral), 2b" (ventrobilate-
ral) und 2¢' (rechts dorsolateral) herrithren, denn diese sind von &quivalenter
Abstammung innerhalb ihres jeweiligen Quadranten und nehmen im Fruhkeim
eine fur diese Erklarung plausible Lage ein.

Sollte man die Mikromeren des dritten Quartetts als mdgliche Alternativen in
Erwagung ziehen, so muflte man erst erklaren wie dann die stomodaeale
Umhillung zustande kommen sollte, denn sie leitet sich nun einmal bewiesener-
mafen vom C- und D-Quadranten ab und 3c und 3d sind die einzigen Zellen die
hierflr aufgrund ihrer Lage plausiblerweise in Frage kommen. 3a und 3b schei-
den vernunftigerweise ebenfalls fur die Bildung ektodermaler Strukturen aus, da
ich zeigen konnte, dal® der A- und der B-Quadrant sekundares Mesoderm auf-
bauen und schon WILSON ja nicht ausschlieRen wollte, da® 3a und 3b solches
Mesoderm bilden kdnnten. Sollten 3a und 3b aber dennoch das posteriore linke
dorsolaterale bzw. posteriore ventrobilaterale Kopfektoderm aufbauen, dann

ergabe sich die Situation, dal} das posteriore rechte dorsolaterale Kopfektoderm
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von 2¢' gebildet werden mufte, also einer Zelle, die ihrer Abstammung nach
nicht aquivalent zu den beiden anderen ist, da sie einem anderen Quartett ent-
stammt. Das ware zwar nicht unmdglich, ist vom Standpunkt der Einfachheit aus
aber eher abzulehnen. Alternativ zu 2¢' kénnte auch noch 2c? diese Rolle ein-
nehmen, aber es ist gut begriindet, dal 2¢? zusammen mit 2a® das Stomodaeum
bildet und WILSON fand zudem, dal} diese beiden Zellen eben nicht in Richtung
des Prototrochs auswandern und war sich ihrer Rolle auch unabhangig davon

absolut sicher.

2b?

So bleibt noch das Schicksal einer Zelle zu ergrunden, die hier bislang nicht
besprochen wurde, namlich 2b® Das ist jene Zelle, in der WILSON mit leichten
Vorbehalten den ,mittleren Stomatoblasten“ sah, den es nach meinen Befunden
definitiv nicht gibt. Was ihren Werdegang betrifft, so kdonnte man nach dem Aus-
schlufdverfahren so argumentieren: das Markierungsmuster im Wurm nach
1B-Injektion zeigt neben dem ventrobilateralen ektodermalen Band im posterio-
ren Kopfabschnitt (das 2b" zugeordnet wurde, s. 0.) noch eine weitere Struktur,
die anterior des Stomodaeums transversal im Inneren des Kopfes verlauft
(Abb. 8d und e) und dem sekundaren Mesoderm zugerechnet werden muf
(siehe Abschnitt 4.4), denn ein Vergleich mit der F-Actinmarkierung auf Abb. 4e
legt nahe, dal} es sich um Muskelziige im Kopf handelt. Dieser Teil des sekunda-
ren Mesoderms sollte nun 2b? zugeordnet werden konnen, da alle anderen
markierten Strukturen passender Grof3e schon den anderen Mikromeren des
zweiten und dritten Quartetts zugeordnet wurden.

Eine positive Argumentation ist etwas komplizierter, aber moglich: Ausgangs-
punkt dafir ist, dal® Zellen unterschiedlicher Quadranten aber &aquivalenter
Abstammung mit groBerer Wahrscheinlichkeit zu gleichwertigen Strukturen fuh-
ren sollten also solche nicht &quivalenter Abstammung.

Fur diese Betrachtung sind zwei aquivalente Zellgruppen entscheidend, nam-
lich erstens 2a', 2b" und 2c' und zweitens 2a2, 2b? und 2c2. Nun muBR zwischen
den alternativen Féllen unterschieden werden, daR entweder 2b' oder 2b?
sekundares Mesoderm bildet.

Im ersten Fall (2b bildet Mesoderm) wiirde die erste dquivalente Gruppe nicht

gleichwertige Strukturen bilden, namlich 1 mal Mesoderm und 2 mal Epidermis
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und die zweite aquivalente Gruppe wuirde ebenfalls zu nicht gleichwertigen
Strukturen fuhren, namlich 1 mal Mesoderm und 2 mal Stomatoblast.

Im zweiten Fall (2b2 bildet Mesoderm) wurde die erste aquivalente Gruppe
gleichwertige Strukturen bilden (3 mal Epidermis) und nur die zweite aquivalente
Gruppe bildete nicht gleichwertige Strukturen (1 mal Mesoderm und 2 mal Sto-
matoblast)

Bildet also 2b? das Mesoderm, so ist der Aufbau des Tieres ein wenig verein-
facht und die Wahrscheinlichkeit fur diesen Entwicklungsweg sollte etwas grofer
sein.

So ergibt sich fur die Blastomeren am Rand des Urmundes folgendes Bild,
wobei nicht auller Acht gelassen werden darf, dal’ die Tabelle nicht das Resultat
von diskreten Markierungen der aufgelisteten Blastomeren darstellt. Fett unterlegt
sind alle Zellen, deren Schicksal gegentber der bisherigen Auffassung anders

verlauft.
2a® linker Stomatoblast Ektoderm
2¢? rechter Stomatoblast Ektoderm
2a’ linke dorsolaterale Kopfepidermis Ektoderm
2b' ventrobilaterale posteriore Kopfepidermis Ektoderm
2c' rechte dorsolaterale Kopfepidermis Ektoderm
2b? Kopfmuskulatur sekundares Mesoderm
3a Kopfmuskulatur sekundares Mesoderm
3b Kopfmuskulatur sekundares Mesoderm
3c rechte stomodaeale Umhiillung sekundares Mesoderm
3d linke stomodaeale Umhiillung sekundares Mesoderm

Zusammenfassend laldt sich sagen, dal} sowohl die Mikromeren des zweiten,
(mit Ausnahme von 2d) als auch des dritten Quartetts ausschlief3lich zu Struktu-
ren des Kopfes bzw. des Stomodaeums beitragen, nicht aber wie WILSON
behauptet zu ,Teilen des zirkumoralen allgemeinen Ektoblasten® bzw. zu ,Teilen
des allgemeinen Ektoblasten der zirkumoralen und zirkumanalen Regionen®. Dal}
die zirkumanale Region hier ausgeschlossen ist, wurde oben bereits gezeigt, fur
die zirkumorale Region ergibt sich dieser Ausschlul} jetzt, nachdem das Schick-
sal aller Mikromeren des zweiten und dritten Quartetts beleuchtet wurde. Daraus
folgt wiederum, dal® der D-Quadrant das gesamte Ekto- und Mesoderm des
Rumpfes bildet.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird die Zellgenealogie im Keim des Polychaeten Platynereis dumerilii
untersucht. Dazu wurde Blastomeren in jungen Keimen ein hochmolekularer fluores-
zenter Vitalfarbstoff injiziert und das Entwicklungsschicksal der jeweiligen Zellnachkom-
men untersucht. Diese Methode konnte zum ersten Mal bei einem Polychaeten ange-
wendet werden, nachdem es mir gelungen war, die zahe Vitellinhille mit Dithioerythritol
und Trypsin kontrolliert aufzuweichen ohne sie dabei ganz aufzulésen und damit den
Zusammenhalt der Zellen im Keim zu gefahrden.

Injiziert wurden alle Zellen des Zweizellstadiums (die Blastomeren AB und CD), des
Vierzellstadiums (A, B, C und D), des Achtzellstadiums (die Makromeren 1A bis 1D und
die Mikromeren 1a bis 1d) sowie die Blastomeren 2d, 2d'", 4d und 4d". Die injizierten
Keime wurden teilweise bis zur Trochophora, meistens aber bis zum dreisegmentigen
Jungwurm grof3gezogen, dann fixiert und mit Hilfe eines konfokalen Rasterlichtmikro-
skops aufgenommen, was eine Analyse der Daten in allen drei Dimensionen erlaubte.
Die Ergebnisse bestatigen, erganzen und korrigieren Beobachtungen am lebenden Keim
von Platynereis dumerilii (DORRESTEIJN 1990) und an fixierten Keimen der verwandten
Art Neanthes succinea (= Nereis limbata; E. B. WILSON 1892, 1898).

Im Ergebnis zeigte sich, dal die animal-vegetale Achse des Frihkeims der antero-
posterioren Achse des Jungwurms entspricht.

Die Zellklone der Mikromeren des ersten Quartetts sind radiar um die antero-poste-
riore Achse angeordnet und bilden bilateralsymmetrisch den gréflten Teil des Zellmateri-
als des Kopfes. 1a und 1b liefern den ventralen linken und rechten Abschnitt, jedoch
reicht die Nachkommenschaft beider Zellen median in einem schmalen Bereich auch bis
weit nach dorsal. Die Nachkommen von 1c und 1d legen sich dorsal als Kappe darlber
und umgreifen den Kopf rechts bzw. links an den Seiten bis nach ventral.

Das Schicksal der nicht individuell markierten Mikromeren des zweiten und dritten
Quartetts wurde aus den Markierungsresultaten an ihren Vorgangerzellen erschlossen.

Die Mikromeren des zweiten Quartetts lassen sehr unterschiedliche Gewebe entste-
hen: die Nachkommen des volumindsen Somatoblasten 2d proliferieren bilateralsymme-
trisch von der dorsalen Mittellinie aus und liefern das gesamte Rumpfektoderm. Die
ungleich kleineren Mikromeren 2a’ bis 2¢' bilden hingegen schmale Streifen von Ekto-
derm am posterioren Ende des Kopfes und vermitteln damit zum Rumpfektoderm;
2a? und 2c? formen auRerdem das ektodermale Stomodaeum, nicht jedoch die Zelle 2b?,
deren Nachkommenschaft sehr wahrscheinlich zu Kopfmesoderm (Muskulatur) wird.

Alle Mikromeren des dritten Quartetts sind sehr klein und bilden ausschlief3lich ,Ekto-
mesoderm®, namlich 3a und 3b in Form von Muskelstrangen im Kopf und 3c und 3d in
Form von Muskulatur, die das Stomodaeum umhiilit.

Die Schicksale der sehr kleinen Mikromeren 4a bis 4c konnten nicht erschlossen wer-
den, jedoch die Entwicklung des recht volumindsen Mesentoblasten, der Zelle 4d. Er
proliferiert wie 2d bilateralsymmetrisch von der dorsalen Mittellinie aus und liefert
Rumpfmesoderm, zudem vielleicht noch kleine Beitrage zum Aufbau des Enddarms
sowie eventuell die primordialen Keimzellen der Tiere.

Das Ektoderm der Nachkommen von 2d und das Mesoderm, das von 4d abstammt,
umwachsen die Anlage des Mitteldarms, die dotterreichen Makromeren 4A bis 4D.
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7. Berichtigungen

Diese Berichtigungen sind nur in der elektronischen Version enthalten und

nicht in der eingereichten, gedruckten Version.

Seite 112, Ende 1. Absatz

statt: Es ware also zu klaren, ob N. succinea tatsachlich abweichende Ver-
haltnisse zeigt, oder aber in diesem Punkt ein Beobachtungsfehler WILSONS
vorliegt. Denn zwischen der Entstehung der Trochoblasten und der Ausbildung
von Cilien in diesen Zellen vergehen immerhin einige Stunden, so dal es leicht
moglich ist.

lies: Es ware also zu klaren, ob N. succinea tatsachlich abweichende Ver-
haltnisse zeigt, oder aber in diesem Punkt ein Beobachtungsfehler WILSONS
vorliegt, da zwischen der Entstehung der Trochoblasten und der Ausbildung von

Cilien in diesen Zellen immerhin einige Stunden vergehen.

Seite 112, vorletzter Absatz

statt: Auf Abb. 18a wurden sie willkirlich den Nachkommen von 2b zugerechnet,
denn sie befinden sich nach den Ergebnissen meiner Untersuchung gerade im
Ubergangsbereich der Nachkommen von 2b' zu 2¢’ bzw. von 2b" zu 2¢”.

lies: Auf Abb. 18a wurden sie willkurlich den Nachkommen von 2b zugerechnet,
denn sie befinden sich nach den Ergebnissen meiner Untersuchung gerade im

Ubergangsbereich der Nachkommen von 2b' zu 2¢' bzw. von 2b’ zu 2a’,

Seite 120, Betrachtung des Schicksals der Zelle 2b?

Die Argumentation zum Schicksal der Blastomere 2b? in diesem Abschnitt ist
falsch, dieser Zelle laRt sich nicht eindeutig ein mesodermales Schicksal
zuordnen. Der B-Quadrant liefert mesodermale Strukturen, die sich auf die Zelle
3b zuriickfiihren lassen und ektodermale Strukturen, die sich auf die Zelle 2b'
zuriickfiihren lassen. Der Anteil von 2b? 14Rt sich aber tatséchlich nicht ableiten,

diese Blastomere bildet Ektoderm und/oder Mesoderm.
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Damit @ndert sich auch die Tabelle auf Seite 121 wie folgt:

2a’ | linker Stomatoblast Ektoderm

2¢? | rechter Stomatoblast Ektoderm

2a' | linke dorsolaterale Kopfepidermis Ektoderm

2b' | ventrobilaterale posteriore Kopfepidermis Ektoderm

2¢' | rechte dorsolaterale Kopfepidermis Ektoderm

2b? | nicht der mittlere Stomatoblast Ektoderm oder sekunda-

res Mesoderm

3a | Kopfmuskulatur sekundares Mesoderm
3b | Kopfmuskulatur sekundares Mesoderm
3¢ | rechte stomodaeale Umhiillung sekundares Mesoderm
3d | linke stomodaeale Umhiillung sekundares Mesoderm




