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ZUSAMMENFASSUNG

Die adaptive Radiation einer Tiergruppe ist die evolutiondre Anpassung von Morphologie,
Physiologie und Verhalten bei der ErschlieBung von neuen Habitaten und Ressourcen. Ein
eindrucksvolles Beispiel fiir diesen Prozess und die reziproke Wechselbeziehung von Form
und Funktion wird bei der Eidonomie und Anatomie des Sehsystems und des zentralen
Nervensystems der Cephalopoden gefunden. Wir haben die Histologie und Mikroanatomie
der Augen und der Gehirnneuropile von friihen Schliipfstadien von sechs Arten der coleoiden
Cephalopoden (Sepia officinalis, Rossia macrosoma, Sepietta obscura, Idiosepius notoides,
Loligo vulgaris und Octopus vulgaris) untersucht, die unterschiedliche GroRen aufweisen und
verschiedene ethodkologische Nischen bewohnen. Basierend auf transversalen Semidiinn-
schnittserien durch die Kopfregion und digitale Bildgebung wurden umfangreiche 3D-
Strukturdatensatze in lichtmikroskopischer Auflosung erstellt. Dabei werden die histo-
logischen Bilddaten der Kopfregion fiir I. notoides, R. macrosoma und S. obscura zum ersten
Mal prasentiert. Das Segmentieren der verschiedenen Nerven und Gehirnbereiche gefolgt
von Oberflachenberechnung fihrt schlielRlich zu interaktiv manipulierbaren 3D-Modellen der
Neuropile, die es ermdglichen alle Komponenten in frei wahlbaren Perspektiven und
Kombinationen darzustellen, und zu einer vergleichenden Volumetrie der homologen Loben-
neuropile. Wahrend sie sich in der absoluten GroRe betrachtlich unterscheiden, folgen das
Sehsystem und das zentrale Nervensystem der sechs Arten demselben Bauplan in bereits
adultahnlicher Konfiguration. Die Gestalt der verschiedenen Komponenten weist im
Artenvergleich einige Plastizitat auf und die Unterschiede der volumetrischen Verhaltnisse
werden im Hinblick auf ihre funktionelle Relevanz diskutiert. Artspezifische Unterschiede der
relativen Volumina der supra- und suboesophagealen Loben werden bezogen auf unter-
schiedliche Anspriiche der Lebensweise (z.B. pelagisch, benthisch) an die Arm- und
Schwimmmotorik, die Tarnung, sowie die sensorischen und kognitiven Fahigkeiten
interpretiert. Des Weiteren wurden histologische und fluoreszenzmikroskopische Unter-
suchungen an Schlipflingen von Sepia officinalis angestellt, um den Verlauf der Nerven-
bahnen von der Retina zum optischen Lobus zu verfolgen und das optische Chiasma im Detail
zu verstehen. Anhand von Semidlinnschnittserien durch das Auge und den angrenzenden
optischen Lobus wurden die optischen Nerven dreidimensional dargestellt, aber ihr

Austrittspunkt aus der Retina konnte nicht aufgeldst werden. Mittels Neurotracingversuchen
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Zusammenfassung

mit den lipophilen Carbocyaninfarbstoffen Dil, DiO und DiA wurden die Photorezeptoraxone
und ihre dazugehorigen Terminalen fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht. Die genaue
Verschaltungslogik der Photorezeptoren konnte aber nicht ermittelt werden, da die Axone
nicht ihren Photorezeptoren zugeordnet werden konnten. Um die Verschaltung der Photo-
rezeptoren ultrastrukturell zu untersuchen, wurde eine liickenlose Ultradlinnschnittserie von
137 Schnitten am Ubergang der duReren Kérnerschicht zur duReren plexiformen Schicht und
eine FIB-Bildserie mit Hilfe der Auriga®-CrossBeam® Workstation angefertigt und Ober-
flaichenmodelle der Photorezeptorterminalen erstellt. Dabei miinden nebeneinander ver-
laufende Axone am distalen Rand der dufReren plexiformen Schicht auch in nebeneinander
liegende Photorezeptorterminalen, was auf eine RegelmaRigkeit in der Verschaltung (hier:

Retinotopie) der Photorezeptoren hindeutet.
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SUMMARY

Adaptive radiation of an animal group is the evolutionary adjustment of morphology,
physiology and behavior in opening up new habitats and ressources. An impressive example
of this process and of the reciprocal interdependence of form and function is found in the
eidonomy and anatomy of cephalopod visual and central nervous systems. We investigated
the histology and microanatomy of the eyes and brain neuropiles of early post-hatching
stages of six coleoid cephalopod species (Sepia officinalis, Rossia macrosoma, Sepietta
obscura, ldiosepius notoides, Loligo vulgaris, Octopus vulgaris), showing different size and
inhabiting different ethoecological niches. Based on transversal semithin section series
through the head region and digital imaging, comprehensive 3D structure data sets were
produced in light microscopic resolution. Histological image data of the head region are
presented for . notoides, R. macrosoma and S. obscura for the first time. The segmentation
of various nerves and brain compartments followed by surface rendering finally leads on to
interactively manipulabel 3D-models of the neuropils enabling the display of all components
in arbitrary perspectives and combinations, and to comparative volumetry of homologous
lobe neuropiles. Differing in absolute size considerably, the visual and central nervous
systems of the six species follow the same bauplan in adult-like configuration. The shape of
various components shows some plasticity when comparing species, and differences in
volumetric ratios are discussed in terms of their functional relevance. Species-specific
differences in the relative volumes of supra- and subesophageal lobes are interpreted
relating to different needs of the life-style (e.g. pelagic, benthic) on the brachial- and
swimming motoric, camouflage, as well as sensoric and cognitive abilities. Furthermore
histological and fluorescence-microscopic investigations of hatchlings of Sepia officinalis
were performed, in order to follow the course of nerves from retina to optic lobe and to
understand the optic chiasm in detail. By means of semithin section series through the eye
and the adjacent optic lobe the optic nerves are displayed three-dimensionally, but their exit
from the retina could not be resolved. By neurotracing experiments with the lipophilic
carbocyanine dyes Dil, DiO and DiA the photoreceptoraxons and their associated terminals
could be visualized fluorescence-microscopically. However the precise circuitry logic of the
photoreceptors could not be determined, since the axons could not be related to their

photoreceptors. In order to investigate the photoreceptor circuitry ultrastructurally a
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Summary

complete ultrathin section series of 137 sections of the transition from outer granular layer
to outer plexiform layer and a FIB image series by means of the Auriga®-CrossBeam®
Workstation were produced and surface models of the photoreceptor terminals created.
Parallel running axons end at the distal end of the outer plexiform layer also in neighboring
photoreceptor terminals, which suggests a regularity in the photoreceptor circuitry, i.e.

retinotopy.




3D-Neuroanatomie und Feinstruktur nervoser Verschaltungen im Sehsystem von Tintenfischen

1. EINLEITUNG

1.1 Funktionelle Morphologie von ZNS und Sehsystem bei Cephalopoden

Seit der Cuvier-Geoffroy-Debatte (,Pariser Akademiestreit”) 1830 ist die intrinsische wechsel-
seitige Bedingtheit von Struktur und Funktion als ein grundlegendes Prinzip der Biologie
akzeptiert (siehe z.B. Lauder 1981; Boletzky 1997), das nicht zuletzt die Erforschung der
funktionellen Morphologie von Sehsystemen rechtfertigt (z.B. Lythgoe 1979; Archer et al.
1999). Deshalb konnen auch und gerade aus morphologischer Perspektive stichhaltige
Konzepte Uber die funktionellen Aspekte des Sehsystems sowie des peripheren und
zentralen Nervensystems gefunden werden.

Cephalopoden sind eine sehr spezialisierte und hochentwickelte Gruppe innerhalb der
Mollusca (Hanlon und Messenger 1996) und besitzen einen grofRen Verhaltensspielraum, der
mit Einschrankungen an den der Vertebraten, v.a. der Fische, heranreicht (Packard 1972). Das
Verhalten ist dabei auf die von den Sinnesorganen (Photo-, Chemo-, Mechanorezeptoren)
gesammelten Informationen und deren Verarbeitung im Nervensystem angewiesen (Hanlon
und Messenger 1996). Das Zentralnervensystem der Cephalopoden ist besonders komplex
und auch das groBte aller Invertebraten (Budelmann 1995). Mit der hier erfolgenden
Steuerung der komplexen Motorik von Tentakelapparat, Trichter, Kiefer, Flossen und Haut-
pigmentierung stellt das Gehirn der Cephalopoden somit die strukturelle Grundlage eines
vielschichtigen Jagd- und Sozialverhaltens dar. Als visuell orientierte Rauber (Messenger
1968) treten unter den Sinnesorganen v.a. die Augen hervor, die mit den konvergent ent-
wickelten Linsenaugen der Vertebraten konkurrieren kdnnen (Packard 1972), aber einige
spezifische strukturelle und physiologische Eigenheiten aufweisen. Deswegen wurden fiir die

vorliegende Arbeit das zentrale Nervensystem und das Sehsystem als Thema gewahlt.

1.1.1 Nervensystem

Zum Nervensystem der Cephalopoden gibt es zahlreiche morphologische Studien (siehe Kap.
6 Anhang, Tabelle 14). Bereits 1878 schuf Dietl eine Nomenklatur fir die verschiedenen
Loben, die bis heute mit kleineren Abanderungen Bestand hat. Anfang des 20. Jahrhunderts

wurden dann ausfiihrliche Beschreibungen des Gehirns von Sepia officinalis (Hillig 1912) und
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Einleitung

verschiedenen Teuthiden (Richter 1913; Schkaff 1914) angefertigt. Ab den 60er Jahren
wurden schliefRlich durch bessere Technik noch genauere Untersuchungen moglich. Vorreiter
war hier J.Z. Young, der selbst zahlreiche morphologische Beschreibungen v.a. zu Octopus
und Loligo veroffentlicht hat (1965b, 1965c, 1971, 1974, 1976b, 1977, 1979). Die Versuche,
das Nervensystem in Skizzen dreidimensional darzustellen und die Verbindungen der Loben
untereinander anhand einzelner histologischer Schnittbilder aufzuzeigen, erweist sich aus
heutiger Sicht jedoch als suboptimal und kann mit moderner (Computer)Technik heutzutage
leichter und praziser bewerkstelligt werden.

Zugleich gab es auch vergleichende Studien, die das zentrale Nervensystem morphometrisch
zu erfassen versuchten und auch die Volumina der Hirnloben mit den artspezifischen
Habitaten und Lebensweisen korrelierten: Angeregt durch die Arbeit von Wirz (1954, 1959)
an adulten Tieren, untersuchte Frosch (1971) die Gehirne der Schliipflinge von zehn Cephalo-
podenarten des Mittelmeeres mittels der Punktzidhlmethode und verglich die Volumen-
anteile der Hirnloben bei den verschiedenen Arten miteinander. Maddock und Young (1987)
schlieflich weiteten das Artenspektrum auf 63 Arten aus, von denen sie wiederum die

adulten Tiere volumetrisch untersuchten und die Ausmale der Loben angaben.

1.1.2 Sehsystem

Die Linsenaugen der coleoiden Cephalopoden haben sich konvergent zu denen der Verte-
braten entwickelt (Packard 1972; Land 1984; Sivak 2004). Dabei zeigen die ektodermalen
Photorezeptoren der Cephalopoden im Gegensatz zu denen der Vertebraten zum Licht
»everse” Retina), und die erste synaptische Verschaltung findet erst in den optischen Loben
und nicht (wie bei den Wirbeltieren) bereits in der Retina statt. Deshalb wird der Cortex der
optischen Loben auch ,retina profunda” (tiefe Netzhaut) genannt (Young 1974). Auf dem
Weg zum optischen Lobus erfahren die optischen Nervenfasern eine Kreuzung in der dorso-
ventralen Ebene, d.h. die Axone der dorsalen Photorezeptoren ziehen in den ventralen
Bereich des optischen Lobus und anders herum (Kopsch 1899; Stanier und Young 1955;
Young 1962b, 1971). Der genaue Verlauf der Axone im optischen Chiasma ist an den bisher
publizierten Skizzen (Young 1962b, 1971; Saidel 1979; Williamson et al. 1993) nur schwer
nachzuvollziehen, auch wenn Young (1971) versucht die Verdrehung der einzelnen

Nervenfasern und ihre Abspaltung vom Nervenbiindel darzustellen (ibid. Fig. 16.24, 16.25).
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Durch das Chiasma wird das durch die Linse invertierte retinale Bild im Lobus (zumindest
vertikal) reinvertiert, so dass die topographische Karte der Retina im optischen Lobus
erhalten bleibt (Retinotopie; siehe Young 1962b; Saidel 1979; Williamson et al. 1993). Die
Terminalen der Photorezeptoraxone liegen schlieRlich in der duReren plexiformen Schicht
des optischen Lobus und bilden somit den ersten Verschaltungshorizont. Dieser Bereich
wurde bereits eingehend elektronenmikroskopisch untersucht (Dilly et al. 1963; Case et al.
1972; Cohen 1973c), die Verschaltungsgeometrie und anzunehmende Zelltyp-Selektivitaten
konnten aber anhand von Einzelschnitten nicht gezeigt werden.

Die AugengrolRe, Photorezeptorldnge und Photorezeptordichte haben allgemein sowohl auf
die Sehscharfe wie auch die Empfindlichkeit Auswirkungen (siehe z.B. Warrant und Locket
2004; Scharpf et al. 2008). Auch durch grofRere Pupillen, durch die mehr Licht gesammelt
wird, und die Kopplung mehrerer Photorezeptoren (rdumliche Summation) kann die
Empfindlichkeit verbessert werden (Warrant 1999; Warrant und Locket 2004), wobei aber
durch die Summation (Konvergenz benachbarter Photorezeptorgruppen) die raumliche Auf-
[6sung entsprechend abnimmt. Die von Warrant und Locket (2004) beschriebene Moglich-
keit, dass die Photorezeptordichte in unterschiedlichen Bereichen des Auges variieren kann
und somit die visuelle Umwelt widerspiegelt, wurde bei Cephalopoden durch Verhaltens-
versuche und histologische Untersuchungen bestatigt. So beschreibt Messenger (1968) fiir
Sepia officinalis das visuell gesteuerte Jagdverhalten in Verbindung mit Augenbewegungen,
die darauf hindeuten, dass bestimmte Bereiche der Retina eine besonders hohe Empfindlich-
keit und/oder Sehschéarfe aufweisen. Dies wird auch durch die Arbeit von Young (1962a), der
bei Octopus einen Streifen entlang des Augendquators fand, in dem die Photorezeptoren
langer und diinner sind, gestitzt. Auch Talbot und Marshall (2010a, 2010b) haben kiirzlich
gezeigt, dass die Retinae der von ihnen untersuchten Arten einen horizontalen Streifen mit
erhohter Photorezeptordichte aufweisen, der in seiner Lage dem potenziellen Horizont in
ihrem Habitat entspricht. Die Sehschéarfe der coleoiden Cephalopoden ist mit der der Verte-
braten vergleichbar (Muntz und Gwyther 1988; Sweeney et al. 2007), wobei die Sehscharfe
von Vampyroteuthis infernalis sogar der des Menschen gleichkommen diirfte (Sweeney et al.
2007). Durch die Linse mit graduellem Brechungsindex und einer Brennweite, die ungefahr
dem 2,5fachen des Radius entspricht (Matthiessens Verhaltnis, siehe z.B. Muntz 1977; Sivak

1982; Land 1984; Sivak et al. 1994), konnen Objekte in einer Entfernung vom Unendlichen bis
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Einleitung

zu wenigen Zentimetern scharf und fehlerarm abgebildet werden (Sivak 1982; Hanlon und
Messenger 1996). Coleoide Cephalopoden gelten allgemein als farbenblind, da sie in
Verhaltenstests nicht zwischen Farben, sondern nur zwischen Helligkeiten unterscheiden
konnen (Messenger 1973, 1977). Dies wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass die
Rhabdome in der Retina der coleoiden Cephalopoden nur ein einziges visuelles Pigment ent-
halten, das bei verschiedenen Arten unterschiedliche Absorptionsmaxima aufweist (Hara und
Hara 1967; Hara et al. 1967; Seidou et al. 1990). Einzige bisher bekannte Ausnahme ist
Watasenia scintillans, die durch ihre drei visuellen Pigmente und ihre 2-Etagen-Retina
Wellenlangen unterscheiden kann (Matsui et al. 1988; Seidou et al. 1990; Michinomae et al.

1994).

Durch Verhaltenstests (Moody und Parriss 1960, 1961; Rowell und Wells 1961; Jander et al.
1963; Shashar und Cronin 1996) und elektrophysiologische Studien (Tasaki und Karita 1966a,
b; Saidel 1980) konnte gezeigt werden, dass neben allgemein fortgeschrittenen
Sehleistungen die Fahigkeit des Polarisationskontrastsehens unter den Cephalopoden weit
verbreitet ist. Dadurch werden z.B. Loligo pealei (Shashar et al. 1998b) und Sepia officinalis
(Shashar et al. 2000) befdhigt, auch bei Schwachlichtverhaltnissen transparente Beute
leichter zu entdecken und zu fangen. AulRerdem wird vermutet, dass Uber die Hautober-
flaichenmuster mit Hilfe des Polarisationskontrastes intraspezifische Kommunikation be-
trieben wird, da diese im Polarisationskanal besonders kontrastreich erscheinen (Shashar et
al. 1996; Grable et al. 2002; Boal et al. 2004; Shashar et al. 2004).

Als morphologische Basis dafiir dienen die orthogonal zueinander ausgerichteten Microvilli
in den photorezeptiven Rhabdomen der Retina, die durch die Elektronenmikroskopie nach-
gewiesen werden konnten (Wolken 1958; Moody und Robertson 1960; Moody und Parriss
1961; Yamamoto et al. 1965). Dabei bilden vier Rhabdomere von vier benachbarten Seh-
zellen ein Rhabdom, in dem die Microvilli gegeniberliegender Rhabdomere parallel
zueinander und die Microvilli benachbarter Rhabdomere rechtwinklig zueinander ange-
ordnet sind (Bernard und Wehner 1977). So kann, geeignete Verschaltungsregeln voraus-
gesetzt, jedes Rhabdom als Zwei-Kanal-Analysator fungieren (Moody und Parriss 1961). Es
wird vermutet, dass die Verarbeitung der Information Ulber die Polarisationsebene auf eine

analoge Art und Weise erfolgt wie die der chromatischen Informationen beim Farbensehen,
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wobei der Stimulus in eine Intensitdtsskala umgewandelt wird (Bernard und Wehner 1977).
Die Frage der zentralen Integration der Informationen, die von den orthogonal zueinander
stehenden Photorezeptoren stammen, ist bisher jedoch immer noch offen (Saidel et al.
1983). Gerade in Bezug auf das Polarisationskontrastsehen ware es interessant, die Ver-
schaltungsgeometrie der Photorezeptorzellen eines Rhabdoms in der dufleren plexiformen

Schicht zu kennen.

1.1.3 Anpassung des Sehsystems an die Lebensweise

Coleoide Cephalopoden sind nahezu sofort nach dem Schlupf als visuell orientierte Rauber
aktiv. Demnach spielt das Sehvermogen eine herausragende Rolle (Messenger 1968;
Villanueva et al. 1996), da der verbleibende innere Eidotter innerhalb der ersten Tage
aufgebraucht wird und die Schlipflinge sofort Beute fangen miissen, um zu Uberleben. Dabei
muss ihr Sehsystem an die jeweilige Lichtbedingungen der Umwelt und die Sichtbarkeit der
Beute auf eine artspezifische Weise angepasst sein. Offensichtlich sind die Schlipflinge
voradaptiert an die speziellen Anforderungen ihres Habitats, eine Tatsache, die sich unter
anderem in den morphologischen Unterschieden der Augen und optischen Loben der ver-
schiedenen Arten widerspiegeln sollte. Schlipflinge von Sepia officinalis zum Beispiel be-
sitzen ziemlich groBe Augen mit einer hohen Sehscharfe, die sich mit dem Wachstum nur
noch wenig verbessert (da die Augen langsamer wachsen als der Rest des Korpers: Groeger
et al. 2005; 2006). Die Empfindlichkeit nimmt dabei mit zunehmender GréRe leicht ab.
Nichtsdestotrotz kommt es auch wahrend des allometrischen Wachstums auf die Augen-
groRRe an, da die Zellzahlen eines zweidimensionalen Rezeptororgans wie der halbkugeligen
Retina mit dem Quadrat des Radius ansteigen, bei den dreidimensionalen Hirnloben jedoch

mit der dritten Potenz.

Eine Anpassung an Unterschiede im photischen Habitat (z.B. pelagisch vs. benthisch,
Flachwasser vs. Tiefsee, siehe Tabelle 1) spiegeln sich auch in der Spektralempfindlichkeit der
Photopigmente wider (Muntz und Johnson 1978). Das visuelle Pigment der Oegopsida, die in
groBen Tiefen vorkommen, weist ein Absorptionsmaximum von 480 nm auf, wohingegen das
Maximum vom epipelagialen Loligo peali bei 493 nm liegt. Die Octopoden als

Flachwasserbewohner weisen aber bei noch kirzeren Wellenlangen (470 — 477 nm) ihr
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Einleitung

Maximum auf als die Oegopsida. Deswegen sehen Muntz und Johnson (1978) bei den
Cephalopoden eine starkere Korrelation der spektralen Eigenschaften der visuellen Pigmente
mit der Phylogenie als mit den Lichtgegebenheiten. Andererseits ist nicht auszuschliel3en,
dass blauempfindliche Photorezeptoren besonders gut fir ein Polarisationskontrastsehen
geeignet sind, da die streuungsbedingte Polarisation des Hintergrundlichtes unter Wasser bei

kurzen Wellenlangen besonders markant ist (M. HeR, persdnliche Mitteilung).

Tabelle 1: Lebensweise der untersuchten Arten.

Art Lebensweise Schliipfling Lebensweise Adultus

Sepia officinalis Schliipft adult-dhnlich, Benthisch, demers, neritisch (Jereb
benthopelagisch und Roper 2005)
(Nixon und Mangold 1998)

Rossia macrosoma Schllpft adult-dhnlich (Boletzky Benthisch, demers (Jereb und Roper
und Boletzky 1973), benthisch 2005)
(Boletzky 2003)

Sepietta obscura Benthisch (Boletzky et al. 1971; Benthisch mit vertikalen Migrationen
Boletzky 2003) (Jereb und Roper 2005)

Idiosepius notoides Planktonisch (Boletzky 2003; Nero-benthisch (Boletzky 2003;
Yamamoto et al. 2003) Yamamoto et al. 2003)

Loligo vulgaris Planktonisch (Boletzky 1974; Neritisch mit vertikalen Migrationen,
Jereb und Roper 2010) semi-pelagisch (Roper et al. 1984;

Jereb und Roper 2010)

Octopus vulgaris Planktonisch, (33 — 54 Tage) Benthisch, neritisch (Roper et al.

(Nixon und Mangold 1998) 1984)

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Da selbst durch gut ausgewdhlte histologische Schnittebenen (in 2D) nur ein skizzenhaftes
Gesamtbild der 3D-Strukturen des ZNS der Cephalopoden erzielt werden kann, wird in dieser
Arbeit eine komplettere Beschreibung und eine leichter nachvollziehbare Darstellung durch
moderne Methoden der computergestiitzten 3D-Bildgebung auf der Basis von Schnittserien
und digitalen 3D-Oberflaichenmodellen angestrebt. Durch die manuelle Segmentierung wird
zusatzlich eine prazise 3D-Morphometrie ermoglicht (z.B. Volumetrie, Strecken- und
Winkelmessungen im Raum). In der vorliegenden Arbeit sollen die 3D-Mikroanatomie und
die Histologie der Augen und des zentralen Nervensystems der Schliipflinge von sechs Arten
der coleoiden Cephalopoden aus verschiedenen Familien und mit unterschiedlicher GroRe,
Habitat und Verhalten untersucht werden. So wird die Datengrundlage fiir die strukturelle

Beschreibung und den interspezifischen Vergleich, bei dem eine funktionelle und adaptive
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Deutung vorgenommen wird, und fir weiterfihrende Untersuchungen am Sehsystem
geliefert. Dabei sollen die interspezifischen Strukturunterschiede, die auch zu funktionellen
Unterschieden fiihren, als Anpassungen an die unterschiedlichen Anforderungen an das
Sehsystem in unterschiedlichen Habitaten und bei unterschiedlichem visuell gesteuertem
Verhalten nach dem Schlupf erklart werden.

Anhand von verschiedenen Schnitttechniken (Semi-, Ultradiinn- und Vibratomschnitte),
Farbemethoden (klassisch histologisch und Fluoreszenzmarkierung) und mikroskopischen
Verfahren (Licht-, Laserscanning- und Elektronenmikroskopie) soll schlieBlich das Sehsystem
und hier im Speziellen die Photorezeptoren von der Retina bis zum optischen Lobus
untersucht werden. Dabei liegt das Augenmerk auf der Entwirrung des optischen Chiasmas
und der Verfolgung der Photorezeptoraxone durch dieses bis zu ihrem Terminationshorizont
in der duBeren plexiformen Schicht des optischen Lobus. Es soll zugleich die Retinotopie als
topographische Abbildung der Retina im optischen Lobus nachvollzogen werden. Aufgrund
der verfligbaren elektronenmikroskopischen Moglichkeiten (ssTEM, FIB-FESEM) soll auRer-
dem eine dreidimensionale Feinstrukturuntersuchung des ersten Verschaltungshorizonts in
der duBeren plexiformen Schicht durchgefiihrt werden. Dabei soll die Verschaltungs-
geometrie der Photorezeptorterminalen zueinander bzw. untereinander und mit den

Sekundarneuronen dargestellt werden.
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2.MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Zur Untersuchung der 3D-Neuroanatomie und Feinstruktur nervoser Verschaltungen im
Sehsystem wurden die Schllpflinge von sechs Arten der coleoiden Cephalopoden verwendet.
Schlipflinge eignen sich fiir die angewandten Methoden besonders gut, da sie noch viel
kleiner als die Adulti sind, aber trotzdem Uber ein weit entwickeltes Nervensystem und ein
bereits funktionierendes Sehsystem verfiigen. Es wurden fiinf Vertreter der Decapodiformes
(Sepia officinalis, Rossia macrosoma, Sepietta obscura, Idiosepius notoides und Loligo
vulgaris) und ein Vertreter der Octopodiformes (Octopus vulgaris) untersucht. Die
Schliipflinge wurden je nach Verfligbarkeit fiir die verschiedenen Methoden verwendet

(siehe Tabelle 2).

Sepia officinalis

Die Schlipflinge von S. officinalis stammen aus Eiern, die im August 2008 und 2010 in der
Bucht von Barbariga nahe Rovinj (Nordadria, Kroatien) und im Juli 2011 nahe Roscoff
(Atlantik, Frankreich) gesammelt wurden (Abb. 1B+E). Die Eier wurden bis zum Schlupf in

einem Aquarium gehalten.

Rossia macrosoma und Sepietta obscura

Die Schliipflinge von R. macrosoma und S. obscura stammen aus Zuchtexperimenten an der
Meeresstation Banyuls (Dr. Sigurd von Boletzky, Laboratoire Arago, Banyuls-sur-Mer,
Frankreich, Abb. 1D-F). Von ihnen standen vorgefertigte, gefarbte Paraffin-Schnittserien auf
Glasobjekttragern zur Verfligung, die uns zur Digitalisierung und spaterer Bearbeitung (iber-
lassen wurden. Die Praparate waren ,routinemalig abwechselnd mit ,,Azan“ (Azocarmin +
Anilinblau + Orange G) und ,Trichrome de Masson” (Eisen-Hamatoxilin + Fuchsin + Phosphor-

wolframsaure + Ponceau-Rot + Lichtgriin) gefarbt” (Dr. Sigurd von Boletzky, pers. Mitteilung).

Idiosepius notoides
Adulti von I. notoides wurden von Tim Wollesen in der Moreton Bay (Pazifik, Queensland,

Australien, Abb. 1G+H) gesammelt und zur Reproduktion in Aquarien gehalten (Wollesen et
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al. 2009, 2010b). Die uns zur Verfligung gestellten Schliipflinge wurden fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur in Paraformaldehyd bzw. Glutaraldehyd fixiert und in Phosphatpuffer mit

Natriumazid gelagert.

Loligo vulgaris
L. vulgaris kommt aus dem Aquarium in Roscoff (Frankreich, Abb. 1A+E), wo Laichschniire

aus dem nahegelegenen Atlantik bis zum Schlupf in Aquarien gehaltert wurden.

Octopus vulgaris
Der Schliipfling von O. vulgaris lag als vorgefertigte, Azan-gefarbte Paraffin-Schnittserie auf
Glasobjekttragern aus dem Histologie-Kursbestand der Universitat Wien vor und wurde uns

zur Digitalisierung Giberlassen (Abb. 1C+E).

Systematische Klassifizierung der untersuchten Arten (nach Young et al. 2012)

Unterklasse: Coleoidea
Uberordnung: Decapodiformes
Ordnung: Sepioidea
Familie: Sepiidae (Sepia officinalis Linnaeus, 1758)
Familie: Sepiolidae
Unterfamilie: Rossiinae (Rossia macrosoma (Delle Chiaje, 1829))
Unterfamilie: Sepiolinae (Sepietta obscura Naef, 1916)
Ordnung: unsicher
Familie: Idiosepiidae (Idiosepius notoides Berry, 1921)
Ordnung: Teuthoidea
Unterordnung: Myopsida
Familie: Loliginidae (Loligo vulgaris Lamarck, 1798)
Uberordnung: Octopodiformes
Ordnung: Octopoda
Unterordnung: Incirrata

Familie: Octopodidae (Octopus vulgaris Cuvier, 1797)
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L
Moreton
Bay

Abbildung 1: Verwendete Tiere und Karten zur Herkunft.

: Loligo vulgaris: osmierter Schllpfling eingebettet in Epon.

: Sepia officinalis: relaxierter Schlipfling.

: Octopus vulgaris: fixierter Schlipfling.

: Rossia macrosoma: Foto von Hilmar Hinz (publiziert auf der MarLIN Website).
: Europakarte mit den Fundorten bzw. Bezugsquellen der Schliipflinge.

: Sepietta obscura: (http://www.abyssoblu.com/cephalopods003sepiolidae.htm)
: Australienkarte mit dem Fundort von Ildiosepius notoides.

: Idiosepius notoides: fixierter Schliipfling.

IOTMmMOOW>»
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die untersuchte Arten und die verwendeten Methoden.

et tM Rekon?;::'uktion F"-'/Oc“:;::“z TEM FIB
Sepia officinalis X X X X X
Rossia macrosoma X X

Sepietta obscura X X

Idiosepius notoides X X

Loligo vulgaris X X

Octopus vulgaris X X

2.2 Methoden

2.2.1 Fixierung

Fiir die verschiedenen angewandten Methoden war es notig, dass das vorhandene Material
optimal fixiert war. Vor der Fixierung wurden die Schliipflinge mit meerwasserisotonischer
Magnesiumchloridlésung (MgCl,) relaxiert.

Fir die Lichtmikroskopie wurden die Schllpflinge fir zwei Wochen entweder in 4%
Formaldehyd oder 2,5% Glutaraldehyd jeweils in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) fixiert,
welches dann in mehreren Spllgdangen mit Phosphatpuffer ausgewaschen wurde. Vor der
Einbettung in Kunstharz (Epon) erfolgte dann noch eine Postfixierung in 1%iger
Osmiumtetroxid-Losung (2%iges OsO4 und 0,2 M Phosphatpuffer im Verhaltnis 1:1) auf Eis
fur zwei Stunden.

Fiir die Fixierung fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde 4% Formaldehyd verwendet, da
Glutaraldehyd eine starke, breitbandige Eigenfluoreszenz des fixierten Gewebes verursacht.
Fiir die Untersuchung am Transmissionselektronenmikroskop wurden die Schliipflinge fir 2
Wochen in 2,5% Glutaraldehyd fixiert und bis zur Weiterbearbeitung im Kihlschrank in
Phosphatpuffer mit Natriumazid aufgehoben. Vor der Einbettung in Epon wurden die
fixierten Schlipflinge zunachst fur zwei Stunden auf Eis in 1%iger Osmiumtetroxid-Losung
(2%iges OsO4 und 0,2 M Phosphatpuffer im Verhaltnis 1:1) nachfixiert.

Fir die Untersuchung am FIB-FESEM wurden die Schliipflinge in 2.5% Glutaraldehyd mit 1%
Tannin fixiert. Ein Stlick eines optischen Lobus wurde dann osmiert (1% OsO; in 0,1 M
Cacodylatpuffer, 2 Stunden auf Eis), und anschlieend fiir eine Stunde bei 40 °C mit 1%iger

Uranylacetatlosung behandelt.
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2.2.2 Praparation

Da fiir die gegebenen Fragestellungen nur der Kopfbereich der Schlipflinge interessant ist,
wurde bei den gréBeren Schlipflingen der hintere Teil des Kérpers mittels einer scharfen

Rasierklinge entfernt und nur der vordere Teil weiterverarbeitet.

Neurotracing

Flir die Neurotracingversuche wurde bei den verwendeten Schliipflingen mit einer scharfen
Rasierklinge unter dem Stereomikroskop Cornea und Linse von den Augen abgetrennt. An-
schlieBend wurden auf die Photorezeptoren der Retina Kristalle der lipophilen Carbocyanin-
farbstoffe Dil, DiO bzw. DiA (siehe Tabelle 3) mit einer feinen Nadelspitze in unterschiedlichen
Anordnungen (siehe Tabelle 4) aufgebracht. Das Auge wurde dann mittels Agar (4% Agarose
in Phosphatpuffer) verschlossen. Die Praparate wurden in einer feuchten Kammer mit
Phosphatpuffer mit Natriumazid aufbewahrt, die anschlieRend mit Parafilm verschlossen, in
Alufolie eingewickelt, beschriftet und in einer dunklen Schublade bei Raumtemperatur
gelagert wurde. Nach einer Laufzeit von zwei bis elf Tagen, in der sich die Carbocyanin-
farbstoffe durch laterale Diffusion in den Plasmamembranen ausgebreitet hatten, wurde der
Agarpfropfen entfernt und die Kristalle mit dem Wasserstrahl aus einer Wasserspritzflasche
weggespllt, um diffuse Fluoreszenzfarbung beim Schneiden zu vermeiden. Der Kopf des

Schlipflings wurde dann in 4% Agar eingebettet (siehe Kapitel 2.2.3).

Tabelle 3: IUPAC-Namen und Exzitations-/ Emissonswerte der verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffe.

Exzitations- Emissions-

Abkiirzung IUPAC-Name (englisch) maximum (nm) | maximum (nm)

1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3'-

bil tetramethylindocarbocyanine perchlorate 243 265

DiO 3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate 484 501

DIA 4-(4—(d|hexader!ar11mq)styryl)-N— 456 590
methylpyridinium iodide

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole 358 461

4-[3-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2(3H)-
To-Pro-3 ylidene)prop-1-en-1-yl]-1-[3- 642 661
(trimethylammonio)propyl]quinolinium
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die Vibratomschnitte und das Auflegemuster der Carbocyaninkristalle
auf der Retina von Sepia officinalis.

. . Laufzeit | Schnittdicke -
Tier Tracer Linkes Auge | Rechtes Auge Kernfarbung
(Tage) (nm)
01 Dil @ @ 7 100 DAPI
a 0] P a

02 DiO O Q 7 100 -
04 Dil @ @ 2 100 To-Pro-3
05 | Dil, DiO, DiA @ @ 6 80 DAPI
06 Dil, DiO, DiA @ @ 6 80 DAPI
07 | Dil, DiO, DiA Q @ 6 80 DAPI
08 Dil, DiO Q @ 8 80 DAPI
09 Dil, DiO Q Q 8 80 DAPI
10 Dil @ @ 7 70 DAPI
11 Dil @ Q 7 100

N
N
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12 Dil @ Q 7 100 —
13 Dil . @ 6 100 —
14 Dil @ @ 6 100 —
15 Dil, DiO O O 6 100
16 Dil, DiO @ @ 6 100
17 Dil, DiO @ Q 6 100
18 Dil, DiO @ . 11 100
19 Dil, DiO Q . 11 100
20 Dil, DiO . . 9 100
21 Dil, DiO @ . 9 100 —

a: anterior, p: posterior, lila: Dil, orange: DiO, rot: DiA.
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2.2.3 Einbettung

Epon

Da die Praparate fir die Einbettung in Kunstharz vollig wasserfrei sein mussten, wurden sie
zuerst Uber eine aufsteigende Acetonreihe entwassert. Dazu wurden sie fir jeweils 20-30
Minuten in 30%, 50%, 75%, 90%, 99% und dreimal 100% Aceton gegeben. Zur Infiltration mit
Epon wurden die Schliipflinge nach der Entwéasserung zuerst in ein Gemisch von 100%igem
Aceton und Epon im Verhaltnis 1:1 Gberfihrt und in geschlossenen Schnappdeckelglasern fiir
zwei Stunden rotiert. Nach Abnahme der Deckel wurden die Schnappdeckelgldser zur
Verdampfung des Acetons Uber Nacht in einen Exsikkator gestellt, um sicher zu gehen, dass
die Proben kein Wasser aus der Luft ziehen. AnschlieBend wurden die Praparate fiir vier
Stunden in reines Epon Uberfiihrt und schliefRlich in Epon mit dem Beschleuniger DPM in
Silikonféormchen eingebettet. Zum Auspolymerisieren wurden die Formen fiir zwei Tage in

den Warmeschank bei 60 °C gestellt.

Agar

Zur Einbettung in Agar wurde zundchst 4%ige Agar aus Agarose in Phosphatpuffer angesetzt
und in der Mikrowelle erwdarmt bis sich die Agarose geldst hatte. Nun wurde die Vertiefung
einer 24-Mikrotiterplatte mit Agar befillt und das Prdparat aus dem Puffer in den Agar
Uberfihrt. Dabei wurde es im Agar leicht hin und her bewegt, damit eine gute Verbindung
zwischen Tier und Agar hergestellt werden konnte, was fir ein gleichmaRiges Schneide-
ergebnis von groRer Bedeutung ist. Nach dem Festwerden des Agars konnte das eingebettete
Praparat aus der Mikrotiterplatte genommen werden und das liberschissige Einbettmedium

zum Trimmen mit einer Rasierklinge entfernt werden.

2.2.4 Schneiden und Fiarben

Semidiinnschnitte

Fiir Semidiinnschnitte wurden die in Epon eingebetteten Schlipflinge in einem Praparate-
halter fur Ultramikrotome eingespannt und anschliefend das Bléckchen mit einer Rasier-
klinge so zu einer Pyramide getrimmt, dass eine moglichst kleine, trapezformige Schnitt-
flache Ubrigblieb. An der Unterkante des Eponblocks wurde dann Pattex mit Xylol vermischt

angebracht, um beim Schneiden Schnittbander zu erhalten (nach Ruthensteiner 2008). Am
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Ultramikrotom MT-7000 der Firma RMC wurden dann mit einem Diatome® Histo Jumbo
Diamantmesser Semidiinnschnittbdander mit einer Dicke zwischen 1,35 um und 3 um
angefertigt (siehe Tabelle 5 Tabelle 6) und auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden
auf einer Warmeplatte bei 60 °C gestreckt, bei 80 °C getrocknet und schlieBlich mit
Methylenblau/Azurblau nach Richardson gefarbt (Richardson et al. 1960). Zur Aufbewahrung
und zur optimalen Abbildung am Lichtmikroskop wurden die Objekttrager anschlieBend mit

Deckglasern und DPX eingedeckt.

Vibratomschnitte

Die in Agar eingebetteten Kopfe wurden am Vibratom Leica VT 1000S mit einer Rasierklinge
in Horizontalschnitte mit einer Dicke von 70 bis 100 um zerlegt, die in Puffer aufgefangen und
anschlieend auf Objekttrager aufgebracht wurden. Die Farbung der Zellkerne erfolgte
nachtraglich mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI bzw. To-Pro-3 (siehe Tabelle 3) fiir ca.

dreillig Minuten.

Tabelle 5: Schnittserien von der Kopfregion von Cephalopoden-Schlipflingen.

Art Schnitte | Schnitt- | Auflésung Auflésung Herkunft
dicke (Photo) um/px | (Reko) um/px
Sepia officinalis 2060** 2,6 um 5,15 5,15 Rovinj
Rossia macrosoma | 322 7 um* 1,43 4 Banyuls
Sepietta obscura 410 8,75 um* | 1,43 4 Banyuls
Idiosepius notoides | 1080** 3 um 2,58 2,58 Moreton Bay
Loligo vulgaris 1188** 2,1 um 0,73 1,46 Roscoff
Octopus vulgaris 178 8,7 um* 0,44 1,79 Wien

* Die Schnittdicke wurde nach der 3D-Rekonstruktion auf diesen Wert korrigiert, um kugelige Linsen
zu erhalten.
** Hiervon wurde jeder vierte Schnitt zur Rekonstruktion verwendet.

Tabelle 6: Semidiinnschnittserien durch Auge und optischen Lobus von Sepia officinalis.

Serie Schnitte | Schnittdicke Auflosung [um/px] Herkunft
Serie 1 288 1,35 um 1,61 Rovinj
Serie 1 Detail 55 1,35 um 0,32 Rovinj
Serie 2 557 1,5 um 0,97 Rovinj

25




3D-Neuroanatomie und Feinstruktur nervoser Verschaltungen im Sehsystem von Tintenfischen

Ultradiinnschnitte

Vor der Erstellung der Ultradiinnschnittserie wurden zuerst Semidinnschnitte durch den
Kopf eines glutaraldehydfixierten und in Epon eingebetteten Schllpflings von S. officinalis in
Epon eingebettet angefertigt, um die gesuchte Region zu finden. Am Ultramikrotom Leica EM
UC6 wurde dann eine Ultradiinnschnittserie von 137 Schnitten am Ubergang der duRReren
Kornerschicht zur duReren plexiformen Schicht mit einer mittleren Schnittdicke von 70 nm
angefertigt. Die Schnitte wurden in kurzen Bandern mit Kupferlochgrids aufgefangen, die mit
Formvar-Folie bespannt waren, und nach dem Trocknen in einer Gridbox aufbewahrt. Zur Be-
trachtung am Transmissionselektronenmikroskop erfolgte anschlieBend die Kontrastierung
mit gesattigten Losungen der Schwermetallsalze Uranylacetat (8%, fir acht Minuten bei

37°C) und Bleicitrat (finf Minuten bei Raumtemperatur) nach Reynolds (1963).

2.2.5 Mikroskopie

Lichtmikroskopie (Durchlicht Weitfeld)

Die gefarbten und auf Objekttragern eingedeckten Semidinnschnitte wurden anfangs am
Lichtmikroskop Olympus CX 41 mit der Digitalkamera Olympus Camedia C-5060 lber das
Computerprogramm cellA (soft imaging system, Olympus) formatfiillend abfotografiert.
Hierbei kamen je nach Objekt- bzw. AusschnittsgroBe folgende Objektive zum Einsatz:
PlanCN 10x (NA 0,25), PlanCN 20x (NA 0,40) und UPlanSApo 40x (NA 0,95). Desweitern
wurden am Olympus dotSlide-Setup (Mikroskop Olympus BX51, Kamera Olympus XC 10 und
ein PC mit dotSlide-Software) die kompletten Objekttrager mit den Semidiinnschnitten
digitalisiert. Je nach erforderlicher Auflosung wurden folgende Objektive verwendet:

UPlanSApo 10x (NA 0,40), UPlanSApo 20x (NA 0,75) und UPlanSApo 40x (NA 0,95).

Fluoreszenzmikroskopie

Am Fluoreszenz-Stereomikroskop M205 FA der Firma Leica wurden die mit Fluoreszenz-
farbstoffen gefarbten Vibratomschnitte untersucht. Mit der Kamera Leica DFC340 FX, die
Uiber das Computerprogramm Leica Suite 3.3.1 bedient wurde, konnten Ubersichtsbilder und
gegebenenfalls Detailfotos aufgenommen werden. Dabei wurde DAPI mittels UV-Filter, DiO
mittels GFP-Filter und Dil und DiA mittels m-Cherry-Filter detektiert (sieheTabelle 7) und

einzeln aufgenommen. Das Programm erstellte selbststandig Overlays der einzelnen Kanale
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zusammen mit den zusatzlich aufgenommenen Auflichtbildern. Overlaybilder wurden zudem
am Computer manuell in Adobe® CreativeSuite® 5.0 erstellt, da diese durch eine bessere

Auflésung detaillierte Strukturen lieferten.

Tabelle 7: Filter des Fluoreszenzstereomikroskops und verwendete Farbstoffe.

Filter Anregung Emission verwendete Farbstoffe
uv 340-380 nm 420+ nm DAPI
GFP Plants 450 - 490 nm 500 - 550 nm DiO
m-Cherry 540 -580 nm 600-610 nm Dil, DiA

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Ausgewdhlte Schnitte wurden ferner zur umfassenderen Untersuchung und besseren
optischen Darstellung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Leica TCS SP5 AOBS (Acusto-
Optical Beam Splitter) betrachtet. Durch die Anregung der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffe durch spektral unterschiedliche Laser (siehe Tabelle 8) und die Detektion
definierter Emissionsbander mittels Photomultiplier konnten Mehrfachfarbungen besser
voneinander getrennt aufgenommen werden.

Um die Emissionsspektren der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zu ermitteln, wurden
Lambda-Scans durchgefiihrt. Dazu wurde zunachst fiir jeden einzelnen Farbstoff eine Bilder-
serie mit gleicher Ebene und Laserleistung (20%), jedoch mit schrittweise veranderten Detek-
tionswellenlangen aufgenommen. Der Abstand der Abtastschritte betrug 5 nm und die Band-
breite, die als MaR der Uberlappung diente, variierte zwischen 8 und 10 nm. Die aufgenom-
menen Bilderserien wurden anschliefend mit dem Programm ,Image J“ bearbeitet. Hier
wurde die Gesamthelligkeit der einzelnen Bilder mit der Funktion ,Measure Stack” ermittelt.
In Microsoft Excel wurde dann die Helligkeit gegen die Emissionswellenlange aufgetragen
und so fir jeden Farbstoff die Bandbreite und das Maximum der Emissionsspektren
graphisch dargestellt (Abb. 2).

AuRerdem ermoglicht eine Lochblende, die im Brennpunkt der Tubuslinse (= Zwischenbild-
ebene) angebracht ist und Fluoreszenzlicht aulerhalb der Fokusebene abblockt, das

»optische Schneiden”. Hierbei wurde durch schrittweise Verschiebung der Fokusebenen um
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je 1,5 um in z-Richtung ein Bilderstapel erzeugt, der die Dreidimensionalitdt des mecha-
nischen Vibratomschnitts erfasst. Um das Rauschen in den Bildern zu vermindern, wurden
die Bilder jeder Ebene als gemittelte Durchschnittsbilder aus vier nacheinander aufgenom-
menen Einzelbildern erstellt. Die PixelgroRe betrug 500 nm und die BildgroBe wurde auf 512

x 512 Pixel festgelegt.

Tabelle 8: Ubersicht der im Konfokalmikroskop befindlichen Laser.

Laser Wellenldange in nm
Diodenlaser 405
Argonlaser 458,476, 488, 496, 514
Diodengepumpter Festkorperlaser 561
Helium-Neon-Laser 633

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Emissionsspektren aller verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.
>

A: Exzitations- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.

B: Emissionsspektren erstellt mittels Lambda-Scans an je einem mit Dil, DiA und DiO gefarbten

Schnitt. Die Helligkeit ist gegen die Wellenldnge aufgetragen. Die verwendeten Exzitationswellen-

langen der verschiedenen Farbstoffe sind: DiA (rot) 488 nm; Dil (gelb) 514 nm; Dil (hellgelb) 561 nm;

DiO (grlin) 488 nm.

C-H: Schnitt auf dem das Dil mit der Exzitationswellenldnge von 514 nm angeregt wurde, mit

unterschiedlichen Wellenldngen detektiert. Deutlich zeigt sich die an- und absteigende Helligkeit des

Farbstoffes, wie sich oben in der Emissionskurve B (gelbe Linie) ablesen Iasst.

em= Emission; ex= Exzitation
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Transmissionselektronenmikroskopie

Die kontrastierten Ultradiinnschnitte wurden am Transmissionselektronenmikroskop
Morgagni 268 der Firma FEI mit einer Beschleunigungsspannung von 80 kV untersucht.
Wegen der vergleichsweise geringen Abmessung der TEM-Kamera (1,3 MPx), wurden mittels
Multi Image Alignment (MIA) digitale Bilder aufgenommen, die aus 3*3 lberlappenden
Einzelbildern zusammengesetzt waren. Da das automatische Zusammensetzen nicht
fehlerlos erfolgte, wurden jeweils sowohl das Gesamtbild als auch die Einzelbilder ab-
gespeichert und im Anschluss im Programm Adobe® CreativeSuite® 5.0 Uberprift und

eventuelle Fehler behoben.

Tabelle 9: Vergleich der Ultradiinnschnittserie vom TEM und der FIB-Serie durch den optischen
Lobus zur 3D-Rekonstruktion von Sepia officinalis.

Serie N (Schnitte) Schnittdicke | Auflésung [nm/px] Herkunft
TEM 137 70 nm 9,8 Rovinj
FIB 989 24 nm 12 Rovinj

2.2.6 FIB-FESEM

Durch die Nutzung der AURIGA®CrossBeam® Workstation (Zeiss) der AG Wanner im Hause,
die per Definition ein FIB-FESEM (focused ion beam field emission scanning electron
microscope) ist, konnten unverzerrte, gut alignierte Schnittbilder generiert werden. Hierfir
musste der Eponblock (aus der en bloc Kontrastierung mit Os und UO,’) einem weiteren
Hartungsschritt bei 100°C fiir zwei Tage unterzogen werden. Anschlielend wurde er mit einer

Rasierklinge grob vorgetrimmt und mit Epon auf einen speziellen Halter aufpolymerisiert.

Abbildung 3: FIB-FESEM. | 2

A: Sekundarelektronenbild der ,Mesa*“.

B: Hauptkomponenten der AURIGA® CrossBeam® Workstation (Zeiss): GEMINI® elektronenoptische
Séule (Mitte), fokussierter lonenstrahl (links) und Gasinjektionssystem (rechts).

C: Bild 290.

D: Bild 290 mit schraffiert dargestellten Materialien (MaBstab gilt auch fir C).

E: Bild 290 mit 3D-Oberflachenmodellen der Materialien.

hellgrau: Zellkerne, hellgriin: Zellen der auBeren Kdrnerschicht, gelb und orange transparent:
Photorezeptorterminalen mit Fortsétzen tiefer in die auBere plexiforme Schicht, blau: weitere Zelle der
auBeren Kdérnerschicht, pink, tiirkis und hellblau: weitere Photorezeptorterminalen.
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Mit Glasmessern wurde dann die ,Mesa“ (s. Abb. 3A) am Ultramikrotom MT-7000 der Firma
RMC getrimmt. Zur Bearbeitung am FIB-FESEM musste die Probe noch leitfahig gemacht
werden, was durch Kohlenstoffbedampfung geschah (Balzers High Vacuum Evaporator BAE
121, Liechtenstein; Schichtdicke 15 nm, gemessen mit einem BalTec QSG 100 Quartz Film
Thickness Monitor). Dann wurde die Probe ins Innere des FIB Uberfiihrt, wo mit einem
Gallium-lonenstrahl abwechselnd definierte Schichten von der Eponoberfliche abgetragen
werden und die Blockflache via Riickstreuelektronen abgebildet wird. So erhdlt man unge-

storte, gut alignierte Schnittbilder in nahezu TEM-Qualitat (siehe Abb. 3).

2.2.7 Digitale Bildbearbeitung

Digitalisierung

Die am Lichtmikroskop Olympus CX 41 digital fotografiert Schnitte der Schnittserien durch
die Schlipflinge und wurden im TIF-Format gespeichert (1600 x 1200 px, RGB).

Die am Olympus dotSlide komplett gescannten Objekttrager wurden im vsi-Format
gespeichert und zur weiteren Benutzung in das Programm OlyVia (Olympus) geladen. Hier
wurden die Schnittbilder Gber Snapshots bildschirmfiillend herauskopiert und in Adobe®

CreativeSuite® 5.0 als RGB-Bilder im TIF-Format abgespeichert.

Bildbearbeitung

Die aus den Semidinnschnittserien am Lichtmikroskop entstandenen digitalen RGB-Bilder
wurden in Adobe® CreativeSuite® 5.0 in Graustufenbilder umgewandelt, kontrastverstarkt
und unscharf maskiert. Um die Bilder in Amira® handhaben zu kénnen, wurde teilweise die

BildgréRe unter Erhalt des Ausschnitts reduziert.

Aus den am CLSM entstandenen Bildstapeln wurden im Programm Image J jeweils ein
Einzelbild erstellt, indem Uber ,stacks > z-project” ein Bild mit der maximalen Intensitat
errechnet wurde. Danach wurden die Bilder im Programm Adobe® CreativeSuite® 5.0 mit der
Funktion Autokontrast kontrastverstarkt und unscharf maskiert. Die Bilder der verschiedenen
Farbkandle wurden dann in einzelnen Ebenen ubereinander gelegt und diese negativ

miteinander multipliziert, um Mehrfarbenbilder zu erhalten.
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Elastische Registrierung der TEM-Bilder

Da die TEM-Bilder aufeinanderfolgender Ultradiinnschnitte betrachtliche Verzerrungen durch
(1) unvermeidbare elektronenoptische Abbildungsfehler, (2) Schnittschrumpfung im
Elektronenstrahl, und (3) mechanische Schnittstauchung beim Schneiden aufwiesen, die ein
prazises Alignment fiir die 3D-Rekonstruktion erschwerten, mussten die Bilder zuvor elastisch
registriert werden. Dazu wurden die am TEM aufgenommenen MIA-Bilder in Adobe®
CreativeSuite® 5.0 in 8-bit Graustufenbilder umgewandelt, kontrastverstarkt, unscharf
maskiert und auf eine einheitliche BildgréBe zugeschnitten. Dann wurden die Bilder in
Amira® geladen und so gut wie moglich voraligniert. Zur weiteren Registrierung mussten die
Bilder so zugeschnitten werden, dass die durch das Alignment entstandenen schwarzen
Rdnder entfernt wurden, und dann im Format 2D-TIF aus Amira® exportiert. Im Programm
Fiji (Version vom 14.06.2010) wurden die unterschiedlichen elastischen Registrierungs-
moglichkeiten getestet. Diese Funktionen konnten jedoch nicht am kompletten Stapel
durchgefuhrt werden, da mit zunehmendem Abstand vom Referenzbild starke Verzerrungs-
artefakte auftraten. Deshalb wurden Versuche mit verschiedenen StapelgroRen durchge-
flhrt, um bessere Ergebnisse zu erzielen. Dabei wurde immer das Bild in der Stapelmitte als
Referenzbild gewahlt, das unverandert blieb. Bei der Halfte des Bilderstapels (68 Bilder) war
die Kapazitat erschopft und es entstanden unverwertbare Ergebnisse mit deutlich
Uberzogenen Verkrimmungen (siehe Abb. 4A-D). Fir kleine Teilstapel mit je finf Bildern
konnten gute Registrierungsergebnisse erzielt werden, es stellte sich jedoch als schwierig
heraus, die einzelnen Teilstapel wieder zusammenzufliigen ohne erneut Springe im
Alignment aufgrund von Verzerrungen an benachbarten Stapelrdndern zu erhalten (siehe
Abb. 4 E-H). Erst durch den Einsatz einer neueren Version des Programms Fiji (07.03.2011)
und der neuen Option ,StackReg” unter Registration bei Plugins (vorgestellt in Thevenaz et
al. 1998), konnte der gesamte Bilderstapel im Ganzen ohne erkennbare Verzerrungen
elastisch registriert werden (siehe Abb. 4I-L). Die registrierten Bilder wurden schlielRlich in

Amira® geladen und manuell segmentiert.
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Abbildung 4: Vergleich der verschiedenen Ansétze zur elastischen Registrierung.

A-D: Elastische Registrierung mit Fiji (Version vom 14.06.2010), jeweils die Halfte der Bilder des
Stapels verwendet.

E-H: Elastische Registrierung mit Fiji (Version vom 14.06.2010), jeweils Flinferstapel verwendet.

I-L: StackReg mit Fiji (Version vom 07.03.2011), der komplette Bilderstapel verwendet.

A, E, I: jeweils Bild 15; B, F, J: jeweils Bild 30; C, G, K: jeweils Bild 45; D, H, L: jeweils Bild 60.
Die griinen Sternchen und die roten Kreuze markieren jeweils dieselbe Struktur in den Bildern, die
durch die verschiedenen Registrierungen teilweise verzerrt wurden.
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Computergestiitzte 3D-Rekonstruktion mit Amira®

In Amira® wurden die einzelnen Schnittbilder (Semiserien Kap. 3.1 und 3.2, EM-Serien Kap.
3.3) als Bilderstapel geladen und die entsprechende Voxelsize (x*y*z) eingegeben. Als erstes
wurde der Bilderstapel automatisch und danach noch manuell aligniert, damit die Bilder
passgenau aufeinander lagen. Im Anschluss wurde ein Labelfield erzeugt, in dem die
manuelle Segmentierung der einzelnen Organe bzw. zelluldren Strukturen erfolgte. Dazu
wurden auf jedem Bild die Strukturen mit Hilfe des Zauberstabs oder des Pinselwerkzeugs
markiert und dann einem bestimmten Material mit einer bestimmten Farbe zugewiesen. Zur
Vereinfachung wurde bei kontinuierlich fortlaufenden Strukturen nur jeder fiinfte bis zehnte
Schnitt markiert und dann zwischen diesen interpoliert. Zur Errechnung einer Oberflache
wurde zuerst das Labelfield verkleinert, indem durch den Befehl ,resample” jeweils vier
benachbarte Pixel miteinander verschmolzen wurden, um die Datenmenge zu verringern.
Mit ,,surfaceGen” wurden dann die Oberflaichenmodelle generiert, bei denen zur besseren
Darstellung noch die Oberflaichendreiecke mit Hilfe des ,simplifiers” auf vertretbar kleine
Zahlen heruntergerechnet wurden. Um die Oberflachen zu glatten, wurde noch der Befehl
»smooth surface” mit 20 Wiederholungen angewandt, und die Modelle schlieBlich mit
»surface view” dargestellt. Hierbei wurde unter ,more options” die Einstellung ,direct
normals” gewahlt, um eine glatte Darstellung der Oberflaichen zu erhalten. An den 3D-
Modellen konnten dann Strecken und Entfernungen gemessen werden. Uber ,material
statistics“ wurde auBerdem das Volumen der zugewiesenen Organe ermittelt. Mittels
»Snapshots” wurden Bilder der 3D-Modelle in ausgewahlten Perspektiven und Material-

konstellationen erstellt.

Tafelgestaltung
In Adobe® CreativeSuite® 5.0 wurden aus den erzeugten digitalen Bildern Tafeln erstellt.
Interaktive 3D-Modelle wurden mit Hilfe von Deep Exploration (Right Hemisphere) und

Acrobat 9 Pro Extended eingefligt (abgewandelt nach Ruthensteiner und Hel3 2008).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Vergleichende 3D-Mikroanatomie und Histologie des Auges und des zentralen

Nervensystems bei Schliipflingen coleoider Cephalopoden

Auf Grundlage der histologischen Transversalschnittserien (s. Kapitel 2.2.4) wurden mittels
Alignierung, Segmentierung und 3D-Oberflachenrendering umfangreiche 3D-Strukturdaten-
satze der Kopfregion von sechs Arten coleoider Cephalopoden angefertigt. Diese Daten
erlauben die detaillierte histologische und mikroanatomische Beschreibung, sowie Morpho-

metrie des zentralen Nervensystems und der Augen der untersuchten Arten.

3.1.1 Histologie und Mikroanatomie (allgemein)

Im Allgemeinen besitzen alle untersuchten Schliipflinge bereits gut entwickelte Augen und
Nervensysteme. Letztere bestehen aus (1) einem peripheren Teil, der die Armnerven und
-ganglien, sowie das Subradular- und Stellarganglion und die Buccalloben umfasst, und (2)
einem sehr komplex gebauten zentralen Teil, der — orientiert an der Lage des Oesophagus —
in eine sub- und eine supraoesphageale Masse unterteilt wird. Bei den coleoiden Cephalo-
poden findet man auBerdem eine als perioesophageal bezeichnete Masse, die die sub- und
supraoesophagealen Bereiche verbindet und der Ursprung des Riesennervenfasersystems

der Decabrachia ist.

Die Augen liegen in den mehr oder weniger volumindsen vorderen Kammern, die durch die
Cornea und die Augenlider von der AuRenwelt abgegrenzt werden (z.B. Abb. 13). Die fir die
lebhaften Augenbewegungen zustindigen Augenmuskeln wurden in dieser Arbeit nicht
rekonstruiert, da sie bei den kleinen Schlipflingen bei lichtmikroskopischer Auflésung nicht
vollstéandig durch die Schnittserie verfolgt werden konnten. Das Gewebe der vorderen
Kammerorgane fullt den Raum zwischen den zusammenlaufenden Krimmungen der Augen
und der optischen Loben, wodurch sich eine abgeflachte ringformige Struktur mit einer
mesio-ventralen Licke ergibt. AuRerdem formen die sogenannten ,weillen Koérper” (Young

1970; Claes 1996) kleinere Ringe an der Rickseite der Augen. Proximal der Cornea
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Abbildung 5: Mittsagittaler Schnitt
durch das zentrale Nervensystem eines
coleoiden Cephalopoden mit den
Hauptneuropilen (Loligo vulgaris).

A: Profile der sub- und supraoeso-
phagealen Massen mit  Neuropilen
(hellgrau) und den Perikaryaschichten
(dunkelgrau) (vergleiche z.B. mit Novicki et
al. 1990: Fig. 14).

B: Digitaler YZ-reslice mit markierten
Neuropilen (2D).

C: Digitaler YZ-reslice mit markierten
Neuropilen (3D, gleiche Farben wie in B).

abl: vorderer Basallobus, bl: Brachial-
lobus, dbl: dorsaler Basallobus, es: Oeso-
phagus, ifl: unterer Frontallobus, mbl: mit-
tlerer Basallobus, pcl: Prakommissural-
lobus, pdc: Pedunkelkommissur, pl: Pe-
dallobus, pvl: Pallioviscerallobus, sfl:
oberer Frontallobus, svl: Subvertikallobus,
vtl: Vertikallobus.

liegen die dorsalen und ventralen Lappen der Iris, die die Pupille formen, durch die das Licht

zur Linse gelangt. Die Linse wird durch das Septum in ein anteriores und ein posteriores

Segment unterteilt (z.B. Abb. 13) und ist dorsal und ventral am Ziliarkorper aufgehangt, der

die Linse zur Akkommodation axial bewegt. Bei der histologischen Praparation widersetzen

sich die Linsen oft einer vollstandigen Infiltration durch das Fixativ und brechen manchmal

am Septum oder zwischen Rinde und Kern auseinander, was einen histologischen Vergleich

erschwert.
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Die Retina besteht aus Photorezeptorzellen und Stiitzzellen. Die photorezeptiven Segmente
der Photorezeptorzellen sind zum Licht hin ausgerichtet und bilden den am weitesten distal
gelegenen Teil der Retina (Abb. 14: ds). Basal sind diese distalen Segmente von dunklen
Pigmentkornern umgeben, die in geringen Mengen abhdngig von Retinaregion und Art (und
vom Adaptationszustand der Retina) auch entlang der Segmente und distal von ihnen
gefunden werden. Die Pigmentschicht erstreckt sich im Augenhintergrund auch bis zur
Innenseite des Ziliarkdrpers und kann zusatzlich an der Innenseite der Iris gefunden werden.
An der Basis der distalen Segmente liegen die Somata der Stltzzellen mit ihren Zellkernen.
Die Photorezeptorzellen passieren die Basalmembran und formen die proximalen Segmente
mit den dort gelegenen Zellkernen. Ihre Axone starten im retinalen Plexus, ziehen durch den
Augenknorpel (peripher verdickt) und laufen dann {ber ein Chiasma zur Peripherie der
optischen Loben. Hier projizieren die optischen Nerven in die Retina profunda, d.h. den
distalen Teil der optischen Loben, welche in eine dulere Kornerschicht, eine &dullere
plexiforme Schicht und eine innere Kdrnerschicht unterteilt ist (Abb. 15). An diese ,tiefe
Retina” schlieflt sich die Medulla an, die den mittleren Teil der im Tangentialschnitt oft
bohnenférmigen optischen Loben bildet und ist aus einem Geflige von Neuropil und da-
zwischen liegenden Zellkerninseln zusammengesetzt ist. Die Neuropile der beiden optischen
Loben sind miteinander Uber die optische Kommissur verbunden, die in einen dorsalen und
einen ventralen Anteil unterteilt werden kann (Abb. 16). Der dorsale Teil verlduft nahe der
Pedunkelkommissur, die die beiden Pedunkelloben miteinander verbindet, und Uber den
Oesophagus. Der ventrale Teil liegt noch ndaher am Oesophagus und ist manchmal im
Vergleich zum dorsalen Teil leicht nach vorne (z.B. bei Sepia officinalis) oder nach hinten (z.B.

bei Octopus vulgaris) verschoben.

Das periphere Nervensystem beginnt anterior mit den Armnerven, die sich in den
Armachsen zu den Intrabrachialganglien verdicken, die ca. 25-30% des gesamten
Armdurchmessers einnehmen. Basal der Armkrone sind die Intrabrachialganglien (ber die

Interbrachialkommissuren miteinander verbunden (Abb. 17).
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Das zentrale Nervensystem ist in zahlreiche Loben unterteilt. Fiir eine einheitliche
Nomenklatur der einzelnen Komponenten wurde im Wesentlichen die Einteilung nach Dietl
(1878) herangezogen, wie es auch schon andere Autoren fiir die Gehirne adulter
Cephalopoden taten und diese verfeinerten (z.B. Loligo: Young 1974, 1976b, 1977, 1979;
Messenger 1979; und Octopus vulgaris: Young 1971).

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Loben des ZNS anhand ihrer Neuropile
unterschieden, da diese gut voneinander abzugrenzen waren, wihrend die Uberginge bei

den Kernregionen (Perikaryamassen) oft nur schwer auszumachen waren (Abb. 5, 16).

Die suboesophageale Masse besteht aus den Brachial- (anterior), Pedal- (median) und
Palliovisceralloben (posterior), die durch die drei Brachiopedalkonnektive und die zwei
Brachiopalliovisceralkonnektive miteinander verbunden sind (Abb. 19, 20). Die pedalen und
palliovisceralen Neuropile gehen ohne ausgepragte Konnektive ineinander lber, wobei sie in
der Mitte einen Raum freilassen, der von BlutgefdaRen ausgefiillt wird. Am frontalen Ende der
Palliovisceralloben kann man am Neuropil dorsolateral mehr oder weniger deutlich zwei
Ausbuchtungen erkennen, namlich die Flossen- und die Chromatophorenloben (Abb. 12, 17).
In den Pedalloben entspringen einige Nerven, die in den Schnittserien der sechs
untersuchten Schliipflinge mit unterschiedlichem Erfolg verfolgt werden konnten (Abb. 17):

e Die oberen / unteren Antorbitalnerven (Nervus antorbitalis superior/inferior)
entspringen frontal, verlaufen mit den Brachiopedalkonnektiven und fihren dann
nach oben / unten zur Kopfmuskulatur.

e Die Postorbitalnerven (Nervus postorbitalis) filhren vom oberen Hinterende der
Pedalloben nach oben, um mit Muskeln im hinteren Bereich des Kopfes in Kontakt zu
treten.

e Die okulomotorischen Nerven (Nervus oculomotorius posterior/anterior
inferior/superior) ziehen zu den Augenmuskeln: die vorderen entspringen lateral aus
dem zentralen Teil der Pedalloben, die hinteren kommen vom Hinterende der
Pedalloben, wobei die oberen nach oben und seitwarts wegziehen und um die
optischen Loben herum verlaufen und die unteren nach unten und seitwarts ziehen

und dann mit dem olfaktorischen Nerv, der aus der supraoesophagealen Masse
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kommt, ventral um die optischen Loben herum verlaufen, bis sie nicht mehr verfolgt

werden kénnen.

e Die oberen (vorderen und hinteren) ophthalmischen Nerven (Nervus ophthalmicus

anterior/posterior superior) projizieren von den oberen hinteren Pedalloben nach

oben und vorne zu der Haut um die Augen.

e Die unteren hinteren ophthalmischen Nerven (Nervus ophthalmicus posterior

inferior) verlassen die Pedalloben gemeinsam mit den vorderen Trichternerven.

e Die vorderen Kopfriickziehernerven (Nervus retractor capitis anterior) flihren vom

oberen hinteren Ende der Pedalloben seitwarts und nach hinten zur Kopfmuskulatur.

e Die vorderen Trichternerven (Nervus infundibuli anterior) verlassen die Pedalloben in

breiten Kabeln direkt hinter der ventralen Magnocellularkommissur und ziehen nach

ventral. Bei S. officinalis und I. notoides verzweigen sich diese Kabel einige 100 pm

unter den Pedalloben und die einzelnen Bilindel verlaufen weiter nach ventral und

frontal in den Trichter.

e Der unpaare mittlere Trichternerv (Nervus infundibuli medianus) wurde nur bei |.

notoides und L. vulgaris gefunden und verlduft direkt zwischen den vorderen

Trichternerven.

e Bei S. officinalis, I. notoides und L. vulgaris konnen zwei Blindel von Cristanerven

(Nervus cristae staticae) entdeckt werden, die nach ventral und nach hinten verlaufen

und die Cristae der Statocysten innervieren.

Auch von den Palliovisceralloben entspringen einige Nerven, wovon die meisten in den

hinteren Korperteil des Schllpflings ziehen (Abb. 12, 17):

e Die Pallialnerven (Nervus pallialis) sind stark ausgebildet und fihren von den

Palliovisceralloben seitwarts und nach hinten zu den Stellarganglien, die an der

dorsalen Mantelwand gelegen sind, aber nur bei S. obscura und O. vulgaris

rekonstruiert wurden.

e Die Kragennerven (Nervus collaris) entspringen zwischen den Flossenloben und den

Pallialnerven und ziehen nach lateral.

e Die hinteren Trichternerven (Nervus infundibuli posterior) verlaufen aus dem
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ventralen Mittelteil der Palliovisceralloben kommend nach latero-ventral in den
Trichter.

e Die hinteren Kopfriickziehernerven (Nervus retractor capitis posterior) ziehen nach
hinten und verlaufen, soweit sie verfolgt werden konnten, parallel der Pallialnerven.

e Die Visceralnerven (Nervus visceralis) liegen zwischen den Pallialnerven und fiihren

geradewegs nach hinten.

Viele Nerven der Schlipflinge sind in der gegeben Fixierungsqualitat bzw. schlicht aufgrund
ihrer Dimensionen zu dinn, um mit der angewandten Methode in lichtmikroskopischer
Auflésung zu ihrem Innervierungsort verfolgt werden zu kdnnen.

Die supraoesophagealen Masse kann in bis zu achtzehn Loben unterteilt werden, deren
Verbindungen am besten an den Neuropilen alleine (d.h. ohne Betrachtung der
Perikaryamassen) verstanden werden kénnen (Abb. 18). Anterior beginnt es mit den unteren
Buccalloben, die z.B. tiber die Mandibular- und Maxillarnerven den Schnabel innervieren und
von denen die sympathischen Nerven parallel zum Oesophagus nach hinten zum
»Magenganglion” (gastric ganglion) ziehen. Sie sind (iber die Interbuccalkonnektive mit den
oberen Buccalloben verbunden, von denen am Interbuccalkonnektiv entlang nach ventro-
lateral das Cerebrosubradularkonnektiv zum Subradularganglion verlauft, das in der
Buccalmasse in der Nahe des vorderen Endes des hinteren Speicheldriisengangs liegt. Die
oberen Buccalloben und die unteren Frontalloben sind Uber das Cerebrobuccalkonnektiv
miteinander und mit dem Brachiallobus Uber die Buccobrachial- bzw. die Cerebro-
brachialkonnektive verbunden. Von den unteren Frontalloben fiihren die Cerebralkonnektive
nach hinten zum Prakommissurallobus (und vielleicht zum Subvertikallobus). Die oberen
Frontalloben sind Uiber breite laterale Trakte mit dem Vertikallobus und tber kurze Neuropile
mit den Subvertikalloben verbunden. AuBerdem ziehen lange Bilindel zu den optischen
Loben. Die Neuropile des Vertikallobus formen eine breite Kuppel, die direkt tGber den
Subvertikalloben sitzt. Diese sind nach hinten mit dem Prakommissurallobus verbunden und
nach lateral mit den optischen Loben. Der Prakommissurallobus ist eine bogenformige
Struktur, die vor den optischen Kommissuren und der Pedunkelkommissur liegt und nach
hinten mit den medianen Basalloben und seitlich mit den optischen Loben verbunden ist.

Ventral von Subvertikal- und Prakomissurallobus und direkt Gber dem Oesophagus liegt der
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vordere Basallobus, der nach posterior lber die interbasalen Neuropile mit den mittleren
Basalloben verbunden ist, die zur Seite hin in die lateralen Basalloben und nach hinten oben
in den dorsalen Basallobus Ubergehen. Lateral hangen am dorsalen Basallobus die dorso-
lateralen Loben, unter denen man die olfaktorischen Loben findet, die Uber den
olfaktorischen Nerv das Geruchsorgan innervieren. An beiden Seiten der supraoeso-
phagealen Masse liegen die Pedunkelloben, die durch ihre abgeflachte Struktur auffallen und
die mediane Oberflache der optischen Loben beriihren.

Die perioesophageale Masse besteht aus den dorsalen, ventralen und posterioren
Magnocellularloben, deren Neuropile kontinuierlich ineinander Ubergehen. Die Magno-
cellularloben beginnen ventro-lateral der Pedalloben, sind (iber eine Kommissur genau
ventral der Pedalloben miteinander verbunden und verlaufen lateral bis zu den Palliovisceral-
loben. Bei den Decabrachia befinden sich im ventralen Magnocellularlobus auRerdem die
Riesennervenzellen erster Ordnung. Die Brachiomagnocellularkonnektive begleiten die
Brachiopalliovisceralkonnektive ventral (Abb. 20A) und fiihren zu den ventralen Anteilen der

Magnocellularloben.
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Tabelle 10: Die Loben des Cephalopoden-ZNS und ihre Funktionen (nach Young 1971; Budelmann et
al. 1997; Nixon und Young 2003).

Loben Funktionen und funktionelle Gliederung
suboesophageal Brachiallobus Bewegungen der Arme und Saugndpfe,
Verarbeitung der chemotaktilen Informationen
von den Saugndpfen
Pedallobus Intermediéire und niedere motorische Zentren
der Arme, des Trichters und der Augenmuskeln
Pallioviscerallobus Bewegungen des Mantels und der Eingeweide
supraoesophageal | Unterer und hinterer Kontrolle der motorischen Funktionen der

Buccallobus

Buccalmasse

Unterer Frontallobus

Oberer Buccallobus

Subfrontallobus (nur bei
Octobrachia)

Unteres Frontalsystem

Verarbeitung der chemo-taktilen Informationen
der Arme

Kontrolle der motorischen Funktionen der
Buccalmasse

Motorik der Arme und Saugndpfe

Vertikallobus
Subvertikallobus
Prakommissurallobus
Oberer Frontallobus

Vertikalissystem
Lernverhalten und Geddchtnis, Verarbeitung der

visuellen Informationen der optischen Loben

Vorderer anteriorer
Basallobus
Hinterer anteriorer
Basallobus

Anteriore Basalloben

Héhere motorische Zentren:
Kontrolle der Bewegung und der Position von
Kopf und Augen, Beutefang

Dorsale Basalloben
Mediane Basalloben
Laterale Basalloben
Interbasalloben
Dorso-laterale Loben
Subpedunkulate Loben

Posteriore Basalloben

Héhere motorische Zentren:

Kontrolle des Schwimmens (Trichter, Mantel)
und der Atmung

Kontrolle der Chromatophoren und der Muskeln
der Haut

Pedunkellobus

Teil der visuell gesteuerten motorischen
Kontrolle, koordiniert den Farbwechsel und den
Tintenausstof

Olfaktorischer Lobus

Verarbeitung der Informationen des
Geruchsorgans

perioesophageal

Dorsaler, ventraler und
posteriorer
Magnocellularlobus

Intermediéire motorische Zentren, vermitteln
zwischen den héheren und niederen
motorischen Zentren, Verteidigungs- und
Fluchtverhalten, Ursprung des
Riesennervenfasersystems

Optische Loben

Verarbeitung der visuellen Informationen
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Auch wenn das Nervensystem und die Augen aller sechs untersuchten Schllpflinge dem
gleichen Grundplan folgen, unterscheiden sie sich doch in GroRe, Proportionen und

Komplexitat.

3.1.2 Sepia officinalis

Der Schliupfling von S. officinalis ist der groSte der untersuchten (horizontaler
Kopfdurchmesser ca. 3,5 mm) und hat deshalb auch die groRten Augen und das grofite
Nervensystem. Als ein Vertreter der Decabrachia besitzt S. officinalis acht Arme und zwei
Tentakel. Die acht Arme bilden einen Ring, der um die Mund6éffnung und die Buccalmasse
herum gelegen ist (Abb. 6B), wahrend die beiden Tentakel zwischen Armpaar 3 und 4
verlaufen. Sie sind in Tentakeltaschen zuriickgezogen, die jeweils zwischen den Basen von
Arm 3 und 4 und unterhalb der Augenkammer liegen (Abb. 6C-F). Armpaar 4 besitzt laterale
flossendhnliche Fortsatze, die es von den anderen Armen unterscheidet. Die Nerven der acht
Arme sind durch eine komplexe Interbrachialkommissur miteinander verbunden, die die zwei
Tentakelnerven nicht miteinbezieht (Abb. 12A). AnschlieRend (d.h. proximal) verdicken sich
die Armnerven zu den Intrabrachialganglien. Die Tentakelnerven bleiben in ihrer Dicke

konstant, Gbertreffen die Armnerven aber deutlich an Lange.

Abbildung 6: Sepia officinalis Schliipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte;
Richardsonfarbung). | 2

: Ubersicht mit ausgewéhlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).
: Armkrone mit Armen und Tentakeln.

: Basis der Armkrone nahe der Mundéffnung.

: Mitte der Augen, Buccalmasse und vorderer Trichter.

: Optische Loben genau hinter den Augen.

: Mitte der optischen Loben mit der optischen Kommissur.

: Hintere optische Loben, Statocysten mit Statolithen.

: Pallioviscerallobus genau hinter den optischen Loben.

IOMMOO >

a 1-4: Arme 1-4, abl: vorderer Basallobus, aco: vorderes Kammerorgan, asg: vordere Speicheldrise,
bl: Brachiallobus, bm: Buccalmasse, cc: Cerebralkonnektiv, es: Oesophagus, ey: Auge, fu: Trichter,
le: Linse, mbl: mittlerer Basallobus, mel: Magnocellularlobus, np: Pallialnerv, oc: optische Kommis-
sur, of: Geruchsorgan, ol: optischer Lobus, opl: duBere plexiforme Schicht, pdc: Pedunkelkom-
missur, pl: Pedallobus, psd: hinterer Speicheldriisengang, psg: hintere Speicheldriise, ra: Radula,
rc: Radulaknorpel, re: Retina, sl: Statolith, st: Statocyste, t: Tentakel, tp: Tentakeltasche, pvl: Pallio-
viscerallobus, vtl: Vertikallobus.
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Die Augen liegen im Verhaltnis zur horizontalen Mittellinie des Kopfes leicht dorsal, blicken
nach horizontal und leicht nach vorne (Abb. 12A) und werden nach aullen hin von einer
ventral dinner werdenden Cornea abgeschlossen. Die vordere Augenkammer ist auffallend
grol3, auch wenn man eine leichte, fixierungsbedingte Schrumpfung der Augen in Betracht
zieht, und reicht ventral bis zu den optischen Loben. In diesen Kammern liegen die Augen
(horizontaler Durchmesser 1,3 mm) und sind (iber die Sehnerven mit den optischen Loben
und Uber die okulomotorischen Muskeln mit den Trochlear- und Cranialknorpeln verbunden.
Der weilde Kérper und das vordere Kammerorgan fiillen den Bereich zwischen den optischen
Loben und den Augenbechern. Proximal an die Cornea schliet sich die Iris an, die die Pupille
formt, durch die das Licht auf die mittig gelegene, kugelige Linse trifft. Die Linse
(Durchmesser ca. 450 um) ist durch ein Septum in einen distalen und einen proximalen
Linsenteil getrennt (Abb. 13A: =), wobei das distale Segment ca. 20% des Gesamtdurch-
messers einnimmt. Dorsal und ventral der Linse gelegen befindet sich der Ziliarkdrper, an
dem die Linse aufgehangt ist und mit dessen Hilfe sie zur Scharfstellung bewegt werden
kann. Der Glaskorper zwischen Linse und Retina erscheint bei dieser Art vergleichsweise
schmal und das dunkle retinale Pigment wird in den mittleren Bereichen des Augenbechers
immer dinner. Die Retinae kleiden die proximalen Halften der Augenbecher schalenférmig

aus (Abb. 13A, 14A).

Abbildung 7: Rossia macrosoma Schliipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte;
Trichrome de Masson Farbung, auBer F: Azanfarbung). | 2

: Ubersicht mit ausgewahlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).
: Basis der Armkrone mit Armen und Tentakeln.

: Basis der Armkrone mit Buccalmasse.

: Mitte der Augen mit Radula.

: Optische Loben genau hinter den Augen.

: Mitte der optischen Loben mit der optischen Kommissur.

: Hintere optische Loben, Statocysten mit Statolithen.

: Pallioviscerallobus genau am Ende der optischen Loben, Statocysten mit Statolithen.

ITOTMMOOW>

a 1-4: Arme 1-4, aco: vorderes Kammerorgan, bm: Buccalmasse, es: Oesophagus, ey: Auge,
fu: Trichter, ibl: unterer Buccallobus, ifl: unterer Frontallobus, le: Linse, mcl: Magnocellularlobus,
oc: optische Kommissur, ofl: olfaktorischer Lobus, ol: optischer Lobus, opl: duB3ere plexiforme
Schicht, pdl: Pedunkellobus, pl: Pedallobus, ra: Radula, re: Retina, sl: Statolith, st: Statocyste,
t: Tentakel, tp: Tentakeltasche, pvl: Pallioviscerallobus, vtl: Vertikallobus, ys: Dottersack.
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Die ,tiefe Retina” in der Peripherie des Lobus opticus besteht bei S. officinalis aus dullerer
Kornerschicht, duRerer plexiformer Schicht und innerer Kérnerschicht (Abb. 15A). Eine innere
plexiforme Schicht kann nicht klar erkannt werden. Die duere plexiforme Schicht wird dorsal
zur Mitte hin immer dinner bis sie schlieBlich nicht mehr zu erkennen ist. Die Medulla setzt
sich aus dem fein verzweigten Neuropil und dazwischen liegenden Zellkerninseln zusammen.
Im 3D-Modell sind die optischen Loben transparent dargestellt und in ihrem Inneren sieht
man das stark verzweigte Geflecht aus Neuropil, das nach aulRen kuppelartig von der
duBeren plexiformen Schicht umgeben wird (Abb. 15D). Beim untersuchten Schliipfling von S.
officinalis erkennt man die Uber den Oesophagus verlaufende dorsale optische Kommissur
gut, an die sich dorsal die Pedunkelkommissur anschlie3t, die die Pedunkelloben der beiden
Korperseiten miteinander verbindet (Abb. 6F, 16A).

Auf den Transversalschnitten (Abb. 6E-H und digitaler Datenstapel) kann man die Abfolge der
sub- und supraoesophagealen Loben im zentralen Nervensystem und des Oesophagus von
anterior nach posterior nachvollziehen. Dabei liegen die Kerngebiete der Loben jeweils um

das zentrale Neuropil herum, das in den 3D-Modellen stellvertretend exklusiv dargestellt ist.

Abbildung 8: Sepietta obscura Schlipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte; B,
C, E, H: Azanfarbung; D, F, G: Trichrome de Masson Farbung). | 2

: Ubersicht mit ausgewéhlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).
: Armkrone mit Armen und Tentakeln.

: Basis der Armkrone und Schnabel.

: Mitte der Augen, Brachiallobus.

: Optische Loben genau hinter den Augen, vorderer Trichter.

: Mitte der optischen Loben mit der optischen Kommissur.

: Hintere optische Loben, Statocysten mit Statolithen.

: Stellarganglion, Kiemen und Mitteldarmdrise.

IOMMOO >

a 1-4: Arme 1-4, aco: vorderes Kammerorgan, bl: Brachiallobus, bm: Buccalmasse, dbl: dorsaler
Basallobus, dg: Mitteldarmdrise, es: Oesophagus, ey: Auge, fu: Trichter, g: Kieme, ifl: unterer
Frontallobus, le: Linse, mbl: mittlerer Basallobus, np: Pallialnerv, oc: optische Kommissur, of: Ge-
ruchsorgan, ol: optischer Lobus, opl: &uBere plexiforme Schicht, pdc: Pedunkelkommissur, pl: Pedal-
lobus, re: Retina, sbl: oberer Buccallobus, sfl: oberer Frontallobus, sg: Stellarganglion, sl: Statolith,
st: Statocyste, t: Tentakel, tp: Tentakeltasche, vil: Vertikallobus.
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Die vordersten Loben des Nervensystems sind die Buccalloben. Bei S. officinalis konnte man
erkennen, dass vom unteren Buccallobus (Abb. 18A: ibl) der linke und rechte Nervus
sympathicus am Oesophagus entlang nach posterior zieht. Er konnte aber nicht weiter als bis
zum Beginn des vorderen Basallobus verfolgt werden. Die Buccalloben, die Frontalloben und
der Brachiallobus liegen besonders eng beieinander, wodurch die Konnektive zwischen den
Loben sehr kurz sind. Besonders auffillig ist dies beim Cerebrobuccalkonnektiv (Abb. 18A:
cbc), das den oberen Buccallobus (sbl) und den unteren Frontallobus (ifl) miteinander
verbindet.

AuBerdem liegen die Buccobrachialkonnektive und die Cerebrobrachialkonnektive bei S.
officinalis besonders eng beieinander, weswegen sie bei ihrem Eintritt in den Brachiallobus
schwer zu unterscheiden waren.

Gut zu verfolgen, waren das Interbuccalkonnektiv zwischen den beiden Buccalloben und das
Cerebrosubradularkonnektiv, das vom oberen Buccallobus ausgeht und am unteren
Buccallobus vorbeizieht. Auch konnten die Austrittsstellen der Labialnerven aus dem oberen
Buccallobus erkannt (Abb. 18A: » ), die Nerven aber nicht zu ihrem peripheren Projektions-
ort verfolgt werden.

Zwischen dem Brachiallobus und dem anterioren Pedallobus verlaufen viele Konnektive und

Nerven, die sich am histologischen Transversalschnitt als verschiedene Nervenstrange umge-

Abbildung 9: Idiosepius notoides Schliipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte;
Richardsonfarbung). | 2

: Ubersicht mit ausgewahlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).
: Armkrone mit Armen und Tentakeln.

: Basis der Armkrone nahe der Munddéffnung, Buccalmasse.

: Mitte der Augen, Brachiallobus.

: Optische Loben genau hinter den Augen.

: Mitte der optischen Loben mit der optischen Kommissur, vorderer Trichter.

: Hintere optische Loben, Statocysten mit Statolithen.

: Pallioviscerallobus genau hinter den optischen Loben, Statocysten.

ITOTMMOOW>

a 1-4: Arme 1-4, bl: Brachiallobus, bm: Buccalmasse, es: Oesophagus, ey: Auge, fu: Trichter,
le: Linse, mbl: mittlerer Basallobus, np: Pallialnerv, oc: optische Kommissur, of: Geruchsorgan,
ol: optischer Lobus, opl: &uB3ere plexiforme Schicht, pdl: Pedallobus, pl: Pedallobus, ra: Radula,
rc: Radulaknorpel, re: Retina, sfl: oberer Frontallobus, sl: Statolith, st: Statocyste, t: Tentakel,
tp: Tentakeltasche, pvl: Pallioviscerallobus.
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ben von Zellkernen gut erkennen lassen (Abb. 19A). Am weitesten dorsal gelegen sind die
oberen Antorbitalnerven, an die sich ventral die vorderen unteren ophthalmischen Nerven
anschliefen. Darunter folgen die Brachiopalliovisceralkonnektive, von denen auf Hohe des
anterioren Pedallobus die Brachiomagnocellularkonnektive abzweigen, welche nur bei S.
officinalis gefunden werden konnten, und die beiden paarigen Brachiopedalkonnektive. In
der Mitte liegt noch das unpaar erscheinende dritte Brachiopedalkonnektiv (Abb. 19A).
Lateral der bisher beschriebenen Nerven verlaufen noch die vorderen Augenmuskelnerven,
die im Pedallobus entspringen und streckenweise direkt neben den Brachiopalliovisceral-
konnektiven verlaufen, bis sie nach latero-ventral abzweigen und die Augenmuskeln
innervieren. Ventral der Pedalloben formen die vorderen Trichternerven einen auffalligen
Knoten (Abb. 17A), von dem aus sich dann mehrere Nervenbiindel abspalten und die
Trichtermuskulatur innervieren.

Die Statocysten sind aufgrund ihrer robusten Knorpelkapsel gut erhalten und besitzen einen
tangentialen Durchmesser von maximal 830 um. Innerhalb der Statocysten findet man
jeweils einen Statolithen, der an der Macula princeps aufgehdngt ist (Abb. 6G: =). Aulerdem
kann man mehrere knorpelige Vorspriinge erkennen. Die olfaktorischen Organe sind oval,
mit einer Ausdehnung von 430 x 260 um2 und einer maximalen Dicke von 100 um, und liegen

lateral direkt hinter den Augen und ventral der optischen Loben (Abb. 6F, 12A).

Abbildung 10: Loligo vulgaris Schliipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte;

Richardsonfarbung). | 2
A: Ubersicht mit ausgewéhlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).

B: Armkrone mit Armen und Tentakeln.

C: Basis der Armkrone nahe der Mundéffnung.

D: Mitte der Augen, Radula.

E: Optische Loben genau hinter den Augen, vorderer Basallobus.

F: Mitte der optischen Loben mit der optischen Kommissur, Pedallobus.

G: Hintere optische Loben, Statocysten mit Statolithen.

H: Pallioviscerallobus genau am Ende des optischen Lobus, Statocysten.

a 1-4: Arme 1-4, abl: vorderer Basallobus, aco: vorderes Kammerorgan, doc: dorsale optische
Kommissur, es: Oesophagus, ey: Auge, fu: Trichter, ibl: unterer Buccallobus, ipl: innere plexiforme
Schicht, le: Linse, mcl: Magnocellularlobus, noai: Nervus oculomotorius anterior inferior, of: Geruchs-
organ, ofl: olfaktorischer Lobus, ol: optischer Lobus, opl: &uBBere plexiforme Schicht, pdec: Pedunkel-
kommissur, pdl: Pedunkellobus, pl: Pedallobus, ra: Radula, re: Retina, sl: Statolith, st: Statocyste,
svl: Subvertikallobus, t: Tentakel, tp: Tentakeltasche, pvl: Pallioviscerallobus, voc: ventrale optische
Kommissur, vil: Vertikallobus.
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3.1.3 Rossia macrosoma

Der Schlipfling von R. macrosoma ist der zweitgroRte (horizontaler Kopfdurchmesser ca. 3,1
mm) der sechs untersuchten Arten, hat eine vergleichsweise dicke Epidermis und ist in der
Augenregion dorso-ventral etwas abgeflacht. Auffallig ist ferner, dass der Schlipfling noch
einen Teil des Dottersacks besitzt, der ventral des Buccalapparates beginnt und sich dann auf
Hohe der Brachialloben nach dorsal verlagert, so dass er zwischen sub- und supraoeso-
phagealer Masse direkt ventral zum Oesophagus nach posterior zieht (Abb. 7C-H, 16B). Die
Tentakel liegen in einer Tentakeltasche zwischen den jeweils dritten und vierten Armen, sind
hier aber nicht wie bei S. officinalis zu einer Schleife gewunden (Abb. 7B-D). Die Armnerven
wurden aufgrund der begrenzten Schnittserie nicht bis in ihre duRersten Spitzen dargestellt,
sondern nur bis zum Beginn der Intrabrachialganglien (Abb. 12B). Die beiden Tentakelnerven
verlaufen deutlich lateral der Armnerven und sind nicht an der Interbrachialkommissur

beteiligt, die die Armnerven miteinander verbindet.

Abbildung 11: Octopus vulgaris Schliipfling: Histologie der Kopfregion (Transversalschnitte;
Azanfarbung). | 2

A: Ubersicht mit ausgewahlten Ebenen B-H (3D-Rekonstruktion, links laterale Ansicht).
B: Armkrone, Dottersack.

C: Buccalmasse, vorderer Teil der Augen.

D: Mitte der Augen, Radula.

E: Mitte der optischen Loben genau hinter den Augen, vorderer Trichter.

F: Optische Loben mit der optischen Kommissur, Statocysten.

G: Pallioviscerallobus, Statocysten.

H: Stellarganglion, hintere Speicheldriisen, Mitteldarmdriise.

a 1-4: Arme 1-4, bm: Buccalmasse, dbl: dorsaler Basallobus, dg: Mitteldarmdriise, es: Oesophagus,
ey: Auge, fu: Trichter, le: Linse, mbl: mittlerer Basallobus, nas: Nervus antorbitalis superior, np: Pal-
lialnerv, ol: optischer Lobus, opl: duBBere plexiforme Schicht, pbrl: posteriorer Brachiallobus, pdc: Pe-
dunkelkommissur, pdl: Pedunkellobus, pl: Pedallobus, psd: hinterer Speicheldriisengang, psg: hin-
tere Speicheldriise, ra: Radula, rc: Radulaknorpel, re: Retina, sfl: oberer Frontallobus, sg: Stellar-
ganglion, srg: Subradularganglion, st: Statocyste, voc: ventrale optische Kommissur, pvl: Palliovis-
cerallobus, vtl: Vertikallobus, ys: Dottersack.
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Die Augen (horizontaler Durchmesser 1150 um) liegen mittig auf der virtuellen horizontalen
Mittellinie durch den Kopf und blicken leicht nach vorne und oben. Am untersuchten Tier
sind die Augen nicht verformt und in der Mitte der volumindsen vorderen Kammer
aufgehdngt (wie bei S. officinalis). Die vorderen Kammerorgane sind in diesem Stadium gut
entwickelt. Die Retinae sind in Aufsicht ellipsoidal (horizontaler Durchmesser ca. 1025 um,
vertikaler Durchmesser ca. 715 um, Abb. 13B) mit gleichmaRiger Krimmung und Dicke,
wobei die Photorezeptoren vergleichsweise kurze distale Segmente besitzen, wohingegen die
Kernregion der Stitzzellen einen gréBeren Raum einnimmt (Abb. 14B). Durch den
voluminosen Glaskorper entsteht ein ziemlich groBer Abstand zwischen Linse und Retina. Die
Linse (Durchmesser 425 um, distales Segment 21%) ist aufgrund eines Praparationsartefakts
am Septum auseinandergebrochen, was die Verbindungen des Ziliarkdrpers zum jeweils
distalen und proximalen Anteil hervorhebt (Abb. 13B). Der diinne ventrale Anteil der
optischen Kommissur verlauft direkt (iber den kaum sichtbaren Oesophagus, unter dem noch
der Dottersack liegt (Abb. 16B). Die Pedunkelkommissur erkennt man nur bei ihrem Eintritt in

den rechten Pedunkellobus.

Abbildung 12: 3D-Rekonstruktion der Augen und des Zentralnervensystems: sub- und supra-
oesophageale Masse, optische Loben und Armnerven (vergleichende dorsale Ansichten, A-F
gleicher MaBstab). >

A: Sepia officinalis, B: Rossia macrosoma, C: Sepietta obscura, D: Idiosepius notoides, E: Loligo
vulgaris, F: Octopus vulgaris.

3: Nervus collaris, 7: Nervus infundibuli posterior, 13: Nervus oculomotorius posterior superior,

14: Nervus olfactorius, 15: Nervus ophthalmicus superior anterior, 16: Nervus ophthalmicus superior
posterior, 19: Nervus pallialis, 22: Nervus retractor capitis posterior, 24: Nervus visceralis, dbl: dor-
saler Basallobus, dll: Dorsolaterallobus, ibc: Interbrachialkommissur, ibg: Intrabrachialganglion,

ibl: unterer Buccallobus, ifl: unterer Frontallobus, le: Linse, mbl: mitterer Basallobus, of: Geruchs-
organ, ol: optischer Lobus (purpur = dufRere plexiforme Schicht, violett = Medullaneuropile; aufgrund
der schlechten Strukturerhaltung in . notoides nicht rekonstruiert), pdl: Pedunkellobus, pl: Pedal-
lobus, pvl: Pallioviscerallobus, re: Retina, sbl: oberer Buccallobus, sfl: oberer Frontallobus, vil: Ver-
tikallobus.
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Der Transversalschnitt durch die Brachiopedalkonnektive zeigt wie bei S. officinalis einen
grolRen Kernbereich durch den die einzelnen Konnektive als Nervenstrange verlaufen. Da
Brachial- und Pedallobus bei R. macrosoma weiter auseinander gelegen sind, weisen die
Brachiopedalkonnektive eine groRere Lange auf als bei S. officinalis (zweimal so lang: Abb.
20B). Die in den Pedalloben entspringenden vorderen Augenmuskelnerven folgen den
Brachiopedalkonnektiven nur ein kurzes Stiick, biegen schon weit posterior nach ventral ab
und konnten danach nicht mehr verfolgt werden.

Bei R. macrosoma liegen die Buccal- und Frontalloben deutlich weiter voneinander und vom
Brachiallobus entfernt (Abb. 18B) als bei S. officinalis. Dabei liegen die Buccalloben
besonders weit vor dem Brachiallobus, wodurch die Buccobrachialkonnektive auffallend lang
ausgebildet sind. Auch die Cerebrobrachialkonnektive sind verlangert, aber nicht im selben
AusmaR wie die Buccobrachialkonnektive. Cerebrobuccalkonnektive waren in Ansatzen
sichtbar, konnten aber nicht weiter verfolgt werden. Eine Verbindung zwischen dem
obereren Buccallobus und dem unteren Buccallobus im Sinne eines Interbuccalkonnektivs
konnte am vorliegenden Material nicht entdeckt werden.

Die Statocysten sind gut erhalten und vergleichsweise von geringer GroRe in Bezug auf das
gesamte Kopfvolumen (der vertikale Durchmesser in den Transversalschnitten betrdgt 590
pum, Abb. 7G+H). Die Geruchsorgane kdnnen als flache Anlagen erkannt werden und liegen

ventro-lateral des hinteren Teils des vorderen Kammerorgans.

Abbildung 13: Vergleichende Augenhistologie (Transversalschnitte durch die Mitte der Linsen
mit Oberflichenmodellen der linken Retinae — nicht maBstabsgetreu; die graue Pfeilspitze zeigt
nach rostral). | 2

A: Sepia officinalis (Richardson), B: Rossia macrosoma (Trichrome de Masson), C: Sepietta obscura
(Trichrome de Masson), D: Idiosepius notoides (Richardson), E: Loligo vulgaris (Richardson), F:
Octopus vulgaris (Azan).

aco: vorderes Kammerorgan, cb: Ziliarkérper, co: Cornea, ir: Iris, le: Linse, ol: optischer Lobus,
on: optischer Nerv, re: Retina, Pfeile: Septum, schwarze Pfeilspitzen: Lider.
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3.1.4 Sepietta obscura

Der Schlipfling von S. obscura (horizontaler Kopfdurchmesser ca. 2,5 mm) hat einen
schmalen Korper mit einer leichten dorso-ventralen Kompression im Bereich des Kopfes und
der Armkrone. Er besitzt im Vergleich zu den acht Armen wesentlich dickere Tentakel, die
ohne Schleife in ihrer Tentakeltasche liegen (Abb. 8B-D). Die von der Interbrachialkommissur
verbundenen Armnerven wurden hingegen nicht bis in ihre dulRersten Spitzen dargestellt. Die
Augen sind auf der horizontalen Mittellinie des Kopfes zentriert und blicken nach lateral und
leicht aufwarts (Abb. 12C). Die kugelférmigen Augenbulben (horizontaler Durchmesser 1000
um) fillen die vordere Augenkammer im Mittelteil fast vollstandig aus (aufler im Bereich der
Cornea). Die vorderen Kammerorgane sind nur schwach entwickelt und nur am hinteren
Ende der Augen zu sehen (Abb. 8E). Die Cornea ist stark ausgebildet und wird nach ventral
etwas dinner (Abb. 13C). Die Krimmung der Retina ist ebenmaBig mit einer leichten
horizontalen Biegung, durch die eine kleinere ventrale und eine groBere dorsale
Retina“halfte” (mit etwas langeren distalen Photorezeptorsegmenten) bestimmt wird (Abb.
13C, 14C). Allgemein ist die Retina halbkugelig mit einer leichten Abflachung an der
Kontaktstelle zum optischen Lobus. Der Glaskorper ist gut entwickelt, wie auch bei S.
officinalis und R. macrosoma. Die Linse (Durchmesser 415 um) hat ein vergleichsweise
kleines distales Segment (15 % des Durchmessers) und aufgrund der Praparation haben sich
einzelne Linsenplatten abgel6st.

Auf dem Transversalschnitt durch die Region der optischen Kommissur erkennt man gut den
mittleren Teil der ventralen optischen Kommissur, die direkt (iber dem Oesophagus verlauft
(Abb. 16C). Dorsal dazu liegt die Pedunkelkommissur, die man in ihrem kompletten Verlauf
zwischen den beiden Pedunkelloben erkennen kann.

Die Buccal- und Frontalloben liegen wie bei Rossia macrosoma weit auseinander, wobei bei
S. obscura der untere Frontallobus noch weiter vom Brachiallobus entfernt ist (Abb. 18C).
Dadurch sind insbesondere die Cerebrobrachialkonnektive langer ausgebildet. Aufgrund des
relativ geringeren Abstandes zwischen dem oberen Buccallobus und dem Brachiallobus sind
die Buccobrachialkonnektive etwas kurzer als die Cerebrobrachialkonnektive. Cerebrobuccal-
konnektive konnten nicht gefunden werden. Die Cerebrosubradularkonnektive entspringen
im oberen Buccallobus und laufen lateral entlang des unteren Buccallobus. Sie konnten

dariiber hinaus aber nicht bis zum Subradularganglion verfolgt werden.
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Abbildung 14: Vergleichende Retinahistologie (ventraler Bereich, Transversalschnitte durch die
Mitte der Linsen).

A: Sepia officinalis (Richardson), B: Rossia macrosoma (Trichrome de Masson), C: Sepietta obscura
(Trichrome de Masson), D: Idiosepius notoides (Richardson), E: Loligo vulgaris (Richardson),
F: Octopus vulgaris (Azan).

bsm: Basalmembran, ds: distale Segmente der Photorezeptorzellen, ps: proximale Segmente der
Photorezeptorzellen, rp: retinaler Plexus, scn: Zellkerne der Stitzzellen.
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Da auch bei S. obscura Brachial- und Pedallobus weit voneinander entfernt sind, missen die
Brachiopedalkonnektive lang sein (Abb. 20C). AuBerdem liegen die optischen Loben bei S.
obscura ventro-median sehr nahe beieinander, wodurch der Bereich der Brachiopedal-
konnektive sehr schmal ist (Abb. 8E, 12C, 19C, 20C). Diese Nerven verlaufen dort wie zu
einem Biindel zusammengefasst (Abb. 19C) und die Zellkerne sind nach dorsal und ventral
verlagert. Die einzelnen Nervenstrange waren dadurch nur schwer zu unterscheiden und die
oculomotorischen Nerven konnten nach ihrem Austritt aus den Pedalloben nur Uber eine
kurze Strecke verfolgt werden. Von den Palliovisceralloben aus kann man aufgrund der weit
nach posterior gehenden Schnittserie dem Pallialnerv bis zu seinem Zielort, dem
Stellarganglion, folgen.

Die Statocysten (maximaler Durchmesser ca. 590 um) zeigen Zeichen einer Schrumpfung, die
dorso-ventrale Abflachung ist jedoch urspriinglich (Abb. 8G). Das Geruchsorgan ist ventro-
lateral hinter den Augen gelegen und weist eine flache ovale Form auf (350 x 300 x 50 pm?,

Abb. 8E, 12C).

Abbildung 15: Vergleichende Histologie der optischen Loben mit den plexiformen Schichten
(Transversalschnitte). | 2

A: Sepia officinalis (Richardson),

B: Rossia macrosoma (Azan),

C: Sepietta obscura (Azan),

D: Oberflachenmodelle der schwammigen Medullaneuropile (violett) umgeben von den &duBeren
plexiformen Schichten (purpur, angeschnitten); bei L. vulgaris ist eine zusatzliche innere plexiforme
Schicht (rosa) sichtbar; bei /. notoides wurden die Neuropile aufgrund schlechter Strukturerhaltung
nicht rekonstruiert,

E: Idiosepius notoides (Richardson),

F: Loligo vulgaris (Richardson),

G: Octopus vulgaris (Azan).

aco: vorderes Kammerorgan, igl: innere Kérnerschicht, ipl: innere plexiforme Schicht, nol: Neuropil
der optischen Loben, ogl: &uBere Kérnerschicht, opl: &uBere plexiforme Schicht.
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3.1.5 Idiosepius notoides

Das untersuchte Tier von /. notoides (post-hatchling Stadium!) besitzt eine Kopfregion, die
ungefahr dieselbe GroRBe hat (horizontaler Kopfdurchmesser ca. 2,2 mm), wie bei R.
macrosoma mit markanten optischen Loben und Augen (Abb. 12D). Das ZNS zeigt einen
vergleichsweise kompakten Aufbau, d.h. die optischen Loben sind von der sub- und
supraoesophagealen Masse weniger abgetrennt als bei den anderen Arten, die Magno-
cellularloben ragen lateral nicht so weit hervor und die supraoesophagealen Neuropile sind
dichter gepackt. Die basale Armkrone ist ziemlich eng und die Intrabrachialganglien haben
einen bemerkenswert groRen Durchmesser (Abb. 9B, 12D).

Die Augen von I. notoides sind grof3 (horizontaler Durchmesser 1250 um) und die vordere
Kammer ist kaum auszumachen (Abb. 13D). Sie liegen eng beieinander und blicken genau in
laterale Richtung (Abb. 12D). Die vorderen Kammerorgane sind nur schwach entwickelt. Die
beiden Segmente der Linse (Gesamtdurchmesser 475 um) haben unterschiedliche Krim-
mungsradien und verschiedene cortex-core-Proportionen (Abb. 13D). Der distale Bestandteil
macht einen vergleichsweise groflen Volumenanteil aus (> 30%) und der proximale
Bestandteil ist in axialer Richtung leicht in die Ldnge gezogen. Die Glaskorper sind normal
entwickelt, wohingegen die Ziliarkorper bei dieser Art nur schwach ausgepragt sind. Die
Retina ist in der Mitte verdickt und die Spitzen der Photorezeptoren zeigen in der zentralen
und dorsalen Retina artifizielle Anschwellungen. Die ventrale Retina ist abgeflacht und
vereinigt sich mit der dorso-nasalen Retina nahtlos, von der zentro-temporalen Retina ist sie
jedoch durch einen deutlichen Knick abgesetzt. Letztere wird durch die optischen Loben zu
einer hufeisenformigen Verdickung und einer leichten temporalen/horizontalen Vertiefung
hervorgeschoben. Wie auch bei S. officinalis diinnt das dunkle retinale Pigment in den
zentralen bis ventralen Bereichen der Retina aus (Abb. 13D).

Die optischen Loben sind voluminds und nahern sich frontal und fronto-ventral stark
einander an. lhre innere Struktur ist reguldr, d.h. mit duBerer Kornerschicht, dullerer
plexiformer Schicht, innerer Kérnerschicht und Medulla, die aus Neuropil und Zellinseln
besteht. Das Neuropil der Medulla ist am untersuchten Tier jedoch wegen des schlechten
Erhaltungszustands nur schwer von den Zellkerninseln zu unterscheiden (Abb. 9E-G, 15D),

weswegen hier auf eine 3D-Rekonstruktion verzichtet wurde. Diese Schwierigkeiten zeigen

64



Vergleichende 3D-Mikroanatomie und Histologie des Auges und des ZNS

Abbildung 16: Vergleichende Histologie des Zentralnervensystems | (Transversalschnitte auf
Hohe der optischen Kommissur).

A: Sepia officinalis (Richardson), B: Rossia macrosoma (Azan), C: Sepietta obscura (Trichrome de
Masson), D: Idiosepius notoides (Richardson), E: Loligo vulgaris (Richardson), F: Octopus vulgaris
(Azan).

bpvc: Brachiopalliovisceralkonnektiv, dbl: dorsaler Basallobus, doc: dorsale optische Kommissur,

es: Oesophagus, mbl: mitterer Basallobus, pdc: Pedunkelkommissur, pdl: Pedunkellobus, pl: Pedal-
lobus, psd: hinterer Speicheldriisengang, spc: Suprapedalkommissur, voc: ventrale optische Kom-
missur, ys: Dottersack.

sich auch im Bereich der optischen Kommissur, wo ein quer durch das Neuropil des
medianen Basallobus verlaufendes Faserblindel gesehen werden kann, das der dorsalen
optischen Kommissur zugwiesen wurde (Abb. 9F, 16D). Die Cerebrobuccalkonnektive
verlaufen aufgrund der anterior und ventral eng zusammenliegenden optischen Loben nah
beieinander und konnten vor ihrem Eintritt in den unteren Frontallobus nur noch als ein

einzelner Strang dargestellt werden (Abb. 18D). Auch die Brachiopedalkonnektive sind wegen
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der Lage der optischen Loben so nah aneinander geriickt, dass sie nur schwer zu
identifizieren waren (Abb. 19D) und nur noch als eine Einheit dargestellt werden konnten
(Abb. 20D). Kernbereiche kénnen hier zwischen den einzelnen Konnektiven iberhaupt nicht
ausgemacht werden. Die oberen Antorbitalnerven verlaufen als sehr diinne Strange am
weitesten dorsal zwischen den optischen Loben. Da der Brachial- und der Pedallobus weit
auseinander liegen, sind auch hier die Brachiopedalkonnektive ziemlich lang. Die Brachio-
palliovisceralkonnektive verlaufen an der ventralen Seite dieses Komplexes. Die vorderen
unteren Augenmuskelnerven kénnen erst an ihrer Abzweigung nach latero-ventral als eigen-
stiandige Nerven identifiziert werden.

Bei I. notoides liegen die Frontalloben wie schon bei S. obscura deutlich weiter vom Brachial-
lobus entfernt als bei S. officinalis, weshalb die Cerebrobrachialkonnektive auffallend lang
sind (Abb. 18D). Spezifische Merkmale der suboesophagealen Masse sind (1) ein ,,Plexus” der
vorderen Trichternerven, der ventral des Pedallobus gelegen ist, (2) die Anwesenheit eines
mittleren Trichternervs und (3) der parallele Verlauf der posterioren okulomotorischen und
ophthalmischen Nerven.

Die Statocysten sind bei /. notoides groRe Organe (maximaler Durchmesser in Transversal-
schnitten 790 um), die von den Palliovisceralloben fronto-dorsal verdrangt werden (Abb
9G+H). Die olfaktorischen Organe sind runde, schalenférmige Strukturen (270 x 270 x 110
um3), die erst weit hinter den Augen und latero-ventral der optischen Loben liegen (Abb. 9F,

12D).

Abbildung 17: 3D-Rekonstruktion des Zentralnervensystems: Suboesophageale Neuropile
(vergleichende links laterale und frontale Ansichten; A-F verschiedene MaBstéabe). | 2

A: Sepia officinalis, B: Rossia macrosoma, C: Sepietta obscura, D: Idiosepius notoides, E: Loligo
vulgaris, F: Octopus vulgaris.

1: Nervus antorbitalis inferior, 2: Nervus antorbitalis superior, 3: Nervus collaris, 4: Nervus cristae
staticae, 5: Nervus infundibuli anterior, 6: Nervus infundibuli medianus, 7: Nervus infundibuli posterior,
8: Nervus oculomotorius anterior, 9: Nervus oculomotorius anterior inferior, 10: Nervus oculomotorius
anterior superior, 11: Nervus oculomotorius posterior, 12: Nervus oculomotorius posterior inferior,

13: Nervus oculomotorius posterior superior, 15: Nervus ophthalmicus anterior superior, 16: Nervus
ophthalmicus posterior superior, 17: Nervus ophthalmicus anterior inferior, 18: Nervus ophthalmicus
posterior inferior, 19: Nervus pallialis, 20: Nervus postorbitalis, 21: Nervus retractor capitis anterior,
22: Nervus retractor capitis posterior, 24: Nervus visceralis, bl: Brachiallobus, bmc: Brachiomagno-
cellularkonnektiv, bpve: Brachiopalliovisceralkonnektiv, es: Oesophagus, mcl: Magnocellularlobus,
pl: Pedallobus, pvl: Pallioviscerallobus sbe: Suprabrachialkommissur, spc: Suprapedalkommissur.
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3.1.6 Loligo vulgaris

Der Schliipfling von L. vulgaris ist der kleinste der fiinf in dieser Arbeit untersuchten Arten
der Decabrachia (horizontaler Kopfdurchmesser ca. 1,1 mm). Das erste Armpaar ist im
Vergleich zu den anderen gerade erst sichtbar, folglich sind die ventralen Armnerven und ihre
Intrabrachialganglien weiter entwickelt als die weiter dorsal gelegenen (Abb. 10B+C). Die
beiden Tentakel sind vergleichsweise am starksten ausgepragt und ihre Nerven lberragen die
Armnerven (Abb. 12E).

Die Augen (horizontaler Durchmesser 615 um) fiillen den vorderen Kopfbereich zu einem
vergleichsweise hohen Prozentsatz aus, wodurch die vorderen Kammern nur sehr schmal
sind (Abb. 13E). Das vordere Kammerorgan ist torusférmig (mit dreieckigem Profil) und fillt
den Bereich zwischen den Augen und den optischen Loben aus, wobei es sich ventro-lateral
weiter entlang der dulReren Oberflache des optischen Lobus erstreckt. Ventral verlauft der
untere ophthalmische Nerv teilweise durch das vordere Kammerorgan, dorsal hat es eine
Einschniirung fir die Augenmuskeln. Die Augen blicken in einer horizontalen Ebene leicht
nach vorne und befinden sich in der Mitte recht nahe beieinander, so dass fiir den
Buccalbereich nur wenig Raum bleibt (Abb. 12E). Die zusammengesetzte Linse (Durchmesser
180 um, das distale Segment nimmt 15% ein) ist in einen vergleichsweise schmalen
Glaskorper eingebettet (Abb. 13E). Die Retina ist gut entwickelt mit einer hohen
Photorezeptordichte, die man an der dicken Schicht der Photorezeptorkerne und dem
auffallig stark entwickelten retinalen Plexus abschatzen kann. Sie besitzt auBerdem eine
auBergewodhnlich dunkle Pigmentschicht, auch zwischen den distalen Segmenten und
entlang der Innenseiten des Ziliarkérpers und der Iris (Abb. 13E, 14E). Die Retina ist ziemlich
dick (max. 160 um), besonders im Vergleich mit dem Augendurchmesser, in der frontalen
Halfte halbkugelférmig und in der temporalen Hélfte eine abgeflachte Rampe bildend (Abb.
13E). Wie bei S. officinalis und R. macrosoma, aber gegensatzlich zu S. obscura und |.
notoides, werden die optischen Loben frontal durch den Brachiallobus und die unteren
Frontalloben auseinander gehalten. Fronto-lateral werden sie durch die Augenbecher ganz
leicht abgeflacht. Im Cortex kann man deutlich eine diinne innere plexiforme Schicht sehen,
die sich an die innere Koérnerschicht anschlieBt (Abb. 10F, 15F). Bei L. vulgaris sind die quer
verlaufenden Kommissuren, die zwischen den Hirnhalften vermitteln, gut zu unterscheiden

(Abb. 16E). Genau liber den Oesophagus verlauft der ventrale Anteil der optischen
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Abbildung 18: 3D-Rekonstruktion des Zentralnervensystems: Supraesophageale Neuropile
(vergleichende links laterale und frontale Ansichten; A-F verschiedene MaBstébe).

A: Sepia officinalis, B: Rossia macrosoma, C: Sepietta obscura, D: Idiosepius notoides, E: Loligo
vulgaris, F: Octopus vulgaris.

14: Nervus olfactorius, 23: Nervus sympathicus, abl: vorderer Basallobus, bbrc: Buccobrachial-
konnektiv, cbe: Cerebrobuccalkonnektiv, cbre: Cerebrobrachialkonnektiv, cc: Cerebralkonnektiv, csc:
Cerebrosubradularkonnektiv, dbl: dorsaler Basallobus, dll: Dorsolaterallobus, es: Oesophagus, ibl:
unterer Buccallobus, ifl: unterer Frontallobus, inbl: Interbasallobus, mbl: mitterer Basallobus,

ofl: olfaktorischer Lobus, pbl: hinterer Buccallobus, pdl: Pedunkellobus, sbl: oberer Buccallobus,

sfl: oberer Frontallobus, sfrl: Subfrontallobus, spl: subpedunkulater Lobus, srg: Subradularganglion,
svl: Subvertikallobus, vtl: Vertikallobus.

69



3D-Neuroanatomie und Feinstruktur nervoser Verschaltungen im Sehsystem von Tintenfischen

Kommissur. Der dorsale Anteil liegt etwas oberhalb, woran sich wiederum die Pedunkel-
kommissur direkt anschlieRt. Aufgrund der medio-ventral relativ eng aneinander liegenden
optischen Loben sind die Brachiopedalkonnektive in ihrer lateralen Ausdehnung einge-
schrankt (Abb. 10E, 19E, 20E). So findet man die Kerngebiete vor allem dorsal der Nerven-
strange. Besonders auffallig sind die vorderen unteren Augenmuskelnerven, die nach ihrem
Austritt aus dem Pedallobus von den Brachiopedalkonnektiven abzweigen, dann an den
Innenseiten der optischen Loben verlaufen und sich in einen ventralen und einen dorsalen
Ast aufteilen (Abb. 17E, 20E). Es wurde in der vorderen suboesophagealen Masse nicht nach
Prabrachial- und Brachiallobus unterschieden, wie es bei Young zu finden ist (1976b), ent-
sprechendes gilt fir die mittlere suboesophageale Masse (Pedalloben). Bei der hinteren sub-
oesophagealen Masse (Palliovisceralloben) kann man unter anderem auffallende, dorso-
lateral gelegene Loben (Flossen- und Chromatophorenloben) gut erkennen (Abb. 17E). Auch
sieht man die Uberkreuzung der Axone der beiden Riesennervenzellen erster Ordnung (Abb.
10H: »).

Da die Buccal- und Frontalloben nahe beieinander und beide auch nahe am Brachiallobus
liegen, sind die Cerebrobuccal- und Cerebrobrachialkonnektive sehr kurz (Abb. 18E).
Besonders gut zu erkennen sind auRerdem die auffallend kurzen Buccobrachialkonnektive.
Auf den Transversalschnitten durch den Schliipfling erkennt man gut markante Teile des
Nervensystems (Abb. 10E-H). So sieht man deutlich wie sich das Neuropil des Vertikallobus
dorsal Gber das Neuropil des Subvertikallobus erstreckt (Abb. 10E). Weiter ventral gelegen
befindet sich der vordere Basallobus, der durch ein diinnes Band von Zellen (Abb. 10E: )
deutlich in einen vorderen (ventral gelegenen) und hinteren (dorsal gelegenen) Bereich
unterteilt wird.

Wie auch bei den anderen untersuchten Arten der Decabrachia erscheint die Form der
Statocysten (Durchmesser 425 pum) aufgrund geringer Gewebeschrumpfung etwas
unregelmalig (Abb. 10G+H) und die Statolithen befinden sich im frontalen Bereich. Die
olfaktorischen Organe (275 x 165 x 40 pum®) liegen an beiden Seiten ventro-lateral der

optischen Loben deutlich hinter den Augen (Abb. 10F).
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Abbildung 19: Vergleichende Histologie des Zentralnervensystems Il (Transversalschnitte auf
Hohe der Brachiopedalkonnektive).

A: Sepia officinalis (Richardson), B: Rossia macrosoma (Azan), C: Sepietta obscura (Azan),
D: Idiosepius notoides (Richardson), E: Loligo vulgaris (Richardson), F: Octopus vulgaris (Azan).

bpc: Brachiopedalkonnektiv, bpvc: Brachiopalliovisceralkonnektiv, nas: Nervus antorbitalis superior,
noa: Nervus oculomotorius anterior, noai: Nervus oculomotorius anterior inferior, nopa: Nervus
ophthalmicus anterior, pbrl: hinterer Brachiallobus.
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3.1.7 Octopus vulgaris

O. vulgaris ist der einzige in dieser Arbeit untersuchte Vertreter der Octobrachia und besitzt
den kleinsten Schliipfling (horizontaler Kopfdurchmesser ca. 0,75 mm). Eine Krone von acht
kurzen Armen (alle ungefahr 550 — 650 um lang) umgibt den Rest des dulReren Dottersacks
(Abb. 11B). Die Mikroanatomie des peripheren Nervensystems der Arme ist mit der der
Decabrachia vergleichbar, mit dem Unterschied, dass bei O. vulgaris keine Tentakel

|ll

vorhanden sind. Das Integument wird durch zahlreiche, winzige ,Stachel“ (Kollikersche
Bischel) charakterisiert, die im Bereich der Cornea weniger dicht gepackt auftreten (Abb.
13F). Bei O. vulgaris blicken die Augen in einer horizontalen Ebene 45° nach vorne (Abb.
12F), liegen in einer gut erkennbaren vorderen Kammer und werden von einer relativ dicken
Cornea begrenzt (23 um; Abb. 11C+D, 13F). Falls vorhanden, sind die vorderen
Kammerorgane unterentwickelt. Die Linse (Durchmesser 120 um, distales Segment ca. 28%)
hat einen vergleichsweise kleinen Cortex und der Glaskérper hat ein durchschnittliches
Erscheinungsbild (Abb. 13F). Die Retina ist voll entwickelt und besitzt eine auffallende,
dunkle Pigmentschicht (Abb. 13F, 14F). In der 3D-Ansicht sieht man die halbkuglige Form, die
rostral leicht abgeflacht ist (Abb. 13F). Die optischen Loben werden wie bei S. officinalis von
den vorderen Loben des ZNS auf Abstand gehalten (Abb. 12F). Frontal werden sie von den
Augen stark eingedriickt, so dass sie eine leicht konkave Form annehmen (die Augen werden
bei dieser Art bzw. in diesem Entwicklungsstadium nicht von den optischen Loben verformt).
Am histologischen Schnittbild sieht man im optischen Lobus in der duReren plexiformen
Schicht bereits bei lichtmikroskopischer Auflésung den ersten Verschaltungshorizont der
Photorezeptoren als diinne dunkler gefarbte Schicht (Abb. 15F: »). Von der optischen
Kommissur kann man nur median den ventralen Anteil Gber dem Oesophagus erkennen
(Abb. 11F, 16F). Seitlich sieht man die von den beiden Pedunkelloben ausgehende
Pedunkelkommissur.

Bei O. vulgaris gibt es keine sichtbaren Brachiopedalkonnektive, da das Neuropil des hinteren
Brachiallobus kontinuierlich in das Neuropil des Pedallobus tbergeht (Abb. 19F, 20F). Die
Brachiopalliovisceralkonnektive entspringen im Brachiallobus und laufen am Pedallobus
entlang zum Pallioviscerallobus. Vom Pedallobus kommend konnten zwei Nervenpaare
identifiziert werden: die vorderen Augenmuskelnerven und die oberen Antorbitalnerven. Als

Besonderheit der Octopodiformes konnte das Suprabrachialkonnektiv gefunden werden, das
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<100)um

nopa bpvc

Abbildung 20: 3D-Rekonstruktion der anterioren suboesophagealen Masse (vergleichende
Ventralansichten).

A: Sepia officinalis, B: Rossia macrosoma, C: Sepietta obscura, D: Idiosepius notoides, E: Loligo
vulgaris, F: Octopus vulgaris.

abrl: vorderer Brachiallobus, bl: Brachiallobus, bmec: Brachiomagnocellularkonnektiv, bpc: Brachio-
pedalkonnektiv, bpvc: Brachiopalliovisceralkonnektiv, has: Nervus antorbitalis superior, noa: Nervus
oculomotorius anterior, noai: Nervus oculomotorius anterior inferior, nopa: Nervus ophthalmicus
anterior inferior, pbrl: hinterer Brachiallobus, pl: Pedallobus.
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die beiden Halften des hufeisenformigen anterioren Brachiallobus (iber den Oesophagus
hinweg verbindet (Abb. 17F). Die hinteren Kopfretraktornerven fiihren bei O. vulgaris im
Gegensatz zu denen der untersuchten Decabrachia nach oben anstatt nach hinten. Die
dorsalen Bereiche der Magnocellularloben sind von den Palliovisceralloben getrennt. Da hier
das gesamte Tier als Schnittserie vorlag, konnten auch die Stellarganglien dargestellt werden,
die durch die Pallialnerven, die in den Palliovisceralloben entspringen, innerviert werden
(Abb. 11H).

Die Buccal-, Frontal- und Brachialloben liegen bei O. vulgaris besonders nahe beieinander
(Abb. 18F). Dadurch sind die dazugehorigen Konnektive auch sehr kurz. Da die Neuropile des
oberen Buccallobus in die des hinteren Buccallobus libergehen und hier auch die Bahnen
zum unteren Frontallobus verlaufen, gibt es keine sichtbaren Cerebrobuccalkonnektive. Der
hintere Buccallobus liegt unter dem unteren Frontallobus und ist direkt mit den
Subvertikalloben verbunden. Somit kdnnte er dem unteren Frontallobus der Decabrachia
entsprechen, da jener dort Gber den Cerebraltrakt mit den Subvertikalloben verbunden ist.
Die Cerebrobrachialkonnektive verlaufen vom Brachiallobus kommend am unteren Frontal-
lobus entlang bis zum oberen Frontallobus. Die Cerebrosubradularkonnektive verlaufen am
posterioren Ende des unteren Buccallobus vorbei zu den Subradularganglien und liegen
dabei direkt hinter dem Interbuccalkonnektiv. Eine Subradularkommissur, wie von Marquis
(1989) beschrieben, konnte jedoch nicht gefunden werden. Die Unterteilung der oberen
Frontalloben in mediane und laterale Komponenten kann gut erkannt werden. Der
Vertikallobus ist mit seinen fiinf Gyri charakteristisch geformt (Abb. 12F), im Gegensatz zu
den kuppelformigen Vertikalloben der untersuchten Arten der Decabrachia. Eingebettet
zwischen die Kernschichten der oberen Frontalloben und der posterioren Buccalloben
konnten die beim Schliipfling noch winzigen Neuropile der Subfrontalloben erkannt werden.
Uber den dorsalen Basalloben sind die subpedunkulaten Loben zu erkennen.

Die Statocysten des Schlupflings von O. vulgaris haben im Tangentialschnitt ein ringformiges
Profil (d.h. unbeeintrachtigt von Schrumpfung; maximaler Durchmesser 280 um) und sind in
Seitenansicht oval geformt, wobei sie sich an beiden Enden verjingen (Abb. 11F+G). Die
Geruchsorgane (115 x 100 x 35 pum?) liegen direkt hinter den optischen Loben genau unter

deren Aquator (Abb. 11F, 12F).

74



Vergleichende 3D-Mikroanatomie und Histologie des Auges und des ZNS

3.1.8 Morphometrie

Die durch die Segmentierung gewonnenen Volumina der einzelnen Loben wurden als
absolute und relative Volumenwerte in Tabellen dargestellt. Zur besseren Ubersichtlichkeit
wurden einige Loben der supraoesophagealen Masse zu funktionellen Einheiten

zusammengefasst (siehe Tabelle 10).

Absolute Volumenwerte: Die GrofRe der rekonstruierten Kopfregionen der untersuchten
Schliipflinge nimmt in der folgenden Reihenfolge ab: Sepia officinalis, Rossia macrosoma,
Idiosepius notoides, Sepietta obscura, Loligo vulgaris und Octopus vulgaris.

Die Volumina der einzelnen untersuchten Strukturen (Taabelle 11) halten sich groRtenteils an
diese Reihenfolge, jedoch mit einigen Ausnahmen: . notoides besitzt die groRten Augen,
Linsen, Retinae und &duRere plexiforme Schichten, wohingegen die optischen Loben als
Gesamtheit bei S. officinalis am gréRten sind. Die brachialen und pedalen Neuropile sind bei
I. notoides groRer als bei R. macrosoma (die anderen suboesophagealen Neuropile wurden
bei letzterer nur teilweise rekonstruiert). Das gleiche gilt auch fir alle supraoesophagealen
Neuropile, aber nicht fir die sub- und supraoesophagealen Loben als Ganzes. Dies kann dem
hohen Neuropilanteil des ZNS bei I. notoides zugeschrieben werden. R. macrosoma besitzt
die groRten olfaktorischen Neuropile und auch bei L. vulgaris sind diese ziemlich groR. Die
Werte fir die hinteren Basallobenneuropile sind bei S. officinalis und [ notoides

bemerkenswert hoch und bei letzterem auch die Werte fiir den Vertikallobus.
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Tabelle 11: Volumetrische Daten der Augen und des ZNS (absolute Werte).

Volumen [10°mm’] Sepia Rossia Sepietta Idiosepius Loligo Octopus
officinalis macrosoma obscura notoides vulgaris vulgaris
Sehsystem
beide Augen 956,7 791,6 659,1 983,5 124,0 38,1
beide Linsen 105,8 64,3 66,2 113,9 6,2 1,6
beide Retinae 382,4 218,7 254,2 548,0 85,9 17,8
beide optische Loben 1963,7 1140,9 1260,8 1671,5 297,4 56,1
Neuropil der Medulla 626,3 231,4 217,0 - 63,7 6,6
duBere plexiforme Schicht 207,8 129,5 179,0 242,4 34,9 7,4
suboesophageales System (inkl. der Magnocellularloben)
brachiales Neuropil 18,2 12,4 11,1 14,4 2,0 1,1
pedales Neuropil 81,8 35,7 48,0 56,0 10,8 2,3
pallioviscerales Neuropil 66,3 12,6*[30,0] 35,6 40,7 8,2 3,3
magnocellulares Neuropil 57,1 12,7*%[32,2] 24,7 18,7 7,2 0,7
Y der subesophagealen 223,4 | 73,4*%[110,3] 119,4 129,8 28,2 7,4
Neuropile
suboesophageale Loben 485,3 | 234,9*[355,7] 304,3 204,6 81,3 24,9

(inkl. Perikarya)

supraoesophageales System

inferiores Frontalsystem 15,3 6,8 7,6 8,3 1,3 1,0
Vertikalissystem 73,6 33,5 43,2 70,2 9,1 1,5
anteriores basales Neuropil 38,0 17,3 19,5 24,6 5,4 1,0
posteriores basales 95,8 25,7 45,1 51,7 14,1 2,5
Neuropil

Pedunkelneuropil 16,7 11,0 10,0 12,6 4,5 1,0
olfaktorisches Neuropil 1,8 2,3 0,8 1,2 1,7 0,3
Y. der supraoesophagealen 241,3 96,7 126,2 168,5 36,1 7,3
Neuropile

supraoesophageale Loben 489,0 374,4 347,3 289,9 107,6 28,4

(inkl. Perikarya)

- nicht bestimmt (schlechte Strukturerhaltung).

* nicht komplett rekonstruiert (unvollstandige Serie), Werte in Klammern sind Ndherungen unter der Annahme,
dass das Volumenverhaltnis von sub- zu supraoesophagealen Loben dem der beiden anderen untersuchten
Sepioiden von 0,95/1 entspricht und dass das suboesophageale Neuropil einen Anteil von 31% ausmacht.

Die inferioren Buccalloben und die Subradularganglien sind nicht mit eingeschlossen (siehe Frésch 1971).

Relative Volumenwerte: Die relativen Neuropilvolumina, d.h. der Prozentsatz, den ein
ausgewadhltes Neuropil vom Neuropil des gesamten ZNS einnimmt, sind unabhangig von der
KorpergroBe und deshalb fir direkte interspezifische Vergleiche besonders geeignet. Einen
Uberblick gibt Abbildung 30 auf der Basis der Werte aus Tabelle 12 (fiir R. macrosoma
wurden aufgrund unvollstandiger Rekonstruktion der Palliovisceralloben Schatzwerte
angegeben). Vergleichsweise auffallend groR dimensionierte Neuropile wurden in den
Palliovisceral-, Brachial- und unteren Frontalloben, wie auch im gesamten suboesophagealen

Neuropil von O. vulgaris, in den hinteren Basalloben und olfaktorischen Loben bei L. vulgaris
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und im Vertikalissystem bei /. notoides gefunden. Bei den beiden letzteren Arten liegen die
Volumina der supraoesophagealen Loben 10% lber dem Durchschnitt. Die Neuropile der
Pedunkel- und olfaktorischen Loben sind bei L. vulgaris und O. vulgaris vergleichsweise grol3,

die Magnocellularneuropile sind bei Letzterem und /. notoides nur schwach entwickelt.

Tabelle 12: Volumetrische Daten des ZNS (relative Werte).

Volumina % der sub- + Sepia Rossia Sepietta | Idiosepius Loligo Octopus
supraoesophagealen Neuropile | officinalis | macrosoma | obscura notoides vulgaris vulgaris
suboesophageale Loben 48,1 43,1 [53,2] 48,9 43,5 43,9 50,3
Brachialloben 3,9 7,3 [6,0] 4,6 4,8 3,1 7,5
Pedalloben 17,6 21,0[17,2] 19,7 18,8 16,8 15,6
Palliovisceralloben 14,3 7,4 [14,5] 14,6 13,6 12,8 22,4
Magnocellularloben 12,3 7,4 [15,5] 10,0 6,3 11,2 4,8
supraoesophageale Loben 51,9 56,9 [46,8] 51,1 56,5 56,1 49,7
Inferiore Frontalloben 3,3 4,0 [3,3] 3,1 2,8 2,0 6,8
Vertikalissystem 15,8 19,7 [16,2] 18,7 23,5 14,2 10,2
anteriore Basalloben 8,2 10,2 [8,4] 8,0 8,2 8,4 6,8
posteriore Basalloben 20,6 15,1 [12,4] 16,9 17,3 21,9 17,0
Pedunkelloben 3,6 6,5 [5,3] 4,1 4,2 7,0 6,8
olfaktorische Loben 0,4 1,4[1,1] 0,3 0,4 2,6 2,0
Ratios

optische Loben : Retinae 5,1 5,2 5,0 3,0 3,5 3,2
Medulla Neuropil 0,32 0,20 0,17 ; 0,21 0,12
optische Loben

optische Loben : (sub- + 2,0 | 1,87[1,56] 1,93 3,38 1,57 1,05
supraesophageale Loben)

Medulla Neuropil : (sub-+ 1,35 | 1,36 [1,56] 0,89 ; 0,99 0,45
supraoesophageale Neuropile)

suboesophageale Neuropile : 0,46 0,31* 0,39 0,63 0,35 0,30
suboesophageale Loben

supraoesophageale Neuropile : 0,49 0,26 0,36 0,58 0,34 0,26
supraoesophageale Loben

* Unsicherer Wert aufgrund von unvollstandiger Erfassung der posterioren palliovisceralen und
magnocellularen Regionen.

Die Werte in Klammern sind Ndherungen, denen ein angenommenes Verhiltnis der sub-/supraoesophagealen
Loben von 0,95/1 wie bei den beiden anderen untersuchten Sepioidea und ein Neuropilanteil von 31%
zugrunde liegt.

Andere signifikante Verhaltniswerte konnen zwischen verschiedenen Kompartimenten
innerhalb des ZNS berechnet werden. So machen bei allen Arten die Pedalloben den groRten
Anteil am Neuropil der suboesophagealen Masse aus, an zweiter Stelle folgen die
Palliovisceralloben mit Ausnahme von Loligo vulgaris. Die Neuropile der hinteren Basal- und
der Vertikalloben sind die groRten supraoesophagealen Anteile, wobei das Ubergewicht

interspezifisch variiert. Die supraoesophagealen Loben machen einen Anteil zwischen 50%
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(O. vulgaris) und 56% (L. vulgaris, I. notoides) des Volumens des gesamten Gehirns (sub- und
supraoesophageale Loben) aus. Vergleicht man nur die Neuropilvolumina, erreicht der
supraoesophageale Anteil bei I. notoides und L. vulgaris sogar 65%. Der Neuropilanteil der
Hirnloben macht zwischen 26% und 63% aus (Tabelle 12). Im Allgemeinen machen die
Neuropilvolumina bei den suboesophagealen Loben einen gréRBeren Prozentsatz aus, als bei
den supraoeosphagealen Loben (aulRer bei S. officinalis). Die beiden optischen Loben sind
gemessen am Gesamtgehirn immer geringfligig groBer (O. vulgaris: 105%) oder sogar
wesentlich groRer (I. notoides: 338 %). Bezliglich der Neuropilvolumina sind die optischen
Loben (von 45% bei O. vulgaris bis 135% bei S. officinalis) aufgrund des geringen
Neuropilanteils zwischen 12% und 32% nicht besonders auffdllig. Das Verhaltnis des
Volumens der optischen Loben zum Retinavolumen betrédgt bei den drei sepioiden Arten 5

und bei den anderen Arten ungefahr 3.
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3.2 Retinotopie / Chiasma opticum

Um die Verschaltung der Photorezeptoren in der plexiformen Schicht zu verstehen (Retino-
topie, Konnektivitat), wurden zwei Ansdtze erprobt, um die Axone der Photorezeptoren zu
ihrem Terminationsort zu verfolgen. Zum einen wurden zwei Semidiinnschnittserien ange-
fertigt, auf deren Schnitten jeweils die Region abgebildet war, in der das Auge auf den
optischen Lobus trifft, und diese in Amira® partiell rekonstruiert (Kap. 3.2.1). Zum anderen
wurden Neurotracing-Versuche durchgefiihrt, um die Photorezeptoraxone fluoreszenz-
mikroskopisch sichtbar zu machen und so verfolgen zu kénnen (Kap. 3.2.2). Ziel war es mit
diesen Versuchen die Stelle zu finden, an der die Axone der Photorezeptoren auf kiirzestem
und direktem Weg zum optischen Lobus ziehen (d.h. moglichst ohne Chiasma), um das
Projektionsgebiet dann wiederum elektronenmikroskopisch genauer untersuchen zu kdnnen

(Kap. 3.3).

3.2.1 Semidiinnschnittserien

Fiir die erste Semidiinnschnittserie wurde der Kopf des Schllipflings so ausgerichtet, dass
von schrdg vorne auf das Auge zu geschnitten wurde (siehe Abb. 21A) und auf fast jedem
Schnitt Auge und optischer Lobus gleichzeitig getroffen wurden (Abb. 21B+C). Dabei wurden
die Schnitte erst proximal der Linse aufgefangen und solange geschnitten bis der immer
kleiner werdende Anteil des Auges schlieBlich ganz verschwand. In Amira® wurde versucht
den Verlauf der optischen Nerven vom Auge zum optischen Lobus darzustellen (Abb. 21E).
Bei der manuellen Segmentierung konnten Nervenbiindel (aus jeweils einigen Axonen) auf
einzelnen Schnitten gut erkannt werden, es erwies sich jedoch oft als schwierig, diese auf
benachbarten Schnitten wiederzufinden. Zudem war die Identifizierung der einzelnen
Nervenbiindel erst nach ihrem Austritt aus dem Auge moglich, da die Fasern im retinalen
Plexus zu sehr miteinander verflochten sind. Dies ermdglicht auf lichtmikroskopischem
Auflosungsniveau zwar eine relativ genaue Eingrenzung der Retinaregion aus der die Axone
kommen, aber keine prazise ldentifikation der zugehoérigen Sehzellen (Abb. 21C). Proximal
konnten diese Bindel auch nur bis zur dulReren Kérnerschicht des optischen Lobus verfolgt

werden. Hier spalten sich die Blindel auf und konnten deshalb nicht bis in die aullere
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plexiforme Schicht hinein erkannt werden. Insgesamt gelang es so nur bei einigen Nerven-
biindeln, sie (iber wenige Schnitte hinweg zu verfolgen und zu rekonstruieren. Diese
befanden sich vor allem in einer ventralen Region, in der sehr viele Biindel nebeneinander
auftraten.

Um die einzelnen Biindel besser erkennen zu kédnnen, wurden von der interessanten Region
zwischen Auge und optischem Lobus Detailbilder mit hoherer Auflosung erstellt (Tabelle 6,
Abb. 21D). Aber auch hier konnten die Biindel nicht besser verfolgt werden, weswegen auf

eine weitere zeitaufwandige Oberflachenrekonstruktion dieser Schnittserie verzichtet wurde.

Abbildung 21: Semidiinnschnittserie 1 durch das Auge und die Retina profunda eines
Schliipflings von Sepia officinalis sowie 3D-Rekonstruktion der optischen Nerven. | 2

A: 3D-Modell der Kopfregion eines Schliipflings mit eingezeichneter Schnittebene (rot).

B: Ausgewahlte xy-, yz- und xz-Ebenen des gesamten Bilderstapels.

C: Richardson-gefarbtes Ubersichtsbild des Auges und des optischen Lobus. Der rote Rahmen
markiert den in D dargestellten Bereich.

D: Richardson-gefarbtes Detailbild der Retina profunda und der optischen Nerven.

E: 3D-Rekonstruktion der optischen Nerven mit ausgewahlter xz- und yz-Ebene.

igl: innere Kdérnerschicht, ogl: duBere Kdérnerschicht, on: optische Nerven, opl: duBere plexiforme
Schicht.
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Die zweite Semidiinnschnittserie wurde von der Seite so auf das Auge zu geschnitten, dass
der Retinafundus horizontal getroffen wurde und die Retinaschichten in fast gleichmaBigen
konzentrischen Kreisen auf den Schnitten zu sehen waren (+ senkrecht zur optischen Achse;
Abb. 22A+B). Hier konnten viele Nervenbiindel auf ihrem Weg aus dem Auge um den
optischen Lobus verfolgt und rekonstruiert werden. Jedoch wurden sie dabei immer diinner
und schlechter zu erkennen, da immer wieder einzelne Nervenfasern aus den Biindeln durch
die dulRere Kornerschicht zur duBeren plexiformen Schicht zogen. Vereinzelt konnten dunkler
gefarbte Nervenfasern, die in die Medulla des optischen Lobus ziehen oder von ihr kommen,
relativ gut direkt gesehen werden (Abb. 22C-F: »), die lichtmikroskopische Auflosung reichte
aber nicht aus, sie weiter zu verfolgen. Bei der Rickverfolgung der optischen Fasern zur
Retina wurde es zunehmend schwieriger die einzelnen Biindel zu differenzieren, da die
Nervenfasern hier immer enger aneinanderriickten und auch starker angefarbt waren. Fir
die 3D-Darstellung wurden auch die Oberflachen der Retina und der dufReren plexiformen
Schicht rekonstruiert, um den Verlauf der Nervenbiindel besser verstehen zu kénnen. Die
dulere plexiforme Schicht folgt im distalen, konkaven Teil der Krimmung der Retina, bis sie
dann nach proximal konvex abbiegt. Die Nervenfasern verlaufen nach ihrem Austritt aus der
Retina entlang dieser Krimmung und ziehen dann ebenfalls nach proximal entlang der

duReren plexiformen Schicht (Abb. 22H+1).

Abbildung 22: Semidiinnschnittserie 2 durch das Auge und die Retina profunda eines
Schliipflings von Sepia officinalis sowie 3D-Rekonstruktion der optischen Nerven. | 2

A: 3D-Modell der Kopfregion eines Schliipflings mit eingezeichneter Schnittebene (rot).

B: Ausgewahlte xy-, yz- und xz-Ebenen des gesamten Bilderstapels.

C-F: Ausgewahlte aufeinanderfolgende Detailbilder des Cortex des optischen Lobus mit optischen
Nerven und einer in den optischen Lobus ziehenden Nervenfaser (Pfeilspitze).

G: Histologisches Detailbild der Retina und der austretenden optischen Nerven (farbig, schraffiert
dargestellt).

H: 3D-Rekonstruktion der optischen Nerven mit einer eingeblendeten Schnittebene.

I: 3D-Rekonstruktion der Retina (dunkelblau transparent) und der plexiformen Schicht (magenta
transparent) sowie der optischen Nerven.

Igl: innere Kdrnerschicht, ogl: duBere Kérnerschicht, on: optische Nerven opl: &uBere plexiforme
Schicht.
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3.2.2 Fluoreszenzversuche

Die Laufversuche mit den lipophilen Neurotracing-Farbstoffen haben zu unterschiedlich
guten Ergebnissen gefiihrt. Teilweise waren die Farbstoffe nicht gewandert oder das Gewebe
zerfiel beim Schneiden am Vibratom. Dargestellt werden hier nur ausgewdahlte Bilder der
erfolgreichen Versuche (5 von 21, Abb. 23-25, siehe auch Tabelle 4).

Sowohl bei den Versuchen mit nur einem Farbstoff (Dil; Abb. 23, 25) als auch bei den
Versuchen mit Mehrfachfdarbungen (Dil, DiO, DiA; Abb. 24) kann anhand der am Fluoreszenz-
Stereomikroskop erstellten Ubersichtsbilder des formaldehydfixierten Materials zunichst
eine radiale Ausbreitung des fluoreszierenden Farbstoffs entlang der Photorezeptoren in den
duleren Bereich der optischen Loben beobachtet werden. Besonders stark leuchten dabei
die distalen Segmente der Photorezeptoren, auf deren Spitzen die Kristalle aufgelegt wurden.
Hier kommt es jedoch oft zu einer starken Uberstrahlung der Priparate, so dass feine Fasern
nicht zu erkennen sind. Der fluoreszierende Farbstoff hat sich im Anschluss an die Retina
entlang der optischen Fasern gut ausgebreitet, was auf den Ubersichtsbildern jedoch nur
schwach zu erkennen ist (Abb. 23A-D, 24A+B). Bei starkerer VergroRerung konnen aber
bereits auf den stereomikroskopischen Detailbildern die optischen Nerven gesehen werden,

die um den optischen Lobus zu ihrem Terminationsort laufen (Abb. 23E+F, 24C-F).

Abbildung 23: Fluoreszenzstereomikroskopie mit einem Neurotracingfarbstoff (Dil). | 2

A-D: Stereomikroskopische Ubersichtsbilder der mit DAPI (blau) und dem lipophilen Tracingfarbstoff
Dil (gelb) gefarbten Horizontalschnitte durch den Kopf eines Schllipflings von Sepia officinalis (siehe
Tabelle4, Nr. 10). )

E: Stereomikroskopisches Ubersichtsbild eines mit Dil (gelb) gefarbten Schnittes (siehe Tabelle 4, Nr.
20, linkes Auge).

F: Stereomikroskopische Detailaufnahme eines Ausschnitts aus E (roter Rahmen), wobei nur der Dil-
Kanal abgebildet ist. Die Pfeile zeigen auf die Photorezeptoraxone (siehe Tabelle 4, Nr. 20, linkes
Auge).

bm: Buccalmasse, ds: distale Segmente der Photorezeptoren, ol: optische Loben, on: optische
Nerven, ps: proximale Segmente der Photorezeptoren, re: Retina.
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Bei Einzelfarbung mit Dil und Kernfarbung mit DAPI ist der Tracingfarbstoff auf Schnitten
nahe dem Auflegeort des Kristalls bis zu den proximalen Segmenten sehr gut gelaufen und
leuchtet hier auch noch stark. Die einzelnen optischen Fasern sind hier jedoch nicht zu

identifizieren. Auf den angrenzenden Schnitten, die weiter vom Auflegeort entfernt liegen,
leuchten die distalen und proximalen Segmente nur noch schwach, dafir kann man die
Sehnerven besser erkennen. Wurde wahrend der Praparation mit Dil das Gewebe verletzt, ist
der Farbstoff tiefer in den optischen Lobus eingedrungen und konnte sich weiter verbreiten
(Abb. 23C+D). Teilweise sind beim Schneiden Verunreinigungen mit Dil entstanden, die im
Bereich des Schnabels (Abb. 23A) und der Arme (Abb. 23D) zu sehen sind. Die optischen
Fasern knicken nach den proximalen Segmenten zur Seite hin weg und verlaufen dann um
den optischen Lobus und folgen diesem dabei in seiner Krimmung (Abb. 23E+F). AuBerdem
kdnnen hier ganz schwach auch Axonbiindel gesehen werden, die durch die duRere

Koérnerschicht zur aufBeren plexiformen Schicht ziehen.

Abbildung 24: Fluoreszenzstereomikroskopie mit mehreren Neurotracingfarbstoffen. | 2

A+B: stereomikroskopische Ubersichtsbilder der mit DAPI (blau) und den lipophilen Tracingfarbstoffen
DiO (grlin), Dil (gelb), DiA (rot) gefarbten Horizontalschnitte durch den Kopf eines Schliipflings von
Sepia officinalis. Im rechten Auge wurden die Kristalle horizontal und im linken Augen vertikal
aufgetragen (siehe Tabelle 4, Nr. 6).

C: stereomikroskopisches Ubersichtsbild eines mit Dil (gelb) und DiO (grin) gefarbten Horizontal-
schnitts (siehe Tabelle 4, Nr. 20, rechtes Auge).

D: stereomikroskopische Detailaufnahme eines Ausschnitts aus C (roter Rahmen). Der Pfeil zeigt auf
die Photorezeptoraxone, die Pfeilspitze auf die Photorezeptorterminalen (siehe Tabelle 4, Nr. 20,
rechtes Auge). )

E: stereomikroskopisches Ubersichtsbild eines mit Dil (gelb) und DiO (griin) gefarbten Horizontal-
schnitts (siehe Tabelle 4, Nr. 21, rechtes Auge).

F: stereomikroskopische Detailaufnahme eines Ausschnitts aus E (roter Rahmen). Der Pfeil zeigt auf
die Photorezeptoraxone, die Pfeilspitze auf die Photorezeptorterminalen (siehe Tabelle 4, Nr. 21,
rechtes Auge).

bm: Buccalmasse, cb: Ziliarkérper, cx: Cortex, ds: distale Segmente der Photorezeptoren, igl: innere
Kérnerschicht, ogl: duBere Kdrnerschicht, ol: optische Loben, on: optische Nerven, opl: duBere plexi-
forme Schicht, ps: proximale Segmente der Photorezeptoren, re: Retina, sc: Stlutzzellen.
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Bei den Mehrfachfarbungen mit drei Tracingfarbstoffen (Dil, DiO und DiA) sind alle drei
Farbstoffe gelaufen und kdnnen voneinander separiert gezeigt werden (Abb. 24). Es ist je-
doch schwierig, Dil und DiA am Stereomikroskop getrennt zu detektieren, da beide Farbstoffe
in der vorgegebenen Hardware-Konfiguration mit dem mCherry-Filter (Aex = 540 - 580 nm,
Aem = 600 — 610 nm) aufgenommen werden missen. So konnten diese beiden Farbstoffe
lediglich durch ihre Positionierung auf der Retina voneinander unterschieden werden. DiA
(orange) ist nur bis zum retinalen Plexus zu sehen, wo auch einige Axone gefarbt sind, aber
der Farbstoff ist nicht weiter gelaufen. DiO ist auf den Ubersichtsbildern nur schwach
erkennbar, namlich erst im Bereich der proximalen Segmente (Abb. 24A+B). Die
dazugehorigen distalen Segmente liegen dabei aufgrund der schiefen Schnittrichtung auf den
nachfolgenden Schnitten, die nicht abgebildet sind. Der retinale Plexus wurde jedoch gut
angefarbt und die abgehenden optischen Fasern kann man deutlich erkennen. Diese
verlaufen vom Retinarand sogar bis zur Mitte der Retina, von wo sie dann weiter zum
optischen Lobus ziehen.

Fir die weiteren Versuche wurden nur noch Doppelfarbungen mit Dil und DiO durchgefihrt,
da diese am Fluoreszenz-Stereomikroskop mit unterschiedlichen Filtern (Dil: m-Cherry, DiO:
GFP Plants) detektiert werden und somit eindeutig unterscheidbar sind. Dadurch war es auch
moglich, bei der Praparation die Kristalle direkt nebeneinander auf die Retina zu legen. Somit
konnen hier die Axone benachbarter Photorezeptorzellgruppen dargestellt und verfolgt
werden. Die Farbung mit Dil fallt starker aus und es ist auch weiter gelaufen als DiO (Abb.
24C-F). Die von DiO angefarbten optischen Fasern werden teilweise von den mit Dil
angefarbten Gberstrahlt (Abb. 24C+D), so dass sie nur schwer zu identifizieren sind. Es sind
einige Photorezeptoraxone (Abb. 24D: =) zu sehen, die durch die duRere Koérnerschicht zur
duBeren plexiformen Schicht ziehen und hier die Terminalen ausbilden, die als kleine hell
leuchtende Pilnktchen dargestellt werden (Abb. 24D: ). Jedoch ist der gesamte Verlauf
dieser Axone vom retinalen Plexus bis zur dulReren plexiformen Schicht nicht nachvollziehbar,
da die Axone nur im Bereich der duReren Kornerschicht angefarbt bzw. auf dem besagten
Schnitt nicht vollstandig enthalten sind. Im Bereich der Zellkerne der Stitzzellen ist die
Farbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen nur sehr schwach (Abb. 24C-F). Die Photorezeptoren
werden hier von den Stitzzellen iberlagert und in ihrem Querschnitt eingeschrankt. Die

stark mit Dil angefarbten optischen Nerven verlaufen von den mittig gelegenen
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Photorezeptoren nach rechts um den optischen Lobus und dabei spalten sich einige Axone
(Abb. 24F: =) ab und ziehen durch die duBere Kornerschicht zur duBeren plexiformen
Schicht, wo sie den Terminationshorizont ausbilden (Abb. 24F: »). Die von den mit DiO
angefarbten Photorezeptoren, die weiter rechts in Richtung Retinarand liegen, ausgehenden
optischen Fasern verlaufen noch weiter nach rechts um den optischen Lobus, als die von Dil
angefarbten, bis sie nicht mehr erkannt werden konnen.

Anhand der Fluoreszenzfarbungen konnten die Photorezeptoren und ihre Nervenfasern
sichtbar gemacht werden. Am Fluoreszenz-Stereomikroskop konnten die Photorezeptoraxone
und ihre Endigungen zwar dargestellt werden, aber nicht besonders hochaufldsend. Deshalb
erfolgte eine weitere Betrachtung am CLSM (confocal laser scanning microscope), v.a. um

mehr (iber die Photorezeptorendigungen im optischen Lobus zu erfahren.

An den konfokalmikroskopischen Bildern kann man sehr gut die Schichten der Retina
erkennen, und dass vor allem die distalen und proximalen Segmente der Photorezeptoren
durch den lipophilen Tracingfarbstoff Dil intensiv angefarbt wurden (Abb. 25A). Auch der
retinale Plexus leuchtet stark, da sich hier die Axone der Photorezeptoren ihren Anfang
nehmen und dann gebindelt zum optischen Lobus ziehen. Je tiefer man jedoch in das
Gewebe kommt, desto schwacher ist das Dil-Signal zu sehen (Abb. 25B). Anhand der
Kernfarbung mit To-Pro-3 kann man gut erkennen, dass sich die Zellkerne der
Photorezeptoren in den proximalen Segmenten befinden. Auch sieht man die Kerne der
Stiitzzellen, die zwischen den distalen und proximalen Segmenten gelegen sind (Abb. 25A).
Im optischen Lobus konzentrieren sich die Zellkerne in der &duBeren und inneren
Kornerschicht, in der duBeren plexiformen Schicht treten sie jedoch nur sehr vereinzelt auf.
Am Ubersichtsbild ohne Kernfiarbung lasst sich der Verlauf der Axone der Photorezeptoren
vom retinalen Plexus durch die duBere Kornerschicht (ogl) bis in die duBere plexiforme
Schicht (opl) des optischen Lobus gut erkennen (Abb. 25B). Nach dem retinalen Plexus ziehen
die Axone in sehr dichten und stark angefarbten Blindeln zum optischen Lobus. Hier I6sen
sich dann dlnnere Strange von den dickeren Biindeln ab und ziehen durch die duRere
Kornerschicht zur duReren plexiformen Schicht (Abb. 25B: ->). Hier ist schlieRlich der
synaptischen Horizont der Photorezeptorterminalen im distalen Bereich der plexiformen

Schicht deutlich zu erkennen, da diese besonders gut durch die lipophilen Tracingfarbstoffe

89



3D-Neuroanatomie und Feinstruktur nervoser Verschaltungen im Sehsystem von Tintenfischen

angefarbt wurden (Abb. 25B: »). Man sieht auch, dass der Farbstoff lGber die duRere
plexiforme Schicht mit den Photorezeptorterminalen hinaus weiter gewandert ist. So kann
man feine Fasern erkennen, die aus der duBeren plexiformen Schicht durch die innere
Kornerschicht ziehen und sich dann im Neuropil der Medulla stark verzweigen (Abb. 25B).
Die Detailbilder des Cortex mit dulBerer Kornerschicht, dulRerer plexiformer Schicht und
innerer Koérnerschicht zeigen sehr schon, wie die optischen Fasern (Abb. 25C+D: =) an den
Zellen der dulleren Kornerschicht vorbei zur dulleren plexiformen Schicht ziehen und hier in
die Photorezeptorterminalen Gbergehen (Abb. 25C+D: ). Die Axone sind dabei zu Biindeln
zusammengefasst und erst kurz vor der duBeren plexiformen Schicht spalten sich die
einzelnen Axone ab. Dabei liegen die Terminalen, deren Axonen zu einem Faserbiindel
gehoren, nebeneinander. Dies legt den Schluss nahe, dass sie auch zu nebeneinander-
liegenden Photorezeptoren gehoren. Die genaue Verschaltungslogik der Photorezeptoren mit
ihren zugehorigen Endknopfchen konnte aber anhand des kleinen Ausschnittes der hier

untersuchten Struktur, leider nicht ermittelt werden.
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Abbildung 25: Konfokalmikroskopie der mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbten Horizontal-
schnitte durch den Kopf eines Schliipflings von Sepia officinalis (siehe Tabelle 4, Nr. 04).

A: Ubersichtsbild der Retina und des angrenzenden optischen Lobus geférbt mit Dil (gelb) und To-
Pro-3 (rot).

B: Aufnahme der proximalen Retina und des optischen Lobus, gefarbt mit Dil (gelb). Der Pfeil zeigt
auf ein Photorezeptoraxon und die Pfeilspitze auf eine Photorezeptorterminale.

C: Ubersichtsbild des Cortex des optischen Lobus mit duBerer Kérnerschicht (ogl), duBeret
plexiformer Schicht (opl) und innerer Kérnerschicht (igl), gefarbt mit Dil (gelb) und To-Pro-3 (rot). Gut
zu erkennen ist der Terminationshorizont der Photorezeptoraxone (Pfeil) mit den Photorezeptor-
terminalen (Pfeilspitze).

D: Detailaufnahme der Grenzregion von &uBerer Kérnerschicht und plexiformer Schicht, in der sich die
Terminale der Photorezeptoren (Pfeilspitze) befinden, gefarbt mit Dil (gelb) und To-Pro-3 (rot).

ds: distale Segmente der Photorezeptoren, igl: innere Kérnerschicht, m: Medulla, ogl: auBere
Kérnerschicht, ol: optischer Lobus, opl: &uBere plexiforme Schicht, ps: proximale Segmente der
Photorezeptoren, re: Retina, rp: retinaler Plexus, sc: Stiitzzellen.
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3.3 Feinstruktur der plexiformen Schicht in 3D

Um ein dreidimensionales Bild der Feinstruktur der duReren plexiformen Schicht zu erhalten
und damit erste Hinweise auf die Verschaltung der Photorezeptorterminalen untereinander
und mit Sekundarneuronen zu bekommen, wurden zwei elektronenmikroskopische Anséatze
gewahlt. Zuerst wurde eine Bilderserie von 137 Ultradinnschnitten (lickenlose Serie, s. Kap.
2.2.4) erstellt am Transmissionselektronenmikroskop fotografiert und mit Hilfe des Pro-
gramms Amira® analysiert (Kap. 3.3.1). Beim zweiten Ansatz wurde ein FIB-FESEM-Gerat ver-
wendet mit den zwei groRRen Vorteilen einer praktisch verzerrungsfreien Abbildung und einer
unerreicht geringen Schnitttdicke (siehe Tabelle 6), bei gleichzeitig gegeniiber dem TEM

etwas schlechterem Kontrast und begrenztem Bildausschnitt (Kap. 3.3.2).

3.3.1 serial sectioning TEM (ssTEM)

Auf den TEM-Ubersichtsbildern sieht man bereits bei schwacher VergroRerung gut die
Struktur des Cortex im optischen Lobus (Abb. 26B): die dufRere plexiforme Schicht erscheint
als eine ca. 26 um dicke Zone von miteinander verflochtenen Nervenfasern, dariber liegt die
duBere Kornerschicht. Deutlich kann man die distal gelegene Zone der Photorezeptor-
terminalen erkennen, die als sackchenférmige Anschwellungen der Photorezeptoraxone zu
sehen sind. Fir die weitere Untersuchung und die anschlieRende 3D-Rekonstruktion wurde

eben diese Region gewihlt.

Abbildung 26: Histologie des Sehsystems und Feinstruktur der Retina profunda des optischen
Lobus (TEM) von Sepia officinalis. | 2

A: Lichtmikroskopisches Ubersichtsbild des Bereichs, wo Auge und optischer Lobus aneinander
grenzen.

B: Transmissionselektronenmikroskopisches Ubersichtsbild des Cortex mit &uBerer Kdrnerschicht
(ogl), auBerer plexiformer Schicht (opl) und innerer Kérnerschicht (igl).

C: Detailbild (TEM) der duBeren Kérnerschicht und der distalen duBeren plexiformen Schicht.
D-F: Aufeinanderfolgende Detailbilder (TEM) der Photorezeptorterminalen (pt1-5; Abstand 70 nm): der
Pfeil zeigt auf fingerférmige Ausstilpung von pt5 in pt4.

G-I: Aufeinanderfolgende Detailbilder (TEM) der Photorezeptorterminalen 1-5, die farblich hervor-
gehoben sind.

I: 3D-Modell der Zellkerne der auBBeren Kdrnerschicht (hellgrau transparent) und der finf komplett
rekonstruierten Photorezeptorterminalen (hellblau, tirkis und lila).

ds: distale Segmente der Photorezeptoren, gc: Kérnerzelle, gen: Zellkern einer Kérnerzelle, igl: inne-
re Kdrnerschicht, is: invaginierende Synapse, m: Medulla, mt: Mitochondrium, ogl: duBere Kérner-
schicht, ol: optischer Lobus, opl: duBere plexiforme Schicht, pa: Photorezeptoraxon, ps: proximale
Segmente der Photorezeptoren, pt: Photorezeptorterminale, re: Retina, rp: retinaler Plexus, scn: Zell-
kerne der Stitzzellen.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen aus der Peripherie des optischen Lobus von Sepia
officinalis zeigen unterschiedliche Zelltypen (Abb. 26C). In der distal gelegenen &duReren
Koérnerschicht kénnen zunachst Zellkerne gesehen werden, die zu Amakrinzellen und ,Seh-
zellen zweiter Ordnung” gehoren. Daran schlieRt sich eine diinne Schicht mit Zellanschnitten
an, in denen kein Zytoplasma zu erkennen ist und die keinem Zelltyp zugeordnet werden
konnten. Es folgen die Photorezeptorterminalen, in die die Photorezeptoraxone libergehen,
und proximal davon das Neuritengeflecht, das den gréBten Teil der dufleren plexiformen
Schicht ausmacht. In den Photorezeptorterminalen befinden sich viele ellipsoidale Mito-
chondrien mit einem Durchmesser von 0,2 um bis 0,6 um und das Cytoplasma ist mit vielen
Vesikeln angefiillt, deren dichte Packung zur gleichmaRig grauen Farbung der Terminalen im
elektronenmikroskopischen Bild flihrt. Der Verlauf der Photorezeptoraxone und die Inter-
aktion der Photorezeptorterminalen miteinander kann anhand einzelner Bilder allein nicht
erkannt werden, da diese auf mehreren aufeinanderfolgenden Schnitten liegen (Abb. 26D-F).
Deshalb wurde fir ein besseres Verstandnis eine 3D-Rekonstruktion angefertigt. Die in
Amira® rekonstruierten Photorezeptorterminalen besitzen eine rundliche bis ovale, blasige
Gestalt und variieren etwas in der GréRe. Aufgrund des kleinen Bildausschnitts konnten nur
flnf dieser Terminalen in ihrer Gesamtheit dargestellt werden, die eine Hohe von 2,8 um bis

4,4 um aufweisen (Abb. 26D-1). Die ,Ldnge” schwankt zwischen 2,2 um und 5,6 um, wahrend

Abbildung 27: 3D-Rekonstruktion der Retina profunda von Sepia officinalis (ssTEM). | 2

A: .distale” Ansicht der Retina profunda. Zellkerne der &uBBeren Kdrnerschicht dunkelgrau transparent,
Photorezeptorterminalen blau-tirkis-lila, weitere Zellen hellgrau.

B: ,proximale” Ansicht der Retina profunda. Zellkerne der duBeren Kdrnerschicht dunkelgrau,
Photorezeptorterminalen blau-tirkis-lila, weitere Zellen hellgrau.

C: Photorezeptorterminalen von ,distal”, 2-6 opak dargestellt, der Rest transparent. Die Axone von 2-6
ziehen in einem Biindel durch die duBere Kérnerschicht, bevor sie sich auf die einzelnen Terminalen
aufspalten.

D: Photorezeptorterminalen von lateral®, 1-5 opak dargestellt, der Rest transparent, Zellkerne der
auBeren Koérnerschicht dunkelgrau.

E: 3D-Modell zweier benachbarter Photorezeptorterminalen (pt1 + pt2) und einer Zelle der duBBeren
Kérnerschicht, die ihren Auslaufer zwischen die beiden Photorezeptorterminalen sendet.

F: 3D-Modell zweier benachbarter Photorezeptorterminalen (pt4 + pt5): die rechte (tirkis) sendet eine
fingerférmige Ausstulpung (Pfeil) in die linke (hellblau transparent).

G: 3D-Modell der Photorezeptorterminale pt4, die Pfeilspitze deutet auf den tiefer in die auBere
plexiforme Schicht fihrenden Fortsatz hin.

gc: Kornerzelle, gen: Zellkern einer Kérnerzelle, pa: Photorezeptoraxon, pt: Photorezeptorterminale.
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die ,Breite” Werte zwischen 1,5 um und 3,4 um einnimmt. AuBerdem wurden neunzehn
weitere Photorezeptorterminalen partiell rekonstruiert, die nur zum Teil im Probevolumen
lagen (Abb. 27A+B). Sie liegen in einer regelmaRigen Organisation dicht beieinander (Abb.
27A+B) und Invaginationen zwischen Nachbarterminalen weisen auf strukturelle (und
funktionelle?) Zellinteraktionen hin. Eine solche fingerférmige Ausstilpung einer Terminale
in die benachbarte Terminale ist bei den komplett rekonstruierten Terminalen dargestellt
(Abb. 26E+F: =; 26H+I, 27F: ->). Sie ist komplett nur auf zwei Schnitten zu sehen, 860 nm
lang und 150 nm dick. Teilweise deutet sich an, dass die Photorezeptorterminalen auch
Fortsdtze aufweisen, die tiefer in die plexiforme Schicht reichen (Abb. 27G: P ). Diese
verlieren sich jedoch rasch im Neuritengeflecht und konnten somit nicht weiterverfolgt
werden.

Die Zellen der duRReren Kornerschicht senden Neuriten in die duRRere plexiforme Schicht aus,
die zwischen den Photorezeptorterminalen verlaufen und sich verzweigen (Abb. 27E). Die
Photorezeptoraxone konnten auf ihrem Weg zwischen den Zellen der duReren Kérnerschicht
hindurch aufgrund des kleinen Ausschnitts nur teilweise dargestellt werden (Abb. 27). Sie
sind in ihrem dargestellten Verlauf zwischen den Zellen der duBeren Kornerschicht nicht
gleichmaRBig gestaltet, sondern nehmen unterschiedliche Dicken an. Dabei liegen sie stellen-
weise nur als schmale abgeflachte Fasern vor, um sich dann wieder zu verdicken. Dies ge-
schieht wohl je nach zur Verfligung stehendem Platz, der ihnen zwischen den Amakrinzellen
und Sehzellen zweiter Ordnung bleibt, wobei die verdickten Abschnitte der Axone mit Mito-
chondrien angefillt sind (Abb. 27G). Nebeneinander verlaufende Axone miinden dann am
distalen Rand der plexiformen Schicht auch in nebeneinander liegende Photorezeptor-

terminalen (Abb. 27C+D).

Abbildung 28: FIB-FESEM gestiitzte Strukturdatenerfassung aus der auBeren plexiformen
Schicht von Sepia officinalis und kleine Auswahl der daraus entstandenen Bilderserie. | 2

A: Lichtmikroskopisches Ubersichtsbild des optischen Lobus mit dem Bereich, der fiir FIB-FESEM
verwendet wurde.

B: 3D-Bilderstapel mit scharfen xz- und yz-Projektionen aufgrund des guten Alignments.

C-N: Kurze Bildserie mit einer Aufldsung von 12 x 12 x 24 (nm®), das Plus deutet jeweils auf dieselbe
Stelle.

igl: innere Kérnerschicht, ogl: duBere Kérnerschicht, opl: duBere plexiforme Schicht.
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3.3.2 FIB-FESEM

Der am Blockface-Raster-EM entstandene, praktisch verzerrungsfreie Bilderstapel konnte
nach geringfligigem post-Alignment in Amira® sofort manuell segmentiert werden. Durch die
geringe Schnittdicke (24 nm) treten zwischen den Schnittbildern nur geringe Veranderungen
auf, wie man an dem kleinen Ausschnitt der Serie erkennen kann (Abb. 28C-N). Die
Auflosung der Bilder ist mit 12 nm/px zwar fast genauso gut wie die der fur 3.3.1. verwen-
deten TEM-Bilder (9,8 nm/px), die Strukturdetails der Photorezeptorterminalen lassen sich
hier jedoch nur schwer ausmachen. Dies liegt daran, dass viele davon als fast komplett
ebenmaRig schwarze Strukturen zu sehen waren (Prdparationsartefakt). Auch die Grenzen
zwischen den Terminalen waren deshalb schwieriger zu erkennen, weswegen die inter-
terminalen Kontaktstellen hier nicht eindeutig identifiziert werden konnten. AulRerdem kann
Uber das Cytoplasma und darin enthaltene Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien, keine
Aussage getroffen werden. Durch die dunkle Farbung konnten dafir die tiefer in die
plexiforme Schicht reichenden Fortsitze der Photorezeptorterminalen weiter verfolgt

werden.

Abbildung 29: FIB-FESEM gestiitzte 3D-Rekonstruktion der Photorezeptorterminalen von Sepia
officinalis. S

A: . distale” Ansicht der Retina profunda. Zellkerne der auBeren Kérnerschicht dunkelgrau transparent,
Photorezeptorterminalen blau-tirkis-lila.

B: ,proximale” Ansicht der Retina profunda. Zellkerne der auBeren Kérnerschicht dunkelgrau, Photo-
rezeptorterminalen blau-tirkis-lila.

C: 3D-Modell der Zellkerne der auBeren Kérnerschicht (dunkelgrau transparent) und der sechs
komplett rekonstruierten Photorezeptorterminalen pt1-6, deren Fortsatze tiefer in die plexiforme
Schicht reichen.

D: 3D-Modell zweier benachbarter Photorezeptorterminalen (pt3 + pt5), deren Fortsatze sich tiefer in
der plexiformen Schicht verzweigen.

E-G: 3D-Modelle dreier Photorezeptorterminalen (pt6, pt1 und pt4), deren Axone bei ihrem Weg durch
die auBere Kornerschicht die Zellen ,verformen®.

gc: Kérnerzelle, gen: Zellkern einer Kérnerzelle, pt: Photorezeptorterminale.
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Durch den leicht schrag verlaufenden Bilderstapel konnten sechs Photorezeptorterminalen in
ihrer Gesamtheit rekonstruiert werden (Abb. 29C), acht weitere konnten teilweise dargestellt
werden (Abb. 29A+B). Die Photorezeptorterminalen besitzen eine unregelmaRige Form und
variieren stark in ihrer GroRe. Dabei weist die groRte Terminale eine Lédnge von 10,8 um und
eine Breite von 6,3 um auf. Ansonsten schwankt die Lange zwischen 5,3 um und 7,1 um und
die Breite zwischen 4,1 um und 6,2 um, die mittlere Hohe liegt bei 1,5 um. Die meisten
weisen auBerdem Fortsdtze auf, die sich tiefer in der &duReren plexiformen Schicht
verzweigen, wobei die langsten Uber eine Strecke von ca. 19 um verfolgt werden konnten
(Abb. 29C+D). Dabei verlaufen die Fortsatze von benachbarten Terminalen parallel und die
feinen Verzweigungen kommen sich sehr nahe (Abb. 29D). Die Photorezeptoraxone ziehen
gleichmaRig dick durch die duBere Kornerschicht und miinden in den Photorezeptor-
terminalen. Die Somata der Amakrinzellen und Sehzellen zweiter Ordnung umschlieBen
dabei teilweise die Axone (Abb. 29E-G). Auch bilden sie manchmal Fortsatze, die bis in die

Schicht der Photorezeptorterminalen verfolgt werden konnten (Abb. 29G).
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4. DISKUSSION

4.1 3D-Mikroanatomie und Volumetrie des ZNS der Schliipflinge von sechs

Cephalopodenarten

4.1.1 Allgemeines

Die vorliegende Arbeit liefert neue Strukturdaten zum Zentralnervensystem der Schlipflinge
von sechs coleoiden Cephalopodenarten in lichtmikroskopischer Auflosung.

Anhand der vollstandigen Schnittserien durch die Kopfregion und durch die neuen
Moglichkeiten der computergestiitzten 3D-Rekonstruktion konnen digitale, interaktiv mani-
pulierbare und explorierbare 3D-Oberflichenmodelle verschiedener Neuropilabschnitte
erstellt werden. Durch die Kombination dieser beiden Methoden wird eine umfassende
Darstellung der Histologie und Mikroanatomie des ZNS der Cephalopoden in bisher
unerreichter Detailtreue moglich. Mit freier Wahl der Schnittebene und der Perspektive am
interaktiv manipulierbaren 3D-Modell werden komplexe Strukturen auf einzigartige Weise
transparent gemacht und besser verstehbar als anhand ausgewadhlter 2D-Daten allein.
AuBerdem lassen sich Uber die digitale Morphometrie (z.B. Volumetrie) segmentierter
Strukturen absolute und relative GroéBen einzelner Teilabschnitte des ZNS einfach
bestimmen, und interspezifisch vergleichen. Anhand der GroRe der Neuropile kann man die
Leistungsfahigkeit und damit die biologische Bedeutung der einzelnen Loben des ZNS
abschéatzen (vgl. Wirz 1959; Frosch 1971; Maddock und Young 1987; Nixon und Mangold
1998). Dies lasst zusammen mit Form und Lage eine Deutung im Kontext von Evolution und
Adaptation an die artspezifische Lebensweise zu.

Histologische Bilddaten basierend auf Semidinnschnitten werden fiir . notoides, R.
macrosoma und S. obscura in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, wobei fiir I. notoides die
Anatomie des ZNS und die Verteilung bestimmter Neurotransmitter mittels Vibratom-
schnitten (100-150 um) bereits eingehend untersucht wurde (Wollesen et al. 2008, 2009,
2010a, 2010b, 2012a). Fir die Schliupflinge von S. officinalis und L. vulgaris werden die
friheren Ansdtze mit Sagittalschnitten mit einer Dicke von 7-10 um (Frésch 1971) durch neue
histologische Serien in deutlich verbesserter Auflésung erweitert. Innerhalb der winzigen
Schlipflinge kénnen sogar Details wie die Interbrachialkommissur, die diinnen Cerebrosub-

radularkonnektive und die innere plexiforme Schicht im optischen Lobus von L. vulgaris
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gefunden und verfolgt werden. Fir Octopus-Schlipflinge sind bis jetzt nur einige
ausgewadhlte histologische Ebenen (Messenger 1967a; Marquis 1989) oder Vibratomschnitte
(Wollesen et al. 2012b) publiziert worden. Frésch (1971) versuchte in Pseudo-3D-Skizzen die
suboesophagealen Loben von Schliipflingen in perspektivischen Zeichnungen darzustellen,
jedoch mit schematisch vereinfachter Geometrie. Auch fir die adulten Cephalopoden
wurden solche Versuche unternommen, namlich an den im Mittelmeer haufigen Vertretern
Octopus vulgaris (Pfefferkorn 1915), Loligo marmorae (= Alloteuthis media: Schkaff 1914)
und Sepia officinalis (Hillig 1912).

4.1.2 Vergleichende Histologie und Mikroanatomie

Ein Vergleich der histologischen und mikroanatomischen Befunde aus der vorliegenden
Arbeit Uber Augen und ZNS mit bereits publizierten Daten ist teils moglich, teils aber
schwierig, da Daten oft uneinheitlich, unvollstandig, von wechselnder Qualitdt oder fir

bestimmte Arten Uberhaupt nicht vorhanden sind (Tabelle 13).

Die Augenstruktur ist innerhalb der coleoiden Cephalopoden gréRtenteils konstant, mit
Ausnahme der Oegopsiden, die keine Cornea besitzen (Budelmann et al. 1997). Dem-
entsprechend sind die Augen der untersuchten Schliipflinge grundsatzlich ahnlich gebaut.
Deutliche Unterschiede betreffen z.B. die Gesamtgrofle der Augen, die GroRRe der vorderen
Augenkammer, die bei S. officinalis und R. macrosoma am grofSten, bei O. vulgaris mittelgrol3
und bei den anderen Arten kaum wahrnehmbar ist, und die Blickrichtung. Auch die Retina
folgt einem festen Bauplan, wobei die Proportionen der einzelnen Schichten variieren
kdnnen. Bei R. macrosoma sind die distalen Segmente der Photorezeptoren vergleichsweise
kurz, was wahrscheinlich eine geringe Photonenausbeute zum Schliipfzeitpunkt zur Folge hat
(vgl. Bozzano et al. 2009: Sepioteuthis australis). Die endgiiltige Lange wird oft erst spater in
der Entwicklung erreicht, wie an Sepia esculenta (Hao et al. 2010) oder Sepiella japonica
(Yamamoto 1985) gezeigt wurde, kann aber auch im Zuge der Hell-Dunkeladaptation
variieren (siehe z.B. Young 1963). Die groRe Menge an Pigmentkdrnchen zwischen den
distalen Segmenten der Photorezeptoren (L. vulgaris: Abb. 14 und in einem geringeren Aus-

malfd auch /. notoides und O. vulgaris) deutet auf eine tagaktive Lebensweise hin oder zumin-
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Tabelle 13: Visualisierung und Morphometrie des ZNS der untersuchten Cephalopoden in der

Literatur.
Sepia Rossia Sepietta Idiosepius Loligo Octopus
officinalis macrosoma obscura notoides vulgaris vulgaris
Histologie Fr-t')sch (1971), (Yamamoto et al. Fr@sch (1971), Messenger

. Nixon und Mangold 2003: I. paradoxus) Meister (1972): (1967a),
der SChlqu' (1998), Zeichnungen Marquis (1989),
linge Nixon und Young Nixon und

(2003), Mangold (1996),
(Young 1965c:
Octopus sp.)
diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit
Histologie Boycott (1961) Nixon und Young (Shigeno und Young (1974), Young (1962b),
. (2003) Yamamoto 2002: /. Young (1976a), Young (1965d),
der Adulti paradoxus) Young (1976b), Young (1965a),
Young (1977), Young (1965f),
Young (1979), Young (1971),
Messenger (1979) Young (1983),
Messenger
(1967b),
(Yamazaki et al.
2002: O. ocellatus),
Nixon und Young
(2003)
Zeichnungen Frosch (1971) :I;/g!gssn et al. Young (1965d)
von SChlqu' Wollesen et al.
lingen (2010a),
(Yamamoto et al.
2003: I. paradoxus)
Zeichnungen Hillig (1912), (Schkaff 1914: L. Boycott und Young
. Tompsett (1939), Wollesen et al. marmorae), (1955),
von Adulti Maddock und Young (2010a), Young (1976a), Young (1962b),
(1987), Wollesen et al. Young (1976b) Young (1965a),
Nixon und Young (2012a) Young (1979), Young (1965f),
(2003) (Maddock und Messenger
Young 1987: L. (1967a),
forbesi) Young (1971),
Wells und Young
(1972),
Maddock und
Young (1987),
Wollesen et al.
(2012b)
Volumetrie Frésch (1971), (Frosch 1971: Frésch (1971) Froésch (1971) Frésch (1971),

. (Nixon und Mangold Rossia sp.) (Yamazaki et al.
der SChlqu' 1998: ref. Frosch 2002: O. ocellatus)
linge 1971)

Volumetrie Wirz (1954, 1959), Wirz (1954, 1959) Wirz (1954, 1959), | Wirz (1954, 1959),
. Maddock und Young (Maddock und Maddock und
der Adulti (1987), Young 1987: L. Young (1987)
(Nixon und Mangold forbesi)
1998: ref. Wirz
1959)
CLSM der ao::esen e: a:. (2009), V;Ig:ILI;;en etal.
Schliipflinge (2813:,?“ oo ( )
Wollesen et al.
(2010a),
Wollesen et al.
(2012a),
(Yamamoto et al.
2003: . paradoxus)
CLSM Di Cristo et al. Wollesen et al. (2008), Di Cristo et al.
. (2005) Wollesen et al. (2009), (2005),
der Adulti Wollesen et al. Di Cristo et al.
(2010a), (2009)
Wollesen et al.
(2012a)
3D-Mikro- diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit diese Arbeit
anatomie der
Schliipflinge
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dest auf eine Fixierung im hell-adaptierten Zustand. Der distale Teil der zweigeteilten Linse,
der sich in der Ontogenie spater als der proximale Teil entwickelt (Willekens et al. 1984), ist
beim Schlipfling von O. vulgaris noch ziemlich klein und wohl noch nicht vollstandig
entwickelt (Boycott und Young 1956; Budelmann et al. 1997). Dies ist deshalb so erstaunlich,
weil die Entwicklungszeit nicht viel kiirzer als bei den anderen Arten ist (Mangold und
Boletzky 1973; Villanueva et al. 1995).

Unterschiede im Linsendurchmesser beeinflussen die erreichbare Aufldsung und Empfind-
lichkeit, beide beglinstig durch groRere Durchmesser (d.h. bei den Sepioiden und /. notoides).
Unterschiede bei der Ausrichtung der optischen Achsen miissen vorsichtig interpretiert
werden, denn Relaxierungs- und Fixierungsartefakte kdnnen nicht ausgeschlossen werden.
Die leicht nach vorne gerichtete Orientierung unterstiitzt jedoch zumindest die Idee des
binokularen Sehens, die auch bei friiheren Verhaltensversuchen aufgestellt wurde (Wells
1958; Collewijn 1970). Fir Octopus vulgaris wurde jedoch festgestellt, dass er das
monokulare Sehen dem binokularen vorzieht und dabei auch noch eine individuelle

Seitenpraferenz aufweist (Byrne et al. 2002; Byrne et al. 2004)

Die optischen Loben aller untersuchten Schlipflinge bestehen aus einem Cortex mit dulSerer
Kornerschicht, aullerer plexiformer Schicht und innerer Kérnerschicht und einer Medulla mit
einem komplexen Neuropilnetz. Bei L. vulgaris gibt es eine zusatzliche innere plexiforme
Schicht, die in Ansatzen auch bei S. officinalis zu sehen ist, jedoch nicht bei den anderen
untersuchten Arten. Laut Young (1974) ist diese Schicht aber typisch fiir die Decabrachia
(siehe aber Budelmann et al. 1997) und sollte somit auch bei R. macrosoma, S. obscura und /.
notoides (siehe z.B. Wollesen et al. 2008: Fig. 2c) mehr oder weniger stark entwickelt sein.
Die Struktur des Neuropilnetzes der Medulla wird in Abb. 15D verglichen: am schwachsten ist

es beim Schliipfling von O. vulgaris entwickelt.

Bei keinem der Schliipflinge konnte eine ,,optische Drise” gefunden werden. Dies ldsst sich
einfach erkldaren, da es sich um ein endokrines Organ handelt, das die sexuelle Reifung
kontrolliert (Wells und Wells 1959; Le Gall et al. 1988). AulRerdem treten die Zellen der
optischen Drise laut Bonichon (1967) erst recht spat in der Entwicklung auf. Beim Schliipfling

von Idiosepius notoides hingegen sind Zellen der optischen Driise zumindest mittels InFMRF-
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Genexpression auffindbar (Wollesen et al. 2010b). Bei den adulten Tieren liegt diese Drise in
der Nahe des optischen Trakts und wird bei Octopus vulgaris durch den subpedunculaten
Lobus (Young 1971; Frésch 1974) und bei Sepia officinalis vom dorsalen Basallobus (Boycott
1961) innerviert, wobei Le Gall et al. (1988) mittels Immunocytochemie einen weiteren Nerv

aus dem olfaktorischen Lobus fanden.

Die hier beschriebenen histologischen und mikroanatomischen Befunde zum ZNS bestatigen
die wenigen zu Cephalopoden-Schlipflingen publizierten Strukturdaten (Young 1965c;
Messenger 1967a; Frosch 1971; Marquis 1989; Nixon und Mangold 1996, 1998; Nixon und
Young 2003; Yamamoto et al. 2003; Wollesen et al. 2010a; Wollesen et al. 2012b)
grundsatzlich. Die Architektur der sub- und supraoesophagealen Massen und die Kon-
stellation und Konnektivitat ihrer Loben entsprechen dem coleoiden Design des ZNS, jedoch
mit einigen artspezifischen Charakteristika. Das ZNS der Schliipflinge oder Paralarven dhnelt
schon dem adulten Zustand: auf den histologischen Schnitten kénnen alle wichtigen Loben

und die meisten der austretenden Nerven gefunden werden.

Die adult-dhnliche, wenn auch kleinere Bauweise des Nervensystems der Schlipflinge
unterstiitzt das selbststandige Uberleben schon bevor alle Loben ganz ausdifferenziert sind
(z.B. Vertikalissystem; siehe Marquis 1989: Octopus vulgaris; Shigeno et al. 2001a-d:
Teuthidae; Yamamoto et al. 2003: /diosepius paradoxus) und bevor die Anzahl der Neuronen
und das Neuropilverhaltnis ihren endgiiltigen Zustand erreicht haben (wenn dies tGberhaupt
der Fall ist, da es bei einem immer wachsenden Tier nur einen flieRenden Ubergang zum
Adultier gibt: Frosch 1971). Im Vergleich zu den Schlipflingen von O. vulgaris sind die
Vertikalissysteme von S. officinalis, I. notoides und in einem geringeren Ausmal} auch L.
vulgaris gut entwickelt, was nahelegt, dass komplexe kognitive Fahigkeiten bereits in diesem

friihen Stadium auftreten konnten (Young 1979).

Nixon und Young (2003) vergleichen die Lateralansichten der Umrisse der adulten
Zentralnervensysteme von Vertretern der GrolRgruppen der coleoiden Cephalopoden,

darunter auch Sepia, Loligo und Octopus. Sepiola sp. reprasentiert dabei die Sepioliden und
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ihr Umriss zeigt in der Tat eine gewisse Ahnlichkeit mit den Lateralansichten der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Nervensysteme der Schliipflinge von R. macrosoma (Abb.
17B, 18B) und S. obscura (Abb. 17C, 18C). Die charakteristische flache und gestreckte Form
des ZNS beim adulten Loligo und auch das verdichtete und hohe Profil des ZNS von Octopus

lassen sich schon bei den Schllpflingen finden.

Der bei den Schliipflingen beobachtete, sich vergroBernde Abstand zwischen den Buccal- und
Frontalloben und zwischen den Brachial- und Pedalloben in der Reihenfolge Octopodida >
Sepiida > Sepiolida > Teuthida wird auch bei den adulten Tieren so gefunden (Nixon und
Young 2003). So sind die Brachiopedalkonnektive bei den Schliipflingen von Sepietta obscura,
Idiosepius notoides und Loligo vulgaris besonders lang. Gleichzeitig werden sie durch die im
antero-ventralen Bereich sehr nahe beieinanderliegenden optischen Loben median eng
zusammengedrickt. Dieser Zustand kann als einfache Konsequenz der sterischen Ein-
schrankungen aufgrund von Platzmangel im Kopf erklart werden, zugleich aber auch mit dem
gestreckten, torpedo-formigen Korper der nektonischen Teuthiden. Der groBe Schliipfling
von Sepia officinalis hat andererseits die kiirzesten Brachiopedal- und Cerebrobuccal-
konnektive der untersuchten Arten. Dies kann man als Tendenz der Gehirnzentralisierung
interpretieren, was den Vorteil von schnellerer Informationsverarbeitung durch verkiirzte
Strecken zur Folge hat. So folgt in komplexeren Gehirnen die Verhaltensreaktion schneller auf
die Reizwahrnehmung, was wiederum ein groBer Vorteil bei der Jagd ist (Budelmann 1995).
Generell wird eine Zentralisation auch mit einem komplexeren Verhaltensrepertoire in
Verbindung gebracht (siehe auch: Wells 1958; Hanlon und Messenger 1988; Nixon und
Mangold 1998; Nixon und Young 2003), was dann schlieRlich in der , Intelligenz” der adulten
Octopoda gipfelt. Auf der anderen Seite zeigen aber auch die Teuthiden ein hoch komplexes
Schwarm- und Paarungsverhalten (Gilbert et al. 1990; Hanlon und Messenger 1996; Norman
2000). Die schwierigen Halterungsbedingungen fiir diese pelagischen Tiere und die dadurch
vergleichsweise wenigen Verhaltensexperimente haben wohl zu einer erheblichen
Unterschatzung ihrer Intelligenz gefihrt (T. Wollesen, persénliche Mitteilung).

Eine Besonderheit von Sepia officinalis ist laut Nixon und Mangold (1998) die beim Schliipf-
ling bereits groBe Chromatophorenanzahl, die sich bis zum Adultus nicht mehr wesentlich

vergrofRert, und ein schon ausgereiftes chromatisches Verhalten (Hanlon und Messenger
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1996). Dementsprechend finden wir bei dieser Art betrdchtlich entwickelte Chromato-

phorenloben.

Der untersuchte Schllpfling von Idiosepius notoides ist dem Schliipfling von I. paradoxus
sehr dhnlich (Yamamoto et al. 2003: Entwicklungsstadium 30), auch wenn er bereits etwas
weiter entwickelt ist, da er offenbar einige Tage nach dem Schlupf fixiert wurde. Auch
Wollesen et al. (2010b) stellen bei ihrer Beschreibung der Embryonalentwicklung des
Nervensystems von I. notoides fest, dass Ontogenie und Neurogenese der beiden Arten sich
dhneln. Es konnten an unserem Material in lichtmikroskopischer Auflosung ebenso keine
Riesenaxone identifiziert werden, der Vertikallobus ist beim Schliipfling von I. notoides im
Gegensatz zu I. paradoxus jedoch bereits gut entwickelt. Im Unterschied zum adulten Tier
von [. paradoxus (Shigeno und Yamamoto 2002) konnten aber eine Dorsolateralkommissur
und zusatzliche olfaktorische Lobuli nicht gefunden werden. Die Schlipflinge von Idiosepius
notoides und Loligo vulgaris besitzen abweichend von den anderen untersuchten Arten
auller den paarigen vorderen Trichternerven auBerdem einen unpaaren mittleren
Trichternerv (Young 1976b; Shigeno und Yamamoto 2002). Fir andere Cephalopodenarten

finden sich in der Literatur keine Hinweise auf einen entsprechenden unpaaren Nerv.

Beim Schlipfling von Loligo vulgaris wurde eine Unterscheidung der vorderen suboeso-
phagealen Masse in Prabrachial- und Brachialloben nicht vorgenommen (siehe aber
Adulttier: Young 1976b) und die Kommissur, die die Subradularganglien miteinander
verbindet (Young 1976b), konnte nicht gefunden werden. Der Vertikallobus ist beim
Schliipfstadium bereits deutlich zu erkennen, aber noch nicht ganz so massiv ausgebildet wie

beim Adulttier (Young 1979).

Das ZNS von Octopus vulgaris, des einzigen Vertreters der Octobrachia in dieser Arbeit, weist
einige Besonderheiten auf. Die weitfortgeschrittene Lobenkondensation zeigt sich darin, dass
die Brachialloben mit den Pedalloben verschmolzen sind, so dass keine Brachiopedal-
konnektive mehr vorhanden sind. Auch der obere Buccallobus ist so nahe an den unteren
Frontallobus herangeriickt, dass keine Cerebrobuccalkonnektive ,notwendig” sind. Eine

weitere Besonderheit des zentralen Nervensystems der Octobrachia ist die Suprabrachial-
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kommissur, die die beiden Halften des Brachiallobus (iber den Oesophagus hinweg
miteinander verbindet. Young (1971) beschreibt die Loben, die direkt hinter den oberen
Buccalloben liegen, als hintere Buccalloben, die charakteristisch fiir die Octobrachia sind und
an die sich dorsal die unteren Frontalloben anschlieBen. Es wird ausgefiihrt, dass die
hinteren Buccalloben, von denen die Cerebrobrachialkonnektive ausgehen, zu den unteren
Frontalloben der Decabrachia homolog sind und dass die ,posterior-buccal-to-subvertical
tracts” (Young 1965d) zu den Cerebralkonnektiven, die zum Subvertikallobus fiihren,
homolog sind. Der subfrontale Lobus ist beim Schliipfling proportional viel kleiner als beim
Adultus und somit schwer zu identifizieren. Der Vertikallobus ist beim Schlipfling noch wenig
entwickelt, es kdnnen aber schon ansatzweise am Neuropil die finf beim Adultus be-

schriebenen Gyri (Boycott und Young 1955; Young 1971) erkannt werden.

Die Histologie der Augen und des Nervensystem des Schlipflings von Rossia macrosoma

entspricht bei gegebener Datenlage dem von adulten Tieren (Nixon und Young 2003).

4.1.3 Vergleichende Volumetrie

Die Moglichkeit der morphometrischen Bewertung von Strukturdaten (hier: Distanz- und
Volumenmessungen mit Amira®) ist ein besonders leistungsfahiges Mittel/Werkzeug fur die
vergleichende Hirnforschung: verborgene Eigenschaften, die bei der Betrachtung der Formen
nicht unmittelbar sichtbar sind, werden so objektiv zuganglich. Die Volumetriemethode, bei
der die Voxel, die einem bestimmten Neuropil zugewiesen worden waren, automatisch
gezahlt werden, dhnelt der Punktzahimethode von Frésch (1971; siehe auch Wirz 1959), ist
aber aufgrund der viel héheren Abtastfrequenz in lateraler und axialer Richtung praziser.
Volumenmessungen der verschiedenen Gehirnbereiche legen zusammen mit einigen
Informationen Uber ihre funktionelle Bedeutung (Tabelle 10) eine Diskussion im Sinne der
Funktionsmorphologie und der ontogenetischen und phylogenetischen Allometrie nahe.

Bereits die Autoren friiherer Studien (Wirz 1959; Frosch 1971; Maddock und Young 1987;
Nixon und Mangold 1998) nahmen an, dass die Leistung der Hirnloben proportional zu ihrer
gesamten oder relativen GroRe ist, und flihrten eine entsprechende funktionale Argumenta-

tion.
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Das absolute Volumen der Perikaryamasse (aber nicht das der gesamten Loben, wie ge-
wohnlich angegeben) steht fiir die Zellzahl, die fur jeden Lobus liber die gegebene mittlere
Entfernung zwischen den Zellkernen geschatzt werden kann. Die Zellzahl wiederum deutet
auf das Leistungsvermogen paralleler Nervenaktivitat hin (z.B. missen die Photorezeptoren
der Retina mit einer entsprechenden Anzahl an Sekundarneuronen im optischen Lobus ver-
bunden sein), aber auch auf mehr oder weniger komplexe Signalverarbeitung (d.h. das Vor-
handensein von mehr oder weniger Neuronentypen in den sensorischen, motorischen und
assoziativen Verschaltungen). Das Neuropilvolumen ist auf der anderen Seite mit der Anzahl
und dem Durchmesser der Neurite korreliert, die vom Lobus abgehen oder in diesen
projizieren (oder ihn einfach durchqueren), und auch mit dem Grad der Verzweigung und der
synaptischen Komplexitat (siehe z.B. innere plexiforme Schicht der Vertebratenretina: Koch

et al. 2010: Fig. 5e).

Im Gegensatz zu friiheren Arbeiten (siehe Kap. 6: Anhang, Tabelle 14) haben wir uns auf die
Segmentierung, Oberflachenberechnung und Volumetrie der Neuropile anstelle der ganzen
Loben mit ihren Perikarya fokussiert. Dabei muss man beachten, dass die Neuropile in der
Embryonalentwicklung erst ziemlich spat zwischen den Perikarya auftreten (z.B. Stadium 22
bei I. paradoxus: Yamamoto et al. 2003) und dass ihr Volumenanteil zum reifen Tier hin
zunimmt. Beim Vergleich der Neuropilanteilen der sub- und supraoesophagealen Massen
(Tabelle 12) der untersuchten Tiere wird eine ansteigende Abfolge von Octopus (30%) liber
Rossia, Loligo, Sepietta und Sepia (50%) sichtbar, die mit Idiosepius (60%) endet. Teilweise
kann man eine direkte Proportionalitdt zwischen SchliipfgrofRe (Tabelle 5) und dem Reifegrad
des ZNS (mit Ausnahme von Rossia und Idiosepius) ausmachen. Fiir die Schlipflinge von R.
macrosma scheint dieser kleinere Anteil eine typische Besonderheit zu sein, das untersuchte

Exemplar von I. notoides ist jedoch bereits weiter entwickelt.

Die Volumenzunahme der Loben des zentralen Nervensystems beim Auswachsen des
Schlipflings zum Adultus ist - generell gesehen - ein trivialer Umstand. Der Vergleich der in
dieser Arbeit gewonnenen volumetrischen Daten zu Schllpflingen mit in der Literatur publi-
zierten Werten von juvenilen und adulten Tieren zeigt, dass es auch Unterschiede im rela-

tiven Volumen der verschiedenen Loben gibt und damit eine Umgewichtung der betref-
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fenden Funktionalitdt in der Ontogenie. Man sollte jedoch kritisch anmerken, dass Relativ-
werte etwas unprazis werden kénnen, wenn sich die Proportionen mehrerer Anteile

unabhdngig voneinander verandern.

Die absoluten GroBRen von ZNS-Komponenten sind einfach mit der Koérpergrole um den
Schlipfzeitpunkt korreliert und diese ist wiederum Uber die EigroBe vorbestimmt (von den
winzigen Octopus-Eiern zu den recht groRBen Sepia-Eiern). Unter der Annahme von gleichen
und konstanten GroBen fir einen gegebenen Zelltyp vergroRert sich die potentielle
Sehscharfe mit der AugengroBBe aufgrund einer geringeren Retinakriimmung und besserer
Linsenleistung. Von der Augengeometrie in Abb. 13 (Photorezeptorzellen pro Winkel) kbnnen
wir eine deutlich bessere Auflosung fur R. macrosoma verglichen mit O. vulgaris, und aus
Tabelle 11 ein 20-faches Volumen der optischen Loben folgern, was auf eine deutlich
komplexere Informationsverarbeitung bei R. macrosoma hindeutet (bei ansonsten gleicher
Architektur wirde man bei einer 13-fachen FlachenvergroBerung der Retina eine ent-
sprechende VergroRerung der Flache der duBeren plexiformen Schicht erwarten, was nicht
zwangslaufig mit einer derartig starken Volumenzunahme einhergehen miisste). Der Effekt
der absoluten GroRRen ist noch eindrucksvoller, wenn man Schlipflinge mit Adulti vergleicht:
wenn man das allometrische Wachstum der Augen von S. officinalis (Groeger et al. 2006) und
der optischen Loben (Wirz 1959) vom Schlipfling zum 20 cm grofRen Adultus betrachtet,
vergroBert sich die Retinafliche / die Anzahl der sensorischen Zellen ca. 350-fach, das
Volumen der optischen Loben / die Anzahl der Neuronen hoherer Ordnung ca. 2100-fach.
Fiir einen 3 mm groRRen Schliipfling von O. vulgaris vs. einen 50 cm groRen Adultus sind die

Verhaltnisse sogar noch drastischer.

Die relativen GroRen der Hirnloben reflektieren zugleich ihre unterschiedliche onto-
genetische Entwicklungsgeschwindigkeit, die an die artspezifischen Anforderungen an das
Leben der Paralarven oder Juvenilen vorangepasst ist, und die adaptiven Abweichungen in
unterschiedlichen phylogenetischen Zweigen (siehe z.B. Budelmann 1995). Deshalb sind fir
interspezifische Vergleiche und auch fiir den Vergleich von Entwicklungsstadien relative
Volumenwerte sehr viel geeigneter als absolute. Wahrend isometrisches Wachstum der

neuronalen Zentren, Sensoren und Effektoren funktionelle Veranderungen nur in einem
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Abbildung 30: Graphische Visualisierung der relativen Volumenwerte (Tabelle 12).

1: S. officinalis, 2: R. macrosoma®, 3: S. obscura, 4: I. notoides, 5: L. vulgaris, 6: O. vulgaris.
* Werte flr R. macrosoma sind Naherungen, siehe Tabelle 12

begrenzten Ausmald bewirkt, deutet allometrisches Wachstum auf einen spezifischen Einfluss
auf die Rechenzentren hin. Zusatzlich werden die Werte normiert, d.h. unabhangig gemacht
von der KorpergrofRe. Der Vergleich der relativen Volumina des ZNS der untersuchten Arten
lasst folgende artspezifische Merkmale, die die funktionale Organisation des Gehirns der
Cephalopoden betreffen, erkennen:

Die beiden optischen Loben sind zusammen immer mindestens so groR wie das Volumen
aller anderen Loben des ZNS (105% bei O. vulgaris, ca. 155% bei R. macrosoma und L.
vulgaris, ca. 200% bei S. officinalis und S. obscura) oder bis zu dreimal so groR (338% bei /.
notoides). Was ihr Neuropilvolumen angeht, sind die optischen Loben aufgrund der
Neuropilanteile zwischen 12% und 32% weniger eindrucksvoll als das gesamte ZNS (von 45%
bei O. vulgaris bis 135% bei S. officinalis). Der optische Sinn ist bei Cephalopoden dominant
und rekrutiert viele Neuronen hoherer Ordnung fiir die multiparallele Verarbeitung des
neuroelektrischen Ausgangs (iberaus zahlreicher Photorezeptorzellen. Das Verhéltnis des

Volumens der optischen Loben zum Retinavolumen ist bei den drei sepioiden Arten 5 und
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ungefahr 3 bei den anderen, was eine komplexere Verarbeitung der visuellen Informationen
bei den Sepioiden bestatigt.

Beim Schliipfling von Octopus vulgaris ist das untere Frontalsystem im Gegensatz zu den
anderen Arten (Decabrachia) schon gut entwickelt. Gleiches gilt fiir die Brachialloben, wobei
hier flr Rossia macrosoma ein dhnlich hoher Wert vorliegt wie fir O. vulgaris, der nicht
erklart werden kann. Diese beiden Anteile des Gehirns sind flir Octopoden wegen ihres hoch
entwickelten Gebrauchs der Arme sehr wichtig (Wirz 1954; Budelmann 1995). Die
Palliovisceralloben machen bei den sechs untersuchten Schlipflingen sehr unterschiedlich
grolRe Volumenanteile aus. Bei O. vulgaris sind sie am grofiten, da dieser als Schliipfling im
Plankton lebt und mehr oder weniger gut schwimmen kénnen muss (Frosch 1971). Einen
auffallend kleineren Anteil nehmen die Magnocellularloben im Gehirn des Octopus-
Schliipflings ein. Eine Erklarung hierfiir ist, dass diese Loben bei den Decabrachia der
Ursprung des Riesennervenfasersystems und somit von groRerer Bedeutung sind. Innerhalb
der untersuchten Decabrachia-Arten weisen die Magnocellularloben jedoch auch ziemlich
auseinandergehende Volumenwerte auf. Bei Rossia macrosoma und Idiosepius notoides sind
sie im Vergleich zu Sepia officinalis, Sepietta obscura und Loligo vulgaris deutlich kleiner.
Daraus lasst sich schlieRen, dass das Riesennervenfasersystem nicht fiir alle Decabrachia
gleich wichtig ist, zumindest im Schlipfstadium. Die Pedalloben sind bei den fiinf Arten der
Decabrachia beim Schlupf bereits weiter entwickelt als bei Octopus vulgaris. Bei den adulten
Tieren kehrt sich dieses Verhéltnis um, so dass die Pedalloben bei O. vulgaris dann einen
grofReren Volumenanteil einnehmen (Maddock und Young 1987). Das Vertikalissystem ist bei
den Schlupflingen der Decabrachia besser ausgebildet als bei O. vulgaris, was auch bei den
Adulti so bleibt (Wirz 1954, 1959; Maddock und Young 1987). Zwischen den Decabrachia-
Arten bestehen im Vertikalissystem ebenfalls merkliche Unterschiede im relativen Volumen,
wobei I. notoides das grofSte aufweist. Dies passt zu seiner nero-benthischen Lebensweise als
Adultus (siehe Tabelle 1), da Budelmann (1995) herausfand, dass die Vertikalloben bei

Flachwasserarten grof3er sind.
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Abbildung 31: Vergleichende Volumetrie: relative Neuropilvolumina (diese Untersuchung,
Tabelle 12) vs. Lobenvolumina (Frésch 1971: Tabelle 5).

A: Relative Neuropilvolumina der vorliegenden Arbeit (Tabelle 12) fiir die Vergleicharkeit mit Frosch
1971 angeglichen (Tabelle 5 ibid.): d.h. Magnocellular-, Pedunkel- und olfaktorische Neuropile wurden
vom gesamten ZNS entfernt.

B: Naherungen der relativen Lobenvolumina, extrapoliert aus “A” unter Berlicksichtigung der sub- und
supraoesophagealen Neuropilanteile von Tabelle 5.

C: Relative Lobenvolumina nach Frésch 1971 (Tabelle 5 ibid.)

D: Korrekturen der Lobenvolumina nach Frésch (ndherungsweise), um sie an die in der vorliegenden
Arbeit benutzte Gruppierung anzupassen: prakommissurale Anteile wurden der vorliegenden Arbeit
entsprechend (3.03% Sepia, 9.26% Sepietta, 3.35% Loligo, 4.06% Octopus) vom hinteren
Basalsystem abgezogen und zum Vertikalsystem dazugezahlt.

Bei allen untersuchten Schliipflingen sind die motorischen Zentren der Basalloben bereits gut
entwickelt, was vermuten lasst, dass sie eine wichtige Rolle bei der Fortbewegung der
Schliipflinge spielen (Maddock und Young 1987). Die vorderen Basalloben, die die Position
und Bewegung von Kopf und Augen steuern, sind fir die frischgeschllpften Tiere besonders
beim Beutefang wichtig. Auch die hinteren Basalloben spielen dabei eine wichtige Rolle, da
sie die Schwimmbewegungen kontrollieren.

Bei Sepia officinalis weisen die Neuropile der hinteren Basalloben und der magnocellularen
Loben verglichen mit allen anderen untersuchten Arten ein etwas hoheres Volumen auf, was
auf ihre Wichtigkeit fir die Kontrolle des Schwimmens und der Tarnung hinweist. Im
Vergleich mit dem juvenilen und schlieRRlich dem adulten Tier sind der Vertikallobus und der
obere Frontallobus beim Schliipfling noch relativ schwach ausgebildet (Wirz 1954; Maddock
und Young 1987). Es kann aber allgemein angenommen werden, dass das gesamte Vertikalis-
system bei adulten Tieren starker ausgepragt ist als bei Schliipflingen von S. officinalis. Der
Vergleich mit den Daten zu den Adulttieren von Maddock und Young (1987) zeigt, dass das
untere Frontalsystem, die anterioren und die posterioren Basalloben beim Schllpfling einen

groReren Volumenanteil ausmachen. Zu den Basalloben findet sich bei den Volumenwerten
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der beiden publizierten Untersuchungen zu den erwachsenen Tieren jedoch eine grol3e
Diskrepanz (Wirz 1954: 29,9 %; Maddock und Young 1987: 13,9 %). Da bei Wirz (1954) nicht
nachvollziehbar ist, welche Gehirnanteile zu den Basalloben gezahlt wurden, kénnte dieser
groRe Unterschied durch eine abweichende Definition der Gehirnregionen erklart werden.
Die suboesophageale Masse macht beim Adulttier einen groBeren Anteil aus als beim
Schlipfling (Wirz 1954; Maddock und Young 1987). Dabei sind die relativen Volumenwerte
flir die Brachialloben und die Visceral- gemeinsam mit den Magnocellularloben beim
Schliipfling kleiner, die fir die Pedalloben jedoch groRer (Maddock und Young 1987). Im
Vergleich zu den Adulti nehmen die optischen Loben beim Schllpfling einen groferen
Volumenanteil ein, wobei die Volumenangaben fir die Adulttiere in der Literatur aber stark

schwanken (Wirz 1954; Maddock und Young 1987).

Bei Rossia macrosoma lassen die Proportionen von magnocellularen, brachialen und
hinteren basalen Neuropilen andere motorische Prioritdten als bei S. officinalis vermuten.
Zusatzlich zu den Augen scheint fir die Schlipflinge dieser Art die Chemorezeption
besonders wichtig zu sein, da das olfaktorische Neuropil im Vergleich zu den anderen
Sepioiden ein relativ groRes Volumen einnimmt. Im Vergleich zum Adultus sind die Volumina
der Neuropile von Brachial-, Palliovisceral- und Magnocellularloben, sowie der hinteren
Basalloben des Schliipflings von R. macrosoma kleiner (Wirz 1959). Das Vertikalissystem, der
untere Frontallobus und auch die vorderen Basalloben nehmen beim Schliipfling einen
groBeren Anteil des Gehirns ein als beim adulten Tier. Beim Neuropilvolumen der Pedalloben
lassen sich nur minimale Unterschiede finden, jedoch ist der gemessene Wert beim
Schliipfling gréBer als beim Adultus und der geschatzte Wert kleiner, da sich hier fir die
Pedalloben bei einem hochgerechneten groBeren Geamtvolumen des ZNS ein geringerer

prozentualer Anteil ergibt.

Bei Idiosepius notoides sind die Neuropile des Vertikallobus (und aller supraoesophagealen
Loben zusammen) vergleichsweise gut entwickelt, was schon frih komplexe ,kognitive”
Fahigkeiten vermuten ldsst. Auch bei den drei Sepioiden erscheinen diese Loben (am grofSten
bei S. obscura) mit einem relativen Volumen von 16-20% (und betrachtlichen absoluten

Werten) recht leistungsfahig. Die magnocellularen Neuropile sind bei /. notoides weniger
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weit entwickelt, was mit dem Fehlen der Riesennervenfasern tibereinstimmt, wie es auch bei
O. vulgaris der Fall ist.

Der Schliipfling von Loligo vulgaris weist verglichen mit dem Adultus (Nixon und Young 2003)
ein proportional groBes Loben/Augen-Verhiltnis auf, das sich auch auf die benachbarten
Pedunkelloben Ubertragen lasst. Daflir scheint das brachiale Nervensystem beim Schliipfling
etwas weniger entwickelt zu sein. Extraokulare Photorezeptororgane konnten beim Schliipf-
ling nicht gefunden werden (Nixon und Young 2003). Wie bei /. notoides Ubertrifft das
Volumen der supraoesophagealen Neuropile das der suboesophagealen, aber den groten
Anteil machen hier die hinteren Basalloben aus, was vielleicht eine Anpassung an eine
andere motorische Koordination fir die pelagische Lebensweise ist. Die ziemlich riesigen
Magnocellularloben entsprechen dem Vorhandensein eines Riesennervenfasersystems.
Weiterhin sind die groRen olfaktorischen Loben ein Hinweis flir ausgeprdagte Chemo-
rezeption. Der Volumenanteil des Brachiallobus und des Pedallobus ist beim Schliipfling von
L. vulgaris im Vergleich zum Adulttier deutlich kleiner (Wirz 1959; Maddock und Young 1987).
Die vorderen und hinteren Basalloben sind jedoch beim Schlipfling starker entwickelt als
beim erwachsenen Tier (Wirz 1959; Maddock und Young 1987), wenn auch der Unterschied
bei den hinteren Basalloben bei Wirz (1959) nur sehr gering ausfallt. Das Volumina des
unteren Frontalsystems unterscheidet sich kaum vom Adultwert (Wirz 1959; Maddock und
Young 1987). Bei den Palliovisceral- und Magnocellularloben und dem Vertikalissystem sind
die Volumenwerte von Wirz (1959) und Maddock und Young (1987) fiir die Adulti nicht
kongruent. Laut Wirz (1959) sind die Palliovisceral- und Magnocellularloben kleiner und das
Vertikalissystem grofRer als beim erwachsenen Tier. Legt man die Werte von Maddock und
Young (1987) zugrunde, verhilt es sich jedoch genau umgekehrt, wobei hier der Unterschied
bei den Palliovisceral- und Magnocellularloben nur sehr gering ausféllt. Die optischen Loben
machen beim Schliipfling einen deutlich geringeren Anteil gemessen am Gesamtgehirn aus
als bei den Adulti, wobei auch diese Werte in der Literatur weit auseinander gehen (Wirz

1959: 268%; Maddock und Young 1987: 336%).

Die relativen Volumina der Hirnloben von Octopus vulgaris zeigen die Vorbereitung eines
komplexen motorischen Systems des Mantels und der Armkrone sowie die chemo-taktilen

Fahigkeiten dieser Art der Octobrachia (pallioviscerale, brachiale und untere frontale
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Neuropile). AuRerdem besitzt Octopus schon friih einen gut entwickelten Geruchssinn. Der
Vergleich der Neuropilvolumina der vorliegenden Arbeit mit den Werten fiir die gesamten
Loben von Frosch (1971) zeigt dhnliche Ergebnisse, wobei die letzteren oft etwas gréBer sind
(Abb. 31 A vs. C). Dies andert sich nicht, wenn man die Werte mit dem errechneten
Neuropilanteil auf die Lobenvolumen hochrechnet (Abb. 31 B vs. C). Bei genauerem
Hinsehen erkennt man, dass die Summe der einzelnen relativen Volumina von Frésch 100%
leicht Uberschreitet. Systematische Unterschiede kdénnen in Bezug auf die hinteren
Basalloben (groRer bei Frosch 1971) und das Vertikalissystem (kleiner bei Frosch 1971)
gefunden werden. Ein Grund dafiir ist die Zuordnung der Prakommissuralloben zu den
hinteren Basalloben durch Frosch. Wenn man diese Volumina jedoch dem Vertikalissystem
zuweist, folgt daraus eine deutliche Abnahme der Abweichung der Werte beider Studien
(Abb. 31D). Das groRBe Volumen der Pedalloben bei L. vulgaris bleibt markant —
moglicherweise haben diese Loben einen besonders hohen Perikaryaanteil. Beim Vergleich
mit den Volumenwerten vom Adultus von O. vulgaris fallt auf, dass beim Schliipfling die
Brachial- und Pedalloben noch geringer entwickelt sind (Wirz 1959; Maddock und Young
1987). Die vorderen und hinteren Basalloben jedoch nehmen beim Schlipfling einen
groBeren Volumenanteil ein. Beim Vertikalissystem, den unteren Frontalloben und den
Palliovisceralloben mit den Magnocelluarloben gehen die Angaben zu den Adulttieren so
weit auseinander, dass keine klare Tendenz erkannt werden kann. Dasselbe gilt fiir das
Volumen der optischen Loben. Als Interpretation zur Adaptation des ZNS von O. vulgaris an
sich wahrend der Ontogenie verandernde Anforderungen lasst sich zumindest feststellen,
dass beim Schllpfling die fir das Schwimmen zustdndigen Basalloben deutlich entwickelt

sind, wohingegen sie beim Adultus an Bedeutung verlieren.

Allgemein kann man sagen, dass die Basalloben bei den Schlipflingen immer einen groBeren
Anteil des Gesamtgehirns ausmachen als bei den Adulti. Da diese fir die Motorik
insbesondere beim Schwimmen zustandig sind, lasst sich daraus schlieBen, dass auch die
benthischen Schliipflinge zumindest beim Beutefang auf eine gute Beweglichkeit angewiesen
sind. Die Brachialloben und das Vertikalissystem sind bei allen untersuchten Arten im
Schlipfstadium noch deutlich kleiner als beim erwachsenen Tier. Dies ldsst sich auch

eventuell dadurch erkldren, dass diese Loben phylogenetisch die jlingsten sind
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(Argumentation nach Frosch 1971). Alle untersuchten Arten der Decabrachia haben es
gemeinsam, dass die unteren Frontalloben beim Schlipfling ein groRReres relatives Volumen
einnehmen als bei den Adulti. Bei den Octobrachia ist es jedoch andersherum, da fiir diese
die unteren Frontalloben durch den Wechsel zum benthischen Leben als taktiles Sinnes-

zentrum wichtiger werden.

4.1.4 Struktur und Lebensweise

“Structure without function is a corpse ... function without structure is a ghost”, so bringt
Wainwright (1988) die ursachliche Verflechtung von Struktur und Funktion auf den Punkt
und liefert damit auch eine Begrindung fir die Sinnhaftigkeit funktionsmorphologischen
Argumentierens. Strukturbefunde zu Nervensystemen kénnen zu funktionellen Deutungen
mit hohem Wahrscheinlichkeitsgehalt anregen, die in der Neurobiologie Anerkennung
finden: so lasst sich die ,Zustandigkeit” eines ZNS-Lobus auch ohne physiologische
Verifizierung aus den Projektionen zum/vom Zielorgan erschlieBen und die Bedeutung des
entsprechenden Effektors/Sinnesorgans aus dem Volumen des Lobus abschitzen. Besonders
lohnend ist diese Vorgehensweise bei interspezifisch vergleichendem Arbeiten unter
Beriicksichtigung von Lebensraum und Lebensweise. Prominente Beispiele hierfiir sind die
unterschiedliche Auspragung des Tectum opticum bei Fischen mit unterschiedlicher
Bedeutung des Lichtsinnes (Bone und Marshall 1985) oder die Proportionen von Sehnerv

und Riechhirn beim Kiwi (Martin et al. 2007).

Unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen Eidonomie der untersuchten Arten und der
oben erwdhnten funktionalen Schlisse beziglich des ZNS kdnnen einige Zusammenhadnge
zwischen Gehirnmorphologie und Lebensweise der Schlipflinge abgeleitet werden (Tabelle
1), wie es auch schon Maddock und Young (1987) fiir adulte Cephalopoden getan haben:
,the nervous system of coleoid cephalopods is organized according to a general blueprint.
Though there are adaptations to environment and behavior which are reflected in the design
of the central nervous system.” Frosch (1971) sowie auch Nixon und Mangold (1996) nehmen
an, dass besonders das Volumen der Hirnloben Habitat und Verhalten bis zu einem gewissen

Grad reflektieren sollten. Bozzano et al. (2009) finden eine enge Beziehung zwischen der
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Morphologie und der Funktion des Sehsystems bei Schlipflingen und betonen die Wichtig-
keit, dass dieses fiir das spitere Uberleben rechtzeitig entwickelt ist.

Fir eine funktionelle Deutung der interspezifischen Strukturunterschiede ist es notwendig,
die ,Zustandigkeiten” der einzelnen Komponenten zu kennen. Erste Untersuchungen zur
funktionellen Einteilung des Cephalopodengehirns fiihrten Sanders und Young (1940) durch.
Sie unterschieden dabei vier Typen von Zentren: (1) niedere motorische Zentren (suboeso-
phageale Loben), (2) hohere motorische Zentren (Basalloben der supraoesophagealen
Masse), (3) primare sensorische Zentren (optische Loben) und (4) Korrelationszentren
(dorsale Region der supraoesophagealen Masse). Bei seinen Experimenten mit Sepia
officinalis fand Boycott (1961) durch elektrische Stimulation auRerdem noch intermedidre
motorische Zentren, die sich neben den niederen motorischen Zentren im Bereich der
suboesphagealen Loben befinden. Diese Zentren zeichnen sich dadurch aus, dass ihre
Nerven nicht direkt die Muskeln innervieren, wie es bei den niederen motorischen Zentren
der Fall ist. Budelmann et al. (1997) fassen die funktionelle Organisation des Gehirns wie
folgt zusammen: Die supraoesophagealen Loben sind die hochsten Gehirnzentren. Davon
sind das Vertikalissystem und das inferiore Frontalsystem fiir die Analyse von sensorischem
Input, Lernen und fiir das Kurz- und Langzeitgedachtnis zustandig, und die Basalloben sind
hohere motorische Zentren. Von den suboesophagealen Loben ist der Brachiallobus ein
intermedidres motorisches Zentrum, die Pedal- und Palliovisceralloben beinhalten niedere
und intermedidre motorische Zentren. Die Magnocellularloben sind wiederum intermedidre
motorische Zentren, die zwischen den hdheren und niederen motorischen Zentren ver-
mitteln. Sie sind fiir das Fluchtverhalten zustdndig und auBerdem Ursprung des Riesenfaser-

systems der Decabrachia (siehe Tabelle 10).

Am wenigsten signifikant ist wohl - im Hinblick auf die Funktion - die duBere Form des ZNS
(Abb. 12), die vor allem durch die allgemeine Korperform bedingt ist. Jedenfalls gibt es
Unterschiede zwischen den schlanken pelagischen Formen (Loligo, Idiosepius) und den
kompakten benthischen Formen (Sepia, Rossia), wobei die sterischen Anforderungen der
Augen und der optischen Loben eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen (z.B. Rossia vs.
Sepietta; Abb. 12). Schon recht friih erinnern die Lobenproportionen an die Situation der

Adulti (z.B. der winzige Schlipfling von Octopus zeigt bereits die fir Octobrachia typische
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Zentralisation), aber die Form des ZNS wird sich wahrend der Ontogenie mit der sich
verandernden Gewichtung der Funktionalitaten dndern. In der Regel nehmen die relativen
Groflen der Brachial- und Vertikalloben zu, wohingegen die basalen und manchmal die
optischen Loben bei den Schlipflingen groRer sind (Wirz 1954; Maddock und Young 1987;
Nixon und Mangold 1998).

Die GesamtgrofRe des ZNS ist mit der Lebensweise lber die KorpergroBe korreliert. Die
kleinen planktonischen Schliipflinge von Octopus sind mit allen Gehirnregionen ausgestattet,
die fur ihr anschlieBendes benthisches Leben wichtig sind, aber mit vergleichsweise wenigen
Zellen proportional zu der noch geringen Anzahl der mit ihnen verbundenen sensorischen
und effektorischen Zellen. Das planktonische Stadium bendtigt nur wenig Rechenleistung,
z.B. fir Armbewegungen oder die Kontrolle der Chromatophoren. Fiir eine Weile driftet es
passiv und ist lecithotroph, was strukturell durch die kurzen Arme und den noch
verbleibenden duBeren Dottersack des untersuchten Exemplars reflektiert wird (Abb. 11).
Nichtsdestotrotz muss das Nervensystem beim Ubergang zur endgiiltigen benthischen
Lebensweise fir das Schwimmen, Krabbeln, Verstecken, Tarnen und visuelle Jagen gut
vorbereitet sein. Im Gegensatz dazu kénnen groBe Schllpflinge sich bereits vor Raubern
verstecken (Tarnung, Eingraben, Fliehen) und fast sofort nach dem Schlupf selbststandig
fressen (Wells 1958; Poirier et al. 2004). Nachdem die Dotterreserven aufgebraucht sind,
jagen und fressen sie aktiv, was eine visuelle Beuteerkennung, Kontrolle der Kérperhaltung
und Koordination aller beteiligten Muskelgruppen erfordert (Maddock und Young 1987).
Hierbei spielen die vorderen Basalloben fiir die Kopf- und Augenbewegungen und die
hinteren Basalloben fiir das Schwimmen eine wichtige Rolle. Alle diese Fahigkeiten miissen
wahrend der Embryogenese schon angelegt sein, auch wenn sie in der gut geschiitzten

Eihtlle noch nicht lebensnotwendig sind.

Der Schliipfling der Cephalopoden mit der am besten bekannten Lebensweise ist S. officinalis
mit einem adultdhnlichen Verhaltensrepertoire (Hanlon und Messenger 1996; Nixon und
Mangold 1998). So kann er schon schwimmen, seine Tentakel benutzen und sich dem
Hintergrund anpassen (Hanlon und Messenger 1996). Die Augen, Statocysten und Arm-

nerven sind bereits gut entwickelt, da die frisch geschliipften Sepien sich bereits orientieren
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und ihre Beute visuell detektieren und erkennen miissen (Nixon und Mangold 1998). Die
Schlipflinge dieser Art sollten also eine vergleichsweise scharfe Sehkraft mit komplexer
Bildverarbeitung, gute Schwimmfahigkeiten und Tentakelkoordination, und eine hintergrund-
korrelierte Chromatophorenkontrolle fir effektive Tarnung besitzen. Sie sind von Beginn an
bodenbewohnend, kénnen aber auch gut schwimmen, wobei sie vor allem nachts in die
Wassersaule aufsteigen (Hanlon und Messenger 1988). Dieses kurzzeitige bentho-pelagische
Verhalten konnte erkldren, warum die Basalloben zum Schlipfzeitpunkt bereits gut ent-

wickelt sind.

Bezliglich der anderen hier untersuchten Sepioiden scheinen dhnliche Annahmen zuldssig, da
sie gleichermalien groRe Schliipflinge haben, die sich sogar noch weniger von den Adulti
unterscheiden (Boletzky 1974), da sie nicht so stark wachsen wie Sepia. Einige Einschran-
kungen, die die Navigation betreffen, sind der kryptischeren Lebensweise geschuldet. Bei R.
macrosoma sind gute Sehkraft (groe Augen, groBes Verhéltnis von optischen Loben zu
Retina), differenzierte Armkoordination (grofe Brachialloben) und Geruchssinn (ver-
gleichsweise grolRe olfaktorische Neuropile) vorhanden.

Auch S. obscura schliipft mit grolen Augen und grofRen optischen Loben und ihre pedalen
Neuropile sind leicht Gberdurchschnittlich entwickelt. Wie R. macrosoma hat diese Art eine
benthische Lebensweise mit Eingrabverhalten und visueller Jagd, was komplexe motorische
Fahigkeiten und gute Sehkraft erfordert.

Nach dem Schliupfen begibt sich I. notoides in die Wassersdule, wenn er nicht gerade an
Seegras angeheftet ist (Boletzky 2003; Yamamoto et al. 2003). Sein gut entwickeltes
Sehsystem mit auffalliger duBerer plexiformer Schicht gibt Hinweise fiir ein hochentwickeltes
Sehvermogen mit Gbergeordneter visueller Verarbeitung im Vertikallobus (oder sogar Lern-
und Gedachtnisleistungen), sowie guten motorischen Fahigkeiten. In diesem Entwicklungs-
stadium spielen die Arme fir die Jagd wahrscheinlich eine dominante Rolle, bis die Tentakel
vollstéandig entwickelt sind.

Beim holopelagischen L. vulgaris findet man ausgeprdgte hintere basale Neuropile und
Pedunkelneuropile fiir die Koordination der Schwimmbewegungen, Farbwechsel und
TintenausstoR (Tabelle 10), wohingegen die Brachialloben weniger entwickelt sind. Die

Armmotorik scheint eine vergleichsweise weniger wichtige Rolle zu spielen und neben dem
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guten Sehvermogen scheint der Geruchssinn wichtig zu sein (groRe olfaktorische Neuropile).
Das Vorhandensein von dichtem dunklem Schirmpigment in der Retina der Schlipflinge von
L. vulgaris und O. vulgaris passt zum tagaktiven pelagischen Leben.

Die Schlipflinge von O. vulgaris sind die ersten Wochen nach dem Schlupf planktonisch,
womit sie fiir ihre Verbreitung sorgen (Frosch 1971; Villanueva et al. 1995). Die volu-
metrischen Daten legen nahe, dass die Photorezeption und die zentrale Verarbeitung der
visuellen Informationen wahrend dieser Phase eine untergeordnete Rolle spielen, wohin-
gegen der Geruchssinn, die motorische Kontrolle der Arme und des Mantels und die Ver-
arbeitung der chemo-taktilen Informationen auf der neuroanatomischen Seite gut vor-
bereitet sind, da besonders die Fortbewegung und das Fressen fiir die Schliipflinge wichtig
sind (Nixon und Mangold 1996). Deswegen sind auch die anterioren und die posterioren
Basalloben gut entwickelt. Das Schwimmen erfolgt meist riickwarts mittels ,Jet-Antrieb” wie
bei den Kalmaren (Villanueva et al. 1995; Villanueva et al. 1996), wobei der Beutefang jedoch
nach vorne gerichtet ist (Villanueva et al. 1996). Offensichtlich sind die unteren frontalen,
brachialen und palliovisceralen Neuropile bei den Octobrachia im Gegensatz zu den unter-
suchten Decabrachia bereits bei den Schlipflingen auBerordentlich entwickelt (Abb. 30), um
die komplexen motorischen Merkmale dieser Cephalopodengruppe zu unterstiitzen (Wirz
1954; Budelmann 1995).

Octopus ocellatus ist ein Beispiel fur benthische Octopoden, deren Schllpflinge innerhalb
eines Tages nach dem Schlipfen das nekto-benthische oder benthische Leben aufnehmen
(Yamazaki et al. 2002). Das Beuteverhalten der Schliipflinge dhnelt schon sehr dem der
Adulti, das auf eine gute Koordination der Armbewegungen und Verarbeitung der taktilen
Informationen angewiesen ist. Deswegen sind beim Schliipfling die Brachialloben und auch
der untere Frontallobus noch weiter entwickelt, als dies bereits beim planktonischen
Schliipfling von O. vulgaris der Fall ist. Aulerdem ist beim Schliipfling von O. ocellatus das
Vertikalissystem schon besser entwickelt (Yamazaki et al. 2002) und in seinen AusmalRen mit
dem Vertikalissystem der Decabrachia vergleichbar. Vom 6kologischen Standpunkt aus ware
ein Schlupfling von O. ocellatus mit dem gerade niedergelassenen Jungtier von O. vulgaris
gleichzusetzen (Yamazaki et al. 2002). Dieser Vergleich zeigt, dass sich unterschiedliches

postembryonales Verhalten in den relativen Volumenanteilen der Loben widerspiegelt.
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4.2 Retinotopie und optisches Chiasma

Da die Verrechnung der visuellen Informationen bei den Cephalopoden erst im Cortex (retina
profunda sensu Young 1974) der optischen Loben stattfindet, ist es notwendig, die Photo-
rezeptoren bis zu ihren Terminalen in der dufleren plexiformen Schicht zu verfolgen, wenn
man Untersuchungen zur Retinotopie anstellen will. Zum optischen Lobus verlaufen die
Axone der Photorezeptoren jedoch nicht schnurgerade (d.h. radial und auf kiirzestem Weg),
sondern durch ein Chiasma, das in der Literatur zum ersten Mal von Kopsch (1899) erwahnt
wurde. Hierbei ziehen die Axone der dorsalen gelegenen Photorezeptoren nach ventral in
den ipsilateralen optischen Lobus ein und ventrale nach dorsal, es findet aber keine Kreuzung
in der anterior-posterioren Richtung statt (Stanier und Young 1955; Young 1962b, 1971).
Dabei sollen die in der Mitte des Augenbechers gelegenen Axone die kiirzesten und die von
der peripheren Retina kommenden die langsten sein. Stanier und Young (1955) vermuten,
dass dieses Chiasma dazu dient, das durch die Linse invertierte Bild zu reinvertieren
(zumindest in vertikaler Richtung), damit die visuelle Information besser mit den
Informationen der nicht invertierenden Rezeptororganen, wie z.B. den Statocysten,
verrechnet werden kann. Zusatzlich zum Chiasma verdrehen sich die einzelnen Nervenfasern
bei der Abspaltung vom Faserbiindel, um so die urspriingliche Ordnung in der Vertikalen
wiederherzustellen (Young 1971, 1974). Dieses Arrangement der Photorezeptoren innerhalb
des Chiasmas ist so differenziert, dass es von adaptiver Bedeutung sein muss und durch
einen sehr spezifischen Entwicklungsprozess gebildet werden muss (Young 1971). Saidel
(1979) stellte mittels Cobaltdiffusion fest, dass die Photorezeptoraxone eines Nervenbiindels
in einer dorso-ventral orientierten keilformigen Scheibe im Cortex des optischen Lobus
terminieren. Dabei wird (ber das Chiasma die topographische Karte der Retina mit einer
Inversion auf den optischen Lobus abgebildet (Saidel 1979; Williamson et al. 1993). Dass
einzelne optische Nervenbiindel in separaten Bereichen der dufReren plexiformen Schicht
enden, wurde schon durch Versuche mit durchtrennten Biindeln nahegelegt, die zu scharfen
Grenzen zwischen intakten und degenerierten Terminalen fiihrten (Young 1962b).

In der Literatur finden sich meist nur Skizzen zur Organisation des Chiasmas (Abb. 32) oder
wenige mikroskopische Bilder (Young 1962b, 1971; siehe Abb. 32B), bei denen der genaue
Verlauf der Photorezeptoraxone nicht genau zu erkennen und hdchstens angedeutet ist.

Dabei werden oft exemplarisch nur wenige Photorezeptoren dargestellt, um die Uber-
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kreuzung im Chiasma vereinfacht zu erklaren (z.B. Williamson et al. 1993: Fig. 1).

Um das Wissen um die Architektur des Chiasmas zu erweitern und in diesem Zuge die kiir-
zesten Photorezeptoraxone mit dem geradesten Verlauf durch die Uberkreuzung zu finden,
wurden fir diese Arbeit zwei unterschiedliche Methoden erprobt. Zum ersten die 3D-Rekon-
struktion der optischen Nervenbiindel auf ihrem Weg von der Retina zum optischen Lobus
und zum zweiten das Neurotracing mit lipophilen Carbocyaninfarbstoffen. Beide Methoden

flhrten aufgrund der Feinheit der untersuchten Fasern nur zu maRigen Ergebnissen.

Abbildung 32: Das optische Chiasma der Cephalopoden in der Literatur.
A: Skizze des Auges (rechts) und des optischen Lobus (links) von Octopus vulgaris aus Young 1962.

B: Skizze des Chiasmas mit sich Uiberkreuzenden und umeinander windenden Photorezeptoraxonen
bei Octopus vulgaris aus Young 1971.

4.2.1 Histologische Verfolgung der Photorezeptoraxone im Chiasma

Mit Hilfe der beiden Semidiinnschnittserien sollten die Sehnerven auf ihrem Weg zum
optischen Lobus verfolgt und ihr Verlauf durch das Chiasma nachvollzogen werden. Ziel war
es dabei die Stelle mit den kiirzesten und moglichst geraden Photorezeptoraxonen in der
Mitte des Chiasmas zu finden. Mit diesem Wissen sollten dann weitere Schllpflinge
prapariert und weiter untersucht werden. Schliipflinge eignen sich aufgrund ihrer geringen
GroBe besonders fiir die histologische 3D-Rekonstruktion. Um den Bereich mit wenig
Abweichung vom horizontalen Chiasmadurchtritt zu finden, war eine optimale Schnitt-

orientierung besonders wichtig. Aufgrund der Krimmung des Auges, der Augenstellung zur
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Korperachse und der nicht genau bekannten Position und Organisation des Chiasmas erwies
sich die Durchfilihrung aber als schwierig.

Anhand von zwei Semidiinnschnittserien, jeweils mit unterschiedlicher Orientierung, wurde
versucht, die Faserbiindel in lichtmikroskopischer Auflosung zu rekonstruieren (s. Kap 3.2.1).
Dies erwies sich als sehr zeitaufwandig und gelang nur teilweise, da die Bindel am
Lichtmikroskop besonders bei ihrem Austritt aus dem Auge nur sehr schlecht voneinander
unterschieden werden konnten. Dieser erfolgt laut Young (1971) durch Lécher in der Sklera,
die anndhernd in Reihen entlang der antero-posterioren Achse angeordnet sind und durch
die die kompakten Nervenbiindel ziehen. Es war erwartet worden, dass diese Locher in der
Sklera lichtmikroskopisch deutlich zu sehen und somit die einzelnen Biindel klar definiert
seien. Vermutlich durch Fixierungs- und Farbeartefakte war die Sklera jedoch kaum zu
erkennen und die Nervenbiindel nicht besonders gut gegeneinander abzugrenzen. Auch auf
ihrem Weg zum optischen Lobus konnten Biindel nur Gber sehr kurze Strecken verfolgt
werden, da sie von den benachbarten Blindeln nur schwer zu unterscheiden waren. Bei der
ersten Schnittserie mit maBig geeigneterr Schnittrichtung war zwar auf fast jedem Schnitt der
Ubergang von Auge zu optischen Lobus abgebildet, aber die Nervenbiindel lieRen sich wie
schon erwahnt nur tber kurze Strecken verfolgen.

Bei der zweiten Schnittserie war die Orientierung schon besser, weswegen hier die
Nervenbindel zumindest in ihrem Verlauf um den optischen Lobus herum dreidimensional
dargestellt werden konnte. Es trat aber hier auch das Problem auf, dass die einzelnen Biindel
je ndher man zum Auge kam immer schlechter unterschieden werden konnten. Fir einen
durchschlagenden Erfolg brduchte man also (1) die Region, wo die Axone einigermaRen
gerade zum optischen Lobus verlaufen und (2) eine alternierende Semi-Ultra-Serie. Daftr
bieten sich am besten noch kleinere Schliipflinge, wie z.B. Octopus vulgaris, an. Zurzeit ist
eine entsprechende Semi-Ultra-Serien fir eine Masterarbeit in der AG HeR/Haszprunar in
Bearbeitung.

Bei den tiefer in die Medulla des optischen Lobus ziehenden Nervenfasern kénnte es sich um
die von Young bei Octopus (1962b) und Loligo (1974) beschriebenen Fasern der zentrifugalen

Zellen handeln.
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4.2.2 Optimierung von Fluoreszenz-Mehrfachfiarbungen

Ein groBer Vorteil der als Neurotracer verwendeten lipophilen Carbocyaninfarbstoffe ist, dass
sie sowohl bei lebendem (Honig und Hume 1986, 1989; Heredia et al. 1991; Thanos und Mey
1995), wie auch fixiertem Gewebe (Godement et al. 1987; Heredia et al. 1991; Snider et al.
1992; Baker und Reese 1993; Balice-Gordon et al. 1993; Zill et al. 1993; Hofmann und
Bleckmann 1999) benutzt werden konnen. Die Verbreitung des Farbstoffes erfolgt (iber
,laterale Diffusion” in den Membranen der Nervenzellen, wodurch die Morphologie von
vollstandig gefarbten Neuronen gezeigt werden kann. Bei Lebendgewebe kommt noch ein
weiterer Transportmechanismus dazu, namlich der aktive Transport, bei dem der Farbstoff
Uber Endocytose in Vesikel internalisiert wird (Godement et al. 1987; Honig und Hume 1989).
Deswegen erfolgt die Farbung bei lebendem Gewebe mit 6 mm am Tag (Honig und Hume
1986, 1989) auch viel schneller als bei fixiertem Gewebe mit ca. 0,2 bis 1 mm am Tag
(Godement et al. 1987; Balice-Gordon et al. 1993). Dabei ist zu beachten, dass die
Diffusionsgeschwindigkeit bei den verschiedenen Carbocyaninfarbstoffen unterschiedlich
ausfallen kann. So fanden Balice-Gordon et al. (1993) namlich heraus, dass DiA (1 mm am
Tag) schneller in fixiertem Gewebe diffundiert als Dil (0,6 mm am Tag). Da bei den
verwendeten Schliipflingen von Sepia officinalis wegen ihrer relativ geringen GrofRe nur kurze
Strecken um 1 mm Uberwunden werden mussten, reichte eine Laufzeit von zwei Tagen aus,
um die Photorezeptorterminalen in der duBeren plexiformen Schicht anzufarben (siehe
Kapitel 2, tabelle 4). Langere Laufzeiten von bis zu elf Tagen brachten im Vergleich keine
deutlich besseren Ergebnisse.

Die Kristalle wurden lokal begrenzt auf die Retina aufgetragen, um die Terminalen in der
dauBeren plexiformen Schicht im Idealfall auch lokal begrenzt sichtbar zu machen. Zur
Effizienzsteigerung wurden dann Versuche mit Mehrfachfarbungen durchgefiihrt. Dabei war
es jedoch schwierig, Dil und DiA am Stereomikroskop getrennt zu detektieren, da beide Farb-
stoffe bei der vorhandenen Filterausstattung mit dem mCherry-Filter aufgenommen werden
mussten. In der Literatur finden sich einige Beispiele von Doppelfarbungen am Nervensystem
von Vertebraten (Honig und Hume 1989; Ragnarson et al. 1992; Snider et al. 1992; Liu et al.
1995), aber nur eines fir eine Dreifachfiarbung (Balice-Gordon et al. 1993). Da sich die
Verwendung von DiA zeitgleich mit Dil unter den gegebenen Umstdnden als nicht praktikabel

erwiesen hatte, wurden fir die weiteren Untersuchungen nur Dil und DiO zusammen ver-
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wendet, da diese mit unterschiedlichen Filtern am Stereomikroskop detektiert werden. Diese
beiden Neurotracer haben sich fir die zweifarbige Markierung bereits bewéahrt (Honig und
Hume 1986; Godement et al. 1987), wobei die Farbung mit DiO fiur gewdhnlich schwacher
ausfallt und in fixiertem Gewebe gelegentlich komplett fehlschlagt (Heredia et al. 1991;
Balice-Gordon et al. 1993). Auch bei den hier durchgefiihrten Experimenten ist das DiO-
Signal weniger stark ausgepragt als das Dil-Signal. Balice-Gordon et al. (1993) haben deshalb
in Fallen, wo DiO komplett fehlschlug, erfolgreich eine Doppelfarbung mit Dil und DiA
durchgefiihrt. Dies war aber hier wegen der vorgegebenen Hardware-Konfiguration des
Stereomikroskops nicht moglich (s.o0.).

Es konnten durch das Neurotracing gewisse Erfolge erzielt werden, v.a. durch die
Mehrfachfarbungen konnten die Axone benachbarter Photorezeptoren auf ihrem Weg zur
dauBeren plexiformen Schicht verfolgt werden. Aullerdem konnten die Photorezeptor-
terminalen besonders gut mit Dil sichtbar gemacht werden. Es gab aber einige Probleme mit
der Uberstrahlung des Signals v.a. im Bereich der distalen Segmente der Sehzellen, wo die
Neurotracerkonzentration sehr hoch war, wohingegen sie zur dufleren plexiformen Schicht
immer weiter abnahm. Deshalb mussten lberstrahlte distale Segmente in Kauf genommen
werden, damit die Photorezeptor-Endigungen sichtbar gemacht werden konnten. Auch
wurden durch teilweise grofRe Farbstoffkristalle ganze Photorezeptorgruppen angefarbt, da
es sich wadhrend der Prdparation als schwierig erwies, die mit einer Nadelspitze
aufgenommenen Kristalle unter dem Stereomikroskop auf der gewiinschten Stelle der Retina
und in der gewollten GroRe einzusetzen. Zur Optimierung zukinftiger Tracingversuche
musste die Positionierung und ,, Dosierung” der Fluoreszenzkristalle verbessert werden.

Auch eine transneuronale Farbung benachbarter Photorezeptoren kann nicht ausgeschlossen
werden, da auf eine Zugabe von EDTA, wie sie Hofmann und Bleckmann (1999) vorschlagen,
verzichtet wurde. Verunreinigungen durch vagabundierende Kristalle wurden durch Ver-
schlieBen des Auges mit einem Agarpfropfen reduziert. AuRerdem wurden die Kristalle vor
dem Schneiden wieder entfernt. Trotzdem wurden vereinzelt Signale an Stellen aufgenom-
men, die nicht gefarbt sein sollten.

Es konnte mit Erfolg gezeigt werden, dass die Photorezeptoraxone in ihrem Verlauf zur
auBeren plexiformen Schicht abknicken und ein Stliick um den optischen Lobus ziehen. Dieser

Knick ist nicht an allen Stellen gleich stark ausgepragt, aber es konnten leider keine ganz
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geraden Durchtritte in der Mitte des Chiasmas gefunden werden. An den konfokalmikros-
kopischen Bildern sieht man sehr gut, wie sich die Faserbiindel innerhalb der duBeren
Kornerschicht aufspalten und sich schlieBlich zu den Terminalen am distalen Rand der
duleren plexiformen Schicht verdicken. Diese liegen in Form von kleinen Gruppen vor und
besitzen ab und zu feine Auslaufer in die Medulla des optischen Lobus. Da es sich hier um
sehr feine Fasern und Strukturen handelt, ist es zur weiteren Erforschung notwendig

elektronenmikroskopische Untersuchungen anzuwenden.

4.3 3D-Feinstruktur der dufderen plexiformen Schicht

Durch die Kombination von elektronenmikroskopischen Datensdtzen mit der computer-
gestlitzten 3D-Rekonstruktion ist es gelungen, den Terminationshorizont der Photorezeptor-
zellen in der dulBeren plexiformen Schicht des optischen Lobus dreidimensional darzustellen.
Ohne die Moglichkeit der Rekonstruktion von Ultradiinnschnittserien konnte die Elektronen-
mikroskopie bisher nur andeutungsweise zum Wissen um die dreidimensionale Organisation
des optischen Lobus beitragen (Dilly et al. 1963). Auch Cohen (1973a, b, c) weist in seinen
Arbeiten zu den Photorezeptoren und ihren synaptischen Verbindungen darauf hin, dass
ohne Serienrekonstruktionen die neuronalen Fortsdtze nur schwer ihren Ursprungszellen
zugeordnet werden kdnnen. Um das Aussehen und die Anordnung der Terminalen zu zeigen,
war es also notwendig Bilderserien zu erstellen, da auf einzelnen TEM-Bildern (1) die
Verbindung zwischen einer Terminale und ihrem Axon nicht zu sehen ist und (2)
Zufallsebenen vorliegen, wie z.B. ein zentraler oder randlicher Anschnitt, so dass nur ein
verzerrtes Bild der Terminalendimensionen widergeben werden kann. Um dies zu
Uberwinden, wurden zwei elektronenmikroskopische Ansdtze verwendet, namlich ssTEM

und FIB-FESEM, deren Ergebnisse hier diskutiert und verglichen werden sollen.

4.3.1 ssTEM

Um einen ersten Eindruck zur 3D-Struktur der duBeren plexiformen Schicht, v.a. im Hinblick
auf Form und Anordnungsmuster der synaptischen Terminalen der Photorezeptoren zu
erhalten, wurde eine kurze liickenlose Ultradliinnschnittserie (137 Schnitte) angefertigt. Der

entstandene 3D-Datensatz weist naturgemaR eine deutlich verbesserte Auflésung im Gegen-
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satz zu den lichtmikroskopischen Versuchen (Kapitel 3.2) auf. Zur Erhéhung der Auflésung
und zur VergrofRerung der Bildfliche wurden die verwendeten Schnittbilder am Elektronen-
mikroskop (verfligbar nur mit einer 1,3 MPx-Kamera) mittels Multi Image Alignment (MIA)
aus 3*3 Einzelbildern zusammengesetzt. Es gab aber grundsatzliche Probleme mit
Bildverzerrungen, die durch elektronenoptische Abbildungsfehler, Schnittschrumpfung im
Elektronenstrahl und mechanische Schnittstauchung beim Schneiden verursacht werden.
Nach einigen Optimierungsversuchen konnten diese jedoch mit Hilfe der elastischen Regis-
trierung weitgehend behoben werden. Da die Schnittbilder dafiir aber voraligniert sein
mussten und keine Rander aufweisen durften, konnte nur ein verkleinerter Ausschnitt aus
den aufgenommenen MIA-Bildern fiir die Rekonstruktion verwendet werden.

Nachdem in den bisherigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Dilly et al. 1963;
Case et al. 1972; Cohen 1973c; Haghighat et al. 1984) in den 60er bis 80er Jahren nur
einzelne Schnittebenen durch den Cortex des optischen Lobus gezeigt wurden, ist dies das
erstes dreidimensionale EM-Bild dieser Zone, das je gemacht wurde.

Am elektronenmikroskopischen Bild sind die Photorezeptoraxone und —terminalen durch ihr
dunkel erscheinendes Cytoplasma, das mit vielen keinen Vesikeln angefiillt ist, zu erkennen,
wie es auch schon in den friiheren Untersuchungen gezeigt wurde (Dilly et al. 1963; Case et
al. 1972; Cohen 1973c; Haghighat et al. 1984). Die Axone weisen dabei auf ihrem Weg
zwischen den Zellen der dulBeren Kérnerschicht hindurch unterschiedlich groRe Durchmesser
auf. Besonders grof’ werden diese in Bereichen, die stark mit Mitochondrien gefillt sind (vgl.
Cohen 1973c). Auch werden die Axone, bevor sie sich zu den Terminalen verdicken, am hier
untersuchten Material erst noch einmal ganz diinn. Es konnten in diesem Bereich jedoch
keine Varikositaten, wie von Case et al. (1972: Fig. 3) beschrieben, gefunden werden.
SchliefRlich vergroRern sich die Photorezeptoraxone zu den Terminalen, den sog. prasynap-
tischen Taschen (sensu Dilly et al. 1963), und bilden den distalen Horizont der duBeren plexi-
formen Schicht. Dabei miinden Photorezeptoraxone, die nebeneinander durch die dulRere
Kornerschicht verlaufen, auch in nebeneinander liegende Photorezeptorterminalen. Diese
Tatsache, deutet — wie auch die geordnete Struktur der Photorezeptorterminalen — auf eine
RegelmaRigkeit (Retinotopie) in der Verschaltung der Photorezeptoren hin (Abb. 27C+D). Um
dies aber im Detail zu kldaren, miisste man die Terminalen lber die Axone zu den proximalen

Segmenten der Photorezeptoren verfolgen kdnnen, was sich durch das Chiasma der
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optischen Fasern als schwierig erweist. Diese Terminalen sind beim untersuchten Material
sackchenformig und nicht wie in der Literatur beschrieben kegel- oder karottenférmig (Case
et al. 1972; Cohen 1973c; Haghighat et al. 1984). Dabei fehlt beim Schliipfling von Sepia
officinalis v.a. der nach unten hin langsam schmaler werdende Teil. Einige der Terminalen
zeigen Ansatze von tiefer in die plexiforme Schicht reichenden Fortsatzen. Diese lassen sich
aufgrund der Rekonstruktion der Ultradlinnschnittserie (ber mehrere benachbarte Schnitte
hinweg verfolgen, bis sie bei der gewahlten Auflésung zu dinn werden, um sicher
identifiziert zu werden. Bisher war dies anhand von einzelnen TEM-Schnitten nicht moglich
(Case et al. 1972; Cohen 1973c). Damit lassen sich die prasynaptischen Taschen den ersten
beiden Photorezeptortypen nach Young (1962b, 1971) zuordnen, namlich ret 1, die in der
ersten radialen Schicht enden, und ret 2, die tiefer in die plexiforme Schicht reichen. Es
konnten jedoch keine Photorezeptoraxone gefunden werden, die dem dritten Typ ret 3
entsprachen und ohne eine Terminale auszubilden durch die plexiforme Schicht zogen um
sich in der Medulla zu verzweigen. Auch Saidel (1979) fand in seinen Untersuchungen keine
Axone des dritten Typs. Ubereinstimmend kénnen wir vermuten, dass dieser Typ bei Sepia
officinalis nicht so haufig vorkommt und somit nicht in unserem relativ kleinen
Probevolumen enthalten war oder Young (1962b, 1971) falschlicherweise Ausldufer von
zentrifugalen Zellen als Photorezeptoraxone des Typ Il angesehen hat. Piscopo et al. (2007)
folgerten aus ihren physiologischen Untersuchungen, dass die prasynaptischen Taschen als
niederohmige Nebenschliisse funktionieren und hier ankommende Aktionspotentiale kurzge-
schlossen werden. Die ret 2-Photorezeptoren dienen in diesem Modell der Erregungs-
weiterleitung, wahrend die ret 1-Zellen moglicherweise nur eine inhibitorische Funktion
besitzen. Einige der Terminalen weisen fingerférmige Ausstllpungen in die Nachbarterminale
auf, wie sie schon friiher (Dilly et al. 1963; Cohen 1973c; Haghighat et al. 1984) gezeigt
wurden. An diese ,inter-terminal contact zone” (ITC) schlieRt sich laut Cohen (1973c: Fig. 9)
die ldngere ,invaginated synapse zone” (IS) an. Diese erstreckt sich (iber mehrere um und ist
durch invaginierende Fortsatze, die in Synapsen enden, charakterisiert. Am hier untersuchten
Material vom Schllpfling von Sepia officinalis lassen sich zwar die invaginierenden Synapsen
im proximalen Abschnitt der Terminalen finden, dieser Bereich ist jedoch nur sehr schmal im
Vergleich zur o.g. ITC-Zone. Entweder ist dies ein artspezifisches Merkmal oder diese Region

ist bei Schliipflingen nicht so stark ausgepragt wie bei Adulti.
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Die Terminalen fiillen den Horizont flaichendeckend mit kleineren Liicken. Dilly et al. (1963)
vermuten anhand ihrer Einzelschnitte, dass eine Terminale mit fiinf bis sechs benachbarten
Endknopfchen in Kontakt steht, und sich so eine ungefahr hexagonale Raumaufteilung ergibt.
Ein hexagonales Muster ldsst sich am hier untersuchten Material nicht finden, auch wenn die
Anzahl der direkt benachbarten Terminalen stimmen kann. Aber um ein aussagekraftiges Bild
zu bekommen, musste das Probevolumen groRer sein.

Durch die 3D-Rekonstruktion war es moglich den zur OPL projizierenden Auslaufer einer Zelle
(Sekundarneuron) der duBeren Kornerschicht zu verfolgen, die bisher auf Einzelschnitten nur
gelegentlich beobachtet werden konnten (Dilly et al. 1963). In seinem Verlauf zeigt sich auch
die von Cohen (1973c) als typisch beschriebene Bifurkation. Es konnten jedoch nicht mehr

Zellen komplett rekonstruiert werden, da sie nur teilweise im Probevolumen liegen.

4.3.2 FIB

Die FIB-Technik (focused ion beam) hat die (3D)Elektronenmikroskopie revolutioniert und
wird auch genutzt um Proben fiir weitere analytische Techniken vorzubereiten (z.B.
Giannuzzi und Stevie 2005). Wahrend die Hauptnutzung noch im Bereich der Halbleiter-
industrie liegt, wird das FIB auch immer mehr z.B. in der Metallurgie (z.B. Gamo et al. 1984),
Geologie (z.B. Wirth 2004), den Materialwissenschaften (z.B. Phaneuf 1999) und vielen
anderen Gebieten verwendet. Durch die Kombination mit einem Rasterelektronenmikroskop
in einem Zwei-Strahl-System (FIB-SEM) erhalt man viele Vorteile fir die Mikroskopie (Young
und Moore 2005). In der Biologie wird diese Technik angewandt, um die innere Struktur von
Proben zu visualisieren und zu analysieren (siehe z.B. Young et al. 1993; Drobne et al. 2005;
Heymann et al. 2006; Knott et al. 2008; Schroeder-Reiter et al. 2009; Schroeder-Reiter und
Wanner 2009; Villinger et al. 2012). So stellt die Methode des FIB-FESEM den zurzeit
modernsten Ansatz zur Gewinnung von 3D-Strukturdaten in elektronenmikroskopischer
Auflosung dar. Durch das schrittweise Abtragen der Schichten durch den fokusierten
lonenstrahl erhdlt man eine verzerrungsfreie block-face-Serie mit Bildern, die an TEM-
Qualitat heranreichen. Diese 3D-Datenséatze sind in Hinsicht auf Auflésung und Alignment
einmalig, die Datenbeschaffung ist jedoch auch ohne die Erstellung einer mechanischen
Schnittserie zeit- und kostenintensiv. Die anschlieRende manuelle Segmentierung nimmt viel

Zeit und Arbeit in Anspruch und auch diese Methode st6Bt an ihre Grenzen, wenn Zellen aus
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dem Probevolumen auswandern. Ahnliche Datensatze erhilt man durch die serial block-face
scanning electron microscopy (SBFSEM) mittels eines ,Heidelberger Hobels”, wobei die
Schnitte hierbei mechanisch durch ein Mikrotom gefertigt werden und die entstandene
Oberflache des Praparats (block-face) mit einem Rasterelektronenmikroskop gescannt wird
(Denk und Horstmann 2004).

Aufgrund der Verfligbarkeit der FIB-Technik und der Vorteile der Verzerrungsfreiheit und der
auBerst geringen Schnittdicke wurde nochmals die gleiche Region des Cortex im optischen
Lobus 3D-rekonstruiert wie im ssTEM-Ansatz, in der Hoffnung dank viel geringerer Schnitt-
dicke und fast gleicher Auflésung im Vergleich zum TEM (siehe Tabelle 9) mehr Details der
Verschaltungsgeometrie sichtbar machen zu kénnen, was letztlich jedoch wegen der
schlechteren Strukturerhaltung nicht gelang.

Im Wesentlichen wurde das Gleiche gefunden, aber die Photorezeptorterminalen waren
durch das elektronendichter erscheinende Cytoplasma nicht so gut voneinander zu unter-
scheiden wie auf den TEM-Bildern. Durch das dunkle Erscheinungsbild konnten dafiir die
Fortsatze der Terminalen, die tiefer in die duBere plexiforme Schicht ziehen, besser erkannt
und verfolgt werden. Wahrend diese Fortsatze bei der Ultradliinnschnittserie nur bei einigen
prasynaptischen Taschen gefunden werden konnten, waren sie bei der FIB-Serie bei fast allen
rekonstruierten Endkndpfchen zu sehen. Somit kénnen fast alle Photorezeptoren dem Typ ret
2 und nur sehr wenige dem Typ ret 1 zugeordnet werden (Young 1962b, 1971). Der Anteil der
ret 2-Photorezeptoren ist hier demnach sehr viel héher als bei der TEM-Rekonstruktion, wo
nur einige dem Typ Il zugewiesen wurden. Dies lasst sich moglicherweise durch
unterschiedliche Verteilungen der Typen in unterschiedlichen Bereichen des optischen Lobus
erklaren oder aber dadurch, dass bei der TEM-Serie nicht alle Fortsatze gefunden und rekon-
struiert werden konnten. Durch die schlechtere Strukturerhaltung gelang es leider nicht, das
durch die TEM-Serie gesammelte Wissen Uber die Verschaltung der Terminalen untereinan-
der mittels fingerférmiger Ausstilpungen auszuweiten, da diese im FIB-Ansatz nicht ge-
funden werden konnten. Auch konnten keine invaginierenden Synapsen festgestellt werden.
Mit zusatzlicher extrem zeitaufwandiger Arbeit hatte sich das Kabelgewirr der dufleren
plexiformen Schicht noch weiter analysieren lassen, was aber den zeitlichen Rahmen der

Arbeit gesprengt hatte.
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4.4 Ausblick

Die dreidimensionale Darstellung und die volumetrische Analyse des zentralen Nerven-
systems von Cephalopoden-Schlipflingen liefern verlassliche morphologische Merkmale fiir
funktionelle Interpretationen (sogar wenn Informationen Uber die Lebensweise einer
bestimmten Art fehlen) und fir die vergleichende Arbeit an der adaptiven Radiation einer
Tiergruppe in verschiedene (etho-)okologische Nischen. Die Schliipflinge von Cephalopoden
sind voradaptiert an die Anforderungen ihres Habitats und die Feinabstimmung spiegelt sich
in den morphologischen Unterschieden der Augen, optischen Loben und der verschiedenen
Neuropile wider. In Zukunft kann dieser Ansatz durch gleichbleibende Segmentierung der
Loben in Neuropil- und Perikaryaanteile (oder sogar Einzelzellzdhlung: siehe z.B. HelR 2007)
und bei der Nutzung schnellerer Rohdatenbeschaffung iber CLSM-Imaging oder Vibratom-
schnittserien (siehe z.B. Wollesen et al. 2012b: Fig. 6+7, Unterscheidung zwischen Neuropil
und Perikarya ist prinzipiell moglich) verfeinert werden, wenn eine z-Auflésung von ca. 50

um tolerierbar ist.

Weitere Tracingversuche mit lipophilen Carbocyaninfarbstoffen an der Retina sind sicherlich
lohnenswert, um durch umfangreiche Tests die gewiinschte Stelle zu finden, an der die
Photorezeptoraxone auf geradem Wege zum optischen Lobus ziehen. Dabei ware es ratsam
folgende Verbesserungsvorschldge zu bericksichtigen:
e Verwendung von EDTA im Sinne von Hofmann und Bleckmann (1999), um
transneuronale Farbungen (Diffusion ins benachbarte Gewebe) auszuschliel3en.
e Gezieltes Aufbringen von sehr kleinen Kristallen, um eine Uberfarbung/-strahlung der

Objekte zu vermeiden.

Des Weiteren kdnnten so angefarbte Schnitte, die einen geraden Verlauf der optischen
Nervenfasern von der Retina zum optischen Lobus zeigen, in einem zweiten Schritt fur
elektronenmikroskopische Untersuchungen verwendet werden. Dazu wiirde z.B. ein
Vibratomschnitte in Kunstharz eingebettet und anschlieend eine Ultradliinnschnittserie
angefertigt werden, die dann als Basis fir eine 3D-Rekonstruktion der Photorezeptoren von
ihren distalen Segmenten in der Retina bis zu ihren Terminalen in der dulleren plexiformen

Schicht des optischen Lobus dient.
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Um das Wissen Uiber die Verschaltungsgeometrie der Photorezeptorterminalen im optischen
Lobus zu vergroRern, ist es unbedingt erforderlich in weiterfihrenden Arbeiten den Umfang
des Probevolumens auszuweiten. AuBerdem kann zur besseren Alignierung und Registrier-
ung die neue Methode der elastische Rekonstruktion nach Saalfeld et al. (2012) mittels
TrakEm2 im Programm Fiji verwendet werden. Fiir weitere Untersuchungen am FIB-FESEM
werden frische, gut fixierte Schliipflinge benotigt, um die Technik voll ausniitzen zu kénnen

und Fixierungsartefakte wie am hier untersuchten Material zu vermeiden.
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Anhang

6. ANHANG

6.1 Chronologische Tabelle zur Augen und Hirnforschung an Cephalopoden

Tabelle 14: Chronologische Tabelle zur Augen- und Hirnforschung an Cephalopoden.

Autor(en) Jahr | wesentliche Inhalte

Ssmmering 1818 Darstellllmg und Be§chre|bung des Auges von Sepia officinalis anhand
von Horizontalschnitten

Blainville 1822 Verglelchende anatomische Beschreibung der Augen an den Beispielen
Sepia und Octopus

Owen 1835 Anatomische Beschreibung der Augen verschiedener Cephalopoden-
arten
Histologische Untersuchung der Retina mit Einteilung in Schichten:

Miller 1853 | Hyaloidea, Stabchen, Pigment, Kérnerschicht, horizontale Auslaufer des
Sehnerv

Babuchin 1864 Vergnlelchende histologische Untersuchungen der Retina: erste
Erwahnung der Basalmembran

Hensen 1865 Hlst.ologlsche Untersychung aller Augenstrukturen mit Schwerpunkt
Retina und ihren Schichten

Cheron 1866 | Anatomie des Nervensystems mehrerer Cephalopodenarten

Clarke 1867 | Histologische Untersuchung der Struktur der optischen Loben von Sepia

Schultze 1869 | Untersuchung der Stabchen: Zusammensetzung aus ,,Plattchen”

. Untersuchungen zur Organisation des Gehirns der Cephalopoden,

Dietl 1878 . .
Benennung der verschiedenen Gehirnloben
Untersuchung der Retina“schichten” anhand von Mikrotomschnitten,

Grenacher 1883 | Einflihrung des Begriffes ,Rhabdom” in der Beschreibung der
Cephalopodenretina

Grobben 1886 Schematische Zelchr.1ungen de.s. Zentralnervensystems von Eledone
moschata und Nautilus pompilius

Rawitz 1891 | Untersuchungen zur Physiologie der Cephalopodenretina

Rawitz 1891 | Untersuchungen zu Pigmentverschiebungen bei Dunkelheit

Lenhossek 1894 | Untersuchungen zur Retina der Cephalopoden

Lenhossek 1896 | Histologische Untersuchungen am optischen Lobus der Cephalopoden

Beer 1897 | Akkommodation des Cephalopodenauges
Untersuchungen des optischen Lobus, erste Erwahnung der Uber-

Kopsch 1899 . . e .
kreuzung der optischen Nerven vor ihrem Eintritt in den optische Lobus
Untersuchungen zur Retina der Cephalopoden: heller Streifen ohne

Hesse 1900 | Pigment in der Mitte des Auges, gleichmaRige Verteilung der Stabchen
in der Netzhaut
Untersuchungen der Leuchtorgane und Augen von

Chun 1903 | Tiefseecephalopoden: mehrere Regionen mit verlangerten Rhabdomen
in der Mitte der Augen

Hamlyn-Harris 1903 Histologische Untersuchung der.Statocysten verschiedener
Cephalopodenarten aus dem Mittelmeer
Physiologische und mikroskopische Ungtersuchungen zur Anatomie des

Hess 1905 | Cephalopodenauges: Netzhautfarbe, Pigmentwanderung, horizontaler

Streifen mit mehr Photorezeptorzellen
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Beschreibung der Anatomie des Nervensystems und der Sinnesorgane

Williams 1910 . ..
von Loligo pealii

Hillig 1912 | Anatomische Beschreibung des Nervensystems von Sepia officinalis

Meyer 1913 Uber5|cht Uber das Nervensystem und die Sinnesorgane von Octopus
und Sepia
Anatomische Untersuchung des Nervensystems dreier Arten der

Richter 1913 | Oegopsida aus dem Mittelmeer: lllex illecebrosus, Ommatostrephes
sagittatus und Stenoteuthis bartrami

Schkaff 1914 Be.sch_relbung .der Anatomie des Nerv.ensystt.ams der Myopsiden an den
Beispielen Loligo marmorae und Sepietta minor

Glockauer 1915 Vergleichend-anatomische und histologische Untersuchungen des
Cephalopodenauges

pfefferkorn 1915 Be.sch_relbung der Anatomie des Nervensystems d.er Octopoden an den
Beispielen Eledone moschata und Octopus vulgaris

Heidermanns 1928 Untersuchunge!’\ Uber das Formensehen und die Orientierung der
Cephalopoden im Raum

. Histologische Untersuchungen der Nervenendigungen in den Stato-

Klein 1931 . L
cysten von Sepia officinalis

Studnitz 1933 | Chemische Untersuchungen an der Netzhaut von Sepia officinalis

Young 1938 EIektrophyS|oIog.|schfa Untersfjchungen zur Funktionsweise der Riesen-
nervenfasern bei Loligo pealii

Tompsett 1939 Morphologlschg Besc.l'llrelt.)ung des Nervensystems und der Sinnes-
organe von Sepia officinalis
Histologische Untersuchung der synaptischen Kontakte in den

Young 1939 | Riesenfasern bei Loligo pealii, Loligo forbesi, Loligo vulgaris und Sepia
officinalis anhand von Serienschnitten durch das Nervensystem

Wirz 1954 Morphometrische Untersuchungen des Nervensystems an 13 Arten der
Cephalopoden

Boycott & Young 1955 Hlstologl.sche Untcers.uchun.g des Vertikallobus als Teil des Gedachtnis-
systems in Kombination mit Verhaltensversuchen

Stanier & Young 1955 | Untersuchung des optischen Chiasmas
Untersuchungen zur visuelle Unterscheidungsfahigkeit bei Octopus

Boycott & Young 1957 vulgaris durch Entfernen des Vertikallobus
Elektronenmikroskopische Untersuchung der Retinastruktur und der

Wolken 1958 . . . S
Photorezeptoren bei Octopus vulgaris und Sepia officinalis

Amoore et al. 1959 Chemische Un.tersuchung der I?ndo- und Perilymphe der Statocysten
und Augen bei Octopus vulgaris

Wirz 1959 | Morphometrie des Nervensystem von 34 Arten der Cephalopoden

Moody & 1960 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Feinstruktur der Photo-

Robertson rezeptoren von Octopus

Young 1960 Histologische Unter.suchung der Retina und des optischen Lobus zur
Formerkennung bei Octopus

Young 1960 | Histologische Untersuchung der Statocysten von Octopus vulgaris
Histologische und elektrophysiologische Untersuchungen zur

Boycott 1961 funktionelle Organisation des Gehirns von Sepia officinalis

Moody & Parriss 1961 Morphgloglsche und Verhaltensuntersuchungen zur Erkennung von
polarisierten Licht an Octopus vulgaris

Wells 1961 Untersuchungen zum taktilen und visuellen Lernen bei Octopus mittels

Hirnlasionen
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Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur der Retina

Zonana 1961 bei Loligo
Verhaltensversuche zur Wahrnehmung des vertikal und horizontal
Moody 1962 . . . .
polarisierten Lichts bei Octopus vulgaris
Histologische Untersuchung der Retina von Octopus vulgaris:
Young 1962 | Einflihrung des Begriffes ,,supporting cells” (Stiitzzellen), Feststellung
von regionalen Unterschieden
Young 1962 | Histologische Untersuchung der optischen Loben von Octopus vulgaris
Dilly et al. 1963 EIeIftronemlkroskoF).lsche Untersuchung der optische Nerven und der
optischen Loben bei Eledone, Octopus
Jander et al. 1963 Verhaltensversuche zur W:?\hrnehr.nung vo.n polarisierten Licht bei
Euprymna morsei und Sepioteuthis lessoniana
Beschreibung der Pigmentwanderung bei Hell-/Dunkeladaptation, Ver-
Young 1963 | messung der Rhabdomlangen an Horizontal- und Transversalschnitten
durch die Mitte der Augen
Gray & Young 1964 Elektronenmikroskopische Beschreibung der Synapsen im Gehirn von
Octopus
Histologische Untersuchung der Struktur und Embryonalentwicklung
Martin 1965 | des Riesennervenfasersystems bei Loligo vulgaris anhand von Serien-
schnitten
Tonosaki 1965 EIektrone.nmlkroskoplsche' Untersuchung der Feinstruktur des retinalen
Plexus bei Octopus vulgaris
Wells & Young 1965 V(.erhz.a-lt.ensversuche zum Lernverhalten bei Octopus vulgaris mittels
Hirnldasionen
Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur der Retina
Yamamoto et al. 1965 .
von Octopus vulgaris
Ermittlung der flr Giftausstol3, Fressen und Lernen zustandigen Gehirn-
Young 1965 . . . . .
regionen mittels Hirnldasionen und Verhaltensexperimenten bei Octopus
Histologische Untersuchung und Rekonstruktion des zentralen Nerven-
Young 1965 | systems von Nautilus pompilius und Nautilus macromphalus anhand
von Serienschnitten
Young 1965 Histologische und felektrophysmlog'lsche Untersuchung des buccalen
Nervensystems bei Octopus vulgaris
Untersuchung des unteren Frontalsystems mittels Serienschnitten in
unterschiedlichen Schnittebenen und der Verhaltensanderungen beim
Young 1965 . . . .
Tastsinn nach Entfernung einzelner Teile des unteren Frontalsystems bei
Octopus
Vermessung des Durchmessers einzelner Nervenfasern und
Young 1965 g . . .
Klassifizierung der peripheren Nerven bei Octopus vulgaris
Martin & Rungger 1966 Hlstol.oglsche Beschreibung der St.rukttfr unq ('jer Fmbryonalentwmklung
des Riesennervenfasersystems bei Sepia officinalis
Elektrophysiologische Untersuchung zur Wahrnehmung der horizon-
Tasaki & Karita 1966 | talen und vertikalen Ebenen des polarisierten Lichts bei Octopus
vulgaris
Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der Linsen an
Arnold 1967 . .. .
Embryos von Loligo pealii und Octopus vulgaris
Hara & Hara 1967 Untersgchung der Eigenschaften von' Rho'd'ospm und Retinochrom aus
der Retina von Ommastrephes sloani pacificus
Hara et al. 1967 Untersuchung der Absorptionsspektren von Rhodospin und

Retinochrom aus der Retina von Octopus vulgaris
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Histologische Untersuchung, Rekonstruktion anhand von Serien-

Messenger 1967 | schnitten und Einordnung als viso-motorisches Zentrum mittels
Hirnldasionen des Pedunkellobus bei Octopus vulgaris

Messenger 1967 Verhaltcensexperlme.nte an Octqpus vulgqr/s mit Hirnldsionen in
verschiedenen Bereichen des viso-motorischen Systems
Histologische Untersuchung der Innervation der Organe tber

Young 1967 . L . .
Visceralnerven an Octopus vulgaris mittels Serienschnitten

Denton & Warren 1968 l\/!or.pholog!sche Untersuchung der unterschiedlich groBen Augen der
Histioteuthidae

Florey & 1968 Chemische und elektronenmikroskopische Untersuchung der

Winesdorfer cholinergen Nervendigungen im Gehirn von Octopus dofleini
Histologische Untersuchungen zur Organisation des intracrebralen

Martin 1969 Riesenfasersystems, mit Schwerpunkt auf das Chiasma der Axone der
Riesenfasern erster Ordnung bei Loligo vulgaris, Sepia officinalis und
lllex coindeti

Packard 1969 Verhaltensversuche und.hlstologlsche Un'tersuchungen zu Sehscharfe
und Augenwachstum bei Octopus vulgaris

Wells & Young 1969 | Verhaltensversuche zur Lernfahigkeit bei Hirnlasionen an Octopus

Collewijn 1970 Ver'h'alte'nsversuche zu okulomotorischen Bewegungen an Sepia
officinalis

Gray 1970 EIektronenmlkroskqplsche Untersuchunge der Synapsen in der Retina
von Octopus vulgaris

Zampighi et al. 1970 EI'ektronenmikroskopisch(? Untersuchungen an der Retina von Dosidicus
gigas und Octopus vulgaris
Quantitative Untersuchungen am Zentralnervensystem der

Frosch 1971 | Schlipfstadien von zehn mediterranen Cephalopodenarten mittels
Punktzahlmethode

. Elektronenmikroskopische Untersuchung der Feinstruktur der

Gervasio et al. 1971 . . S .
synaptischen Kontakte im Riesenervenfasersystem bei Loligo vulgaris

Giuditta et al. 1971 ZeIIk.ernzahI.ungen an homogenmertgm Gewebe von unterschiedlichen
Gehirnbereichen von Octopus vulgaris
Ausfiihrliche Beschreibung der Anatomie des Zentralnervensystems von

Young 1971 .
Octopus vulgaris
Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur und der

Case et al. 1972 | synaptische Beziehungen in den optischen Loben von Eledone und
Octopus

Wells & Young 1972 Verhaltensversuche zum Lernverm'ogen von Octopus vulgaris nach
Entfernung oder Verletzung des mittleren unteren Frontallobus
Histologische Untersuchung und Vergleich der Stellarganglien von

Young 1972 | Octopus vulgaris, Sepia officinalis und Loligo vulgaris, L. forbesi und L.
pealeii

Cohen 1973 UItrastruktureIIe pntersuchung dfer Photor'ezeptoren und deren
synaptischen Beziehungen an Loligo pealei

Duncan & Croghan | 1973 EIek'trophy5|oI'og|sche Untersuchungen an der isolierten Retina von
Sepiola atlantica

Duncan & Weeks 1973 EIeIftroph'ysmIc')glsche Ur!tersuchungen zur in vitro Photorezeption einer
Retina bei Sepiola atlantica

Erésch 1973 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur der Iris von

Octopus vulgaris
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Vergleich des Pedunkellobus der Cephalopoden mit dem Cerebellum

Hobbs & Young 1973 der Vertebraten anhand von histologischen Schnitten

Marthy 1973 Beschreibung der Augenentwicklung F)el Loligo vulgaris anhand von
Gewebeentnahmen und Transplantationen
Verhaltensversuche zur postembryonalen Entwicklung des

Messenger 1973 Lernverhaltens und der Gehirnstruktur bei Sepia officinalis

Messenger et al. 1973 | Verhaltensversuche zur Farbenblindheit von Octopus vulgaris

Young 1973 Hlsltololglsche Ur.1.tersuchung der Synapsen im Riesennervenfasersystem
bei Loligo pealeii

Young 1973 HlsFologlsche Untersuchung der rezeptiven Felder im Sehsystem von
Loligo

Abrahamson et al. | 1974 Vergleich der Elgensc.ha.ften d.er Photorezeptoren von Vertebraten und
Invertebraten am Beispiel Loligo

Chichery & Histochemische Untersuchung des zentralen Nervensystems von Sepia

. 1974 L

Chichery officinalis

Daw & Pearlman 1974 EIektrophyS{ologlsche und hlstolioglsch.e Ur.1tersuchu.ngen zur Pig-
mentmigration und der Adaptation bei Loligo pealei

Frosch 1974 | Histologische Untersuchungen am Subpendukulaten Lobus von Octopus

Giuditta & Pozzo 1974 Statllstlsche Untersuchungen zum po:stembryonalen Wachstum des
optischen Lobus von Octopus vulgaris
Untersuchungen zur Neurotransmittersynthese in der Retina von

Lam et al. 1974 L . . . . .
Octopus joubini, Octopus vulgaris, Lolliguneula brevis und Loligo pealei

Weeks & Duncan 1974 EIektrc?phyS|oIog|sche Untersuchungen zur Photorezeption bei Sepiola
atlantica

Youn 1974 Histologische Untersuchung der optischen Loben bei Loligo vulgaris,

& Loligo pealeii, Loligo forbesi und Alloteuthis subulata

Clark 1975 | Untersuchung des Elektroretinogramms bei Sepiola atlantica

Martin & Miledi 1975 EIektronenr.mkroskoplsche Unte.rsuchung des prasyna.ptlssher .
Komplexes in den Axonen der Riesennervenfasern bei Loligo vulgaris

Hara & Hara 1976 Unt.ersuchung(.en zur Vel.'tellung von Rhodopsin und Retinochrom in der
Retina von Loligo pealei
Untersuchung des Pedunkelobus und seiner Rolle bei der Kontrolle der

Young 1976 | Augenbewegung bei Cephalopoden: Vergleich mit dem Cerebellum der
Vertebraten

Youn 1976 Histologische Untersuchung der suboesophgagealen Loben bei Loligo

& vulgaris, L. pealeii, L. forbesi und Alloteuthis subulata

Messenger 1977 Hinweise auf die Farbenblindheit von Octopus vulgaris anhand von
Verhaltensversuchen

Muntz 1977 | Untersuchung der Pupillenform und Struktur der Retina
Histologische Untersuchung der basalen supraoesophagealen Loben bei

Young 1977 . . . .. . ; .
Loligo vulgaris, Loligo pealeii, Loligo forbesi und Alloteuthis subulata

Aldred et al. 1978 | Beschreibung des blinden Octopus Cirrothauma murrayi

Anderson et al. 1978 Untersmfchungen zur ('Ihemlle der th)torezept.ormembran der Retina
von Loligo(Doryteuthis) plei und Loligo pealei

Lemaire & Richard | 1978 | Untersuchung der Organogenese des Auges von Sepia officinalis
Spektrale Untersuchung des Rhodopsins an fiinf Arten der Decapoda:

Muntz & Johnson 1978 | Ommastrephes caroli, Mastigoteuthis hjorti, Pyroteuthis margaritifera,
Histioteuthis meleagroteuthis, Sepiola atlantica

Young 1978 Untersuchungen zum Kurzzeitgedachtnis von Octopus mittels

Hirnlasionen
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Histologische Untersuchung der Pedunkel- und olfaktorische Loben von

Messenger 1979 Loligo
Histologische Untersuchungen zu den Photorezeptorendigungen im

Saidel 1979 | optischen Lobus von Octopus bimacoloides und Octopus bimaculatus
mittels Cobalt-Farbung

Youn 1979 Histologische Untersuchung des Vertikalissystems bei Loligo vulgaris, L.

& pealeii, L. forbesi und Alloteuthis subulata

Verhaltensversuche zur Wahrnehmung von absinkendem Licht an

Young et al. 1979 | Abraliopsis spp., Abralia trigonura, Enoploteuthis sp. und Pyroteuthis
addolux

Tansey 1980 Hlstol.oglsche und histochemische Untersuchungen der Gehirne
coleoider Cephalopoden
Immunhistochemische Untersuchungen zur Abbildung der visuellen

Saidel 1981 | Informationen im Pedunkellobus von Octopus bimacoloides und O.
bimaculatus

Saidel 1982 Immunhistochemische Untersuchungen der Verbindungen der
optischen Loben bei Octopus bimacoloides und O. bimaculatus

Sivak 1982 Unte'rsuchung der optischen Eigenschaften des Cephalopodenauges bei
Illex illecebrosus
Elektrophysiologische und histologische Untersuchungen zu den

Patterson & Silver 1983 | afferenten und efferenten Komponenten der Retina von Octopus
vulgaris

Paulsen et al. 1983 Molekulare Untersuchungenﬁzur Architektur der Photorezeptormem-
bran von Eledone aldrovandii

Saidel et al. 1983 E!ektrophysplogmche 'Untersuchungen zur Verarbeitung polarisierten
Lichts bei Loligo pealei

. Untersuchung der biogenen Amine in der Retina von Octopus vulgaris,

Silver et al. 1983 Sepia officinalis und Alloteuthis forbesii
Verhaltensversuche zur Verteilung des taktilen Gedachtnisses bei

Young 1983 .
Octopus vulgaris

Haghighat et al. 1984 Flektrqnenmlkroskoplsche l'Jntersu?'hung der Feinstrukur der Synapsen
im optischen Lobus von Loligo pealii

Muntz & Raj 1984 Anatomische und histologische Unt'ersuchunfgfen sowie Verhaltens-
versuche zum Sehsystem von Nautilus pompilius

Willekens et al. 1984 R'asterelfektro'nenm|kro§kop|sche Untersuchungen zur Ultrastruktur der
Linse bei Sepiola atlantica

Yamamoto & Elektronenmikroskopische Untersuchung der Membranen in der Retina

1984 . . .

Takasu von Octopus ocellatus und Sepiella japonica

Budelmann & 1985 Verfolgung der Nervenbahnen der Armnerven und der Mantelnerven

Young bei Octopus vulgaris

Corda & Shinitzky 1985 Untersgchung de'r Membranzusa'\mm(?rTset%ung der distalen Segmente
der Retina an Loligo sp. und Sepia officinalis

Sroczynski & 1985 Untersuchung zu den Abbildungseigenschaften der Linse bei Eledone

Muntz cirrhosa
Histologische Untersuchungen nach unterschiedlichen Beleuchtungs-

Suzuki et al. 1985 | versuchen zur Adaptation an Lichtveranderungen bei Todarodes
pacificus

Yamamoto 1985 Elektronemikroskopische Untersuchung der morphologische

Differenzierung der Sehzellen bei Sepiella japonica
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Histochemische und elektrophysiologische Untersuchungen der Retina

Yamamoto et al. 1985 wahrend der Embryonalentwicklung bei Sepiella japonica
Budelmann & Untersuchung der Brachialnerven von Sepia officinalis und Loligo
1987 . .
Young vulgaris anhand von Cobalt-Farbungen
Maddock & Young | 1987 Morphometr@che U.ntersuchunf.:,r der Gehirne von adulten Cephalpoden
anhand von histologischen Schnitten
Muntz & Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung der Retina
1987 . .
Wentworth von Nautilus pompilius
Saibil & Hewat 1987 Rontgengraphlsc.he und hls,.tologlsche.Untersuchung der Struktur der
Photorezeptormikrovilli bei Alloteuthis subulata
Chromatographische und histologische Untersuchung der Retina von
Matsui et al. 1988 | Watasenia scintillans zur Adaptation an die photische Umwelt: Beweis
fiir drei Sehpigmente
Muntz & Gwyther 1988 | Verhaltensversuche zur Sehscharfe bei Octopus pallidus und O. australis
Marquis 1989 Histologische Untersuchungen zur E.mbryonalentwmklung des
Nervensystems von Octopus vulgaris
Muntz & Gwyther 1989 Ve.rhaljcensversuche zur Sehscharfe bei Gittern mit unterschiedlichen
Orientierungen an Octopus paalidus
Salehi 1989 EIektronenmlkr.oskoplsche Untersuchung der Photorezeptorzellen bei
Octopus vulgaris
Novicki et al. 1990 Histologische U.ntersuchung (?Ier l\.lervenbahnenulm Chromatophoren-
system von Lolliguncula brevia mittels Cobalt-Farbung
Seidou et al. 1990 Chr.omatographlsche' Unt'eréuchungen zu den drei Sehpigmenten in der
Retina von Watasenia scintillans
Bleckmann et al. 1991 Ableltu.ngen der dl:II’Ch V'\/?ssgrbewegungen hervorgerufenen Potentiale
im Gehirn von Sepia officinalis
Bullock & Physiologische Untersuchungen und Ableitungen am Gehirn von Sepia
1991 SN
Budelmann officinalis
Verhaltensversuche und elektrophysiologische Experimente zur
Gilly et al. 1991 | Entwicklung der Riesennervenfasern und zur Kontrolle des
Fluchtverhaltens an Loligo opalescens
Muntz 1991 Anatgmlsche Untersuchungen und Verhaltensstudien zum Sehen an
Nautilus und Octopus
Sivak 1991 Untersuchungen zur Form und den fokalen Eigenschaften der Linse der
Cephalopoden
Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung zur Ent-
Wentworth & . .
1992 | wicklung des Auges und des optischen Lobus an Embryos von Octopus
Muntz . .
australis und O. pallidus
Immunhistochemische und elektronemikroskopische Untersuchung der
Aguilar et al. 1993 | Retina von Octopus bimaculoides zur Lokalisation der Retinaproteine in
sich entwickelnden Photorezeptoren
Histologische Untersuchung und Cobalt-Farbung der Augenmuskeln,
Budelmann & . .
1993 | Augenmuskelnerven und der okulomotorischen Neurone im Zentral-
Young .
nervensystem von Decabrachia
Gleadall et al. 1993 Hlsto!oglsche und eIekterhyS|oIog|sche Untersuchungelj\ zur Kontrolle
der Pigmentwanderung in der Retina von Octopus fangsio
Williamson et al. 1993 Beschreibung der neuronale Netzwerke im Sehsystem der

Cephalopoden
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Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen zur

Michinomae et al. 1994 | strukturellen Basis der Wellenlangenunterscheidung in der Retina von
Watasenia scintillans

Sivak et al. 1994 Hlstolog|§che und thS|kaI|sc.he U.ntersuc.hungen .zum Wachstum und
zur Entwicklung der Linse bei Sepioteuthis lessoniana

West et al. 1995 Hlstologlsche. und rastereIektr?nenmlkroskoplsche Untersjuchung der
Linse von Loligo opalescens wahrend der Embryonalentwicklung

Messenger 1996 Zusammenfassung der bei Cephalopoden vorkommenden Neuro-
transmitter

Robertson et al. 1996 Verhaltensversuc.he zum V|sueII.en Lernen bei Octopus vulgaris bei
Hemmung der Stickstoffmonoxid-Synthase

Shashar & Cronin 1996 VerhaltensverSl.Jche zur Wa.hrnemung des Polarisationskontrasts bei
Octopus vulgaris und O. briareus
Verhaltensexperimente und elektronenmikroskopische Untersuchungen

Shashar et al. 1996 | der Retina von Sepia officinalis zum Polarisationskontrastsehen als
verborgener Kommunikationskanal
Verhaltensversuche und histologische Untersuchungen zur

Dickel et al. 1997 | postembryonalen Reifung des Vertikalissystems und zur friihen
Entwicklung des Jagdverhaltens bei Schliipflingen Sepia officinalis
Histologische und elektronen- und fluoreszenzmikroskopische

Torres et al. 1997 | Untersuchungen zu hell-/dunkel-induzierte Veranderungen in der
Rhabdomstruktur in der Retina von Octopus bimaculoides

Pozzo-Miller et al. 1998 E!ektrophy5|ologlsche und uItrastruktureIIg Untersuchungen zum
Riesennervenfasersystem von Loligo pealei

Shashar et al. 1998 Verhalteljste.sts zum Beut('efang mlthllfe von polarisierten Licht an Adulti
und Schliipflingen von Loligo pealei

Shashar et al. 1998 C.hromato— und'spek'tr'ogrz'aphlsche Untersuchung der Corneae und
Linsen von Sepia officinalis

De Velasco et al. 1999 FIuoreszenzn.w|kroskop|.sche Untersuchung'der heII'— und
dunkeladaptierten Retinae von Octopus bimaculoides
Anatomische und physikalische Untersuchung der optischen

J & Sand 1999

agger & -ands eigenschaften der Linsen von Octopus australis und O. pallidus

Muntz 1999 Beschreibung der Sehsystem und der optischen Eigenschaften der
Augen der Cephalopoda
Untersuchung der Akkommodation bei Sepia officinalis mittels

Schaeffel et al. 1999 | Infrarotretinoskopie und histologische Untersuchung der Augen und
ihrer Muskeln
Elektrophysiologische Untersuchung der Leitungsgeschwindigkeiten der

Rosenthal & . s . L N

Bezanilla 2000 | Riesennervenfaseraxone in Hinblick auf saisonale Variationen bei Loligo
pealei
Verhaltensversuche zur Rolle des Polarisationskontrastsehens auf den

Shashar et al. 2000 . . L
beutefang bei Sepia officinalis

Watanuki et al. 2000 V.erhaltensversuc.he ur\d histologische Untersuchungen der Retina zum
visuellen Feld bei Sepia esculenta
Untersuchung der Nervenzellen und der Nervenbahnen im Gehirn von

Quast et al. 2001 | Sepia officinalis mittels Cobalt-Farbung und Magnetresonanz-
mikroskopie

Shigeno et al. 2001 Histologische Untersuchung der embryonalen und postembryonalen

Entwicklung des Gehirns von Todarodes pacificus
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Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung der

Shigeno et al. 2001 Embryonalentwicklung des Nervensystems von Sepioteuthis lessoniana
Byrne et al. 2002 VefhaltenS\{ersuche zum Augengebrauch bei Octopus vulgaris:
Praferenz eines Auges
Elektronenmikroskopische Untersuchung der Feinstruktur der Retina
Han & Chang 2002 und der optischen Loben bei Octopus minor und Todarodes pacificus
Shigeno & 2002 Histologische und immunhistochemische Untersuchung des Nerven-
Yamamoto system von Idiosepius paradoxus
Vamazaki et al. 2002 Hlsto!oglsche und voI.umetrlische Untersuchungen zur postembryonalen
Entwicklung des Gehirns bei Octopus ocellatus
Chrachri & Immunhistochemische und elektrophysiologische Untersuchung der
. 2003 . . . . .
Williamson postsynaptischen Strome im optischen Lobus von Sepia officinalis
Nixon & Young 2003 Ausfiihrliche beschreibung der Gehirne der verschiedenen Cephalo-
podengruppen
Yamamoto et al. 2003 Histologischer A.tlas des Gehirns von Idiosepius paradoxus wahrend der
Embryonalentwicklung
Byrne et al. 5004 Ve.rhaltensversuchej zum lateral asymmetrischer Gebrauch der Augen
bei Octopus vulgaris
Kroger & Gislén 5004 V_ermessung de.r op.tlschen Elgenschaften.der Augen und der chroma-
tischen Aberration im Auge von Watasenia scintillans
W|II|am§on & 2004 | Beschreibung der neuronale Netzwerke von Cephalopoden
Chrachri
Douglas et al. 2005 U'ntersuchungen zur Pupillenreaktion bei Sepia officinlais und Eledone
cirrhosa
Groeger et al. 2005 Verhaltensex.perlr"nent('e zur 'S(?hsc'harfe und ihrer Veranderung wahrend
der Ontogenie bei Sepia officinalis
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Rhabdommorphologie in
Miller et al. 2005 | den Photorezeptoren von Octopus bimaculoides wahrend der Hell-
/Dunkeladaptation
Saidel et al. 2005 EIektrophy5|oIog|schfe .UnterSL'Jchung'en d'er Reaktl?nen der Photo-
rezeptoren auf polarisiertes Licht bei Loligo pealeii
. Histologische und immunhistochemische Untersuchung der Embryonal-
Shigeno & . . L . . . . .
2005 | entwicklung des Gehirns bei Loliolus japonica, Sepioteuthis lessoniana
Yamamoto . .
und Loligo edulis
Groeger et al. 2006 Untersychungen zur Empflndllchkelt der Retina wahrend dem Wachs-
tum mittels Elektroretinogrammen
Mathger et al. 2006 Verhaltel?s'test's zur Farbenblindheit und der Kontrastwahrnehmung bei
Sepia officinalis
Grimaldi et al. 2007 | Abschatzung der GehirngrolRe von Octopus vulgaris mittels Ultraschall
Piscopo et al. 2007 Physiologische und '|mrT1un.ocytoc.hem|sche Untersuchungen zu der\
Photorezeptorterminalien im optischen Lobus von Octopus vulgaris
Sweeney et al. 2007 Vergleichende Untersuchung der Sehscharfe bei coleoiden
Cephalopoden
Amano et al. 2008 | Immunhistochemische Untersuchung des Gehirns von Loligo bleekeri
Darmaillacq et al, 2008 Ver'h'alte'nsversuche zum embryonalen visuellen Lernen bei Sepia
officinalis
Darmaillacq & Verhaltensversuche zur Wahrnehmung des Polarisationskontrasts und
2008 | . . - . .
Shashar histologische Untersuchungen der Retina bei Sepia elongata
D’Este et al. 2008 Immunhistochemische Untersuchung der optischen Loben von Octopus

vulgaris: erster Nachweis der Cholinacetyltransferase
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Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung der Retinae

Scharpf et al. 2008 | und Kartierung der Photorezeptorlangen und —dichten bei Eledone
cirrhosa, Octopus vulgaris, Sepia officinalis und Sepietta neglecta
Wollesen et al. 5008 Imml.mhistochemische Untersuchungen am Gehirn von Idiosepius
notoides
Histologische Untersuchung zur Augenentwicklung bei Sepioteuthis
Bozzano et al. 2009 australis und Berechnung der optischen Auflésung und Sehscharfe
Sirinupong & 5009 Histologische Untersuchung des Gehirns und der Augen von Idiosepius
Suwanjarat pygmaeus
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