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A sticky thicket of glue cells: A comparative morphometric analysis of
colloblasts in 20 species of comb jelly (phylum Ctenophora)
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Una marafa pegajosa de células adhesivas: Analisis comparativo de la
morfometria de coloblastos en 20 especies de nuez de mar (filo Ctenophora)
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ABSTRACT. Ctenophores in the class Tentaculata are distinct from Cnidarians in that they use sticky, not stinging, tentacles to capture and
subdue their prey. The structures that make these tentacles sticky are colloblasts, specialized multicellular adhesive structures for predation.
Located on the tentacles, tentacle side-branches (tentilla), or oral tentilla, colloblasts are only found in comb jellies (phylum Ctenophora). To
perform comparative anatomy of the diversity of ctenophore colloblasts, specimens were collected from the epi- to bathypelagic zones near the
coasts of central California and the Hawaiian Islands using blue-water divers and remotely operated vehicles. Tentacle samples were immedi-
ately fixed in a 4% formalin solution at sea, and then prepared in the lab via secondary fixation in 2% OsO, for scanning electron microscopy
(SEM). Diversity of ultrastructural characteristics was observed using SEM, and the morphometrics of the collosphere, external secretion
granules, and spiral filament were recorded for 20 species, within 9 families and 9 genera, including 13 undescribed species. Morphometry of
colloblasts reveals that the shape of the collosphere (the organizational unit of sticky granules) falls into 3 classifications: spherical, ellipsoidal,
or non-uniform. External secretion granule deposition falls into 2 categories: clustered or patterned; the cap cell membrane was either present
or absent. This morphological variation is summarized graphically and will be useful to describe the functional diversity and feeding ecology
of the interesting and controversial phylum Ctenophora.

Key words: colloblast, ctenophore, predation, scanning electron microscopy, Tentaculata.

RESUMEN. Los ctendforos de la clase Tentaculata difieren de los cnidarios en que usan tenticulos pegajosos y no punzantes para capturar y
dominar a su presa. Las estructuras que vuelven a los tentaculos pegajosos son los coloblastos, estructuras pluricelulares adhesivas especiali-
zadas para la depredacion. Localizados en los tentaculos, en las ramificaciones de los tentaculos (tentilas) o en las tentilas orales, los coloblastos
solo se encuentran en las nueces del mar (filo Ctenophora). Con el fin de realizar una comparacioén anatémica de los distintos coloblastos en
ctenoforos, se recolectaron especimenes desde la zona epipelagica hasta la batipelagica cerca de la costa central de California y de las islas
hawaianas utilizando buceo cientifico (blue-water diving) y vehiculos sumergidos operados remotamente. Las muestras de tentaculos fueron
inmediatamente fijados en el mar en una solucién de formalina al 4%, y luego fueron preparados en el laboratorio via una solucién secundaria
de OsO, al 2% para microscopia electronica de barrido (MEB). La diversidad de caracteristicas ultraestructurales fueron observadas utilizando
el MEB, y la morfometria de la coloesfera, los granulos externos de secrecion y los filamentos espiralados de 20 especies fueron registrados,
dentro de 9 familias y 9 géneros, incluidas 13 especies no descritas. La morfometria de los coloblastos revela que la forma de la coloesfera
(la unidad organizacional de granulos pegajosos) presenta 3 clasificaciones: esférica, elipsoide o no uniforme. La disposicion de los granulos
externos de secrecion presenta 2 categorias: en cumulo o en patron; la membrana de células externas estaba presente o ausente. Esta varia-
cién morfologica estd resumida en graficos y sera de utilidad para describir la diversidad funcional de este interesante y controversial filo
Ctenophora.

Palabras clave: coloblastos, ctendforos, depredacion, microscopio electronico de barrido, Tentaculata.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Ctenophora is a diverse phylum of gelata consisting of Ctenophora es un filo variado de zooplancton gelatinoso
about 190 described species, with estimates for the number que consiste de casi 190 especies descritas, y se estima un
of additional undescribed species being roughly equiva- nimero adicional de especies no descritas casi equivalente
lent (Appeltans et al. 2012). Molecular and phylogenomic (Appeltans et al. 2012). Los analisis moleculares y filoge-
analyses of ctenophores have indicated that they may be the némicos de los ctenéforos han indicado que podrian llegar
sister group to all other animals (Dunn et al. 2008, Whelan a ser un grupo hermano de todos los animales (Dunn et al.

et al. 2017, but see Simion et al. 2017). Dunn et al. (2015) 2008, Whelan et al. 2017, pero ver Simion et al. 2017). Dunn
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highlighted that nonbilaterian phyla do not only possess
simple traits but also complex and unique traits, as do bilate-
rians, making it important to describe traits across all animal
phyla in order to properly compare evolutionary relation-
ships and diversification.

Ctenophores are the only organisms that possess collo-
blasts, specialized adhesive structures for predation. The
diversification of feeding behaviors in ctenophores is in part
due to the presence or absence of tentacles containing col-
loblasts, and the manner in which they are arranged (Komai
1922, Mackie et al. 1988, Emson and Whitfield 1991,
Matsumoto and Harbison 1993, Haddock 2007). Through
the use of electron microscopy, morphometrics of colloblasts
have been recorded for some species (Bargmann et al. 1972;
Benwitz 1978; Franc 1978; Mackie et al. 1988; Emson and
Whitfield 1991; Carré and Carré 1993a, b; Eeckhaut et al.
1997), but only one study has compared variation in collo-
blasts across a small portion (4 species from 4 families) of
the phylum (Franc 1978). Colloblast polymorphisms within a
species have only been observed in Minictena luteola (Carré
and Carré 1993b). The vocabulary associated with collo-
blasts has long been confused, but von Byern et al. (2010)
have recently clarified a standard terminology, which is used
herein (Fig. 1). The goal of the present study is to survey
the diversity of colloblast characteristics across the phylum
through the use of scanning electron microscopy (SEM) and
morphometric analyses.

MATERIALS AND METHODS

Twenty species of ctenophores were collected from
the epi- to bathypelagic zones off the coasts of central
California and the Hawaiian Islands. These locations are
advantageous because of their relatively near-shore access
to very deep environments (Haddock et al. 2017). Shallow
species were hand-collected in glass jars by blue-water
divers (Haddock and Heine 2005). Meso- and bathypelagic
species were collected using suction samplers and detritus
samplers on remotely operated vehicles from the Monterey
Bay Aquarium Research Institute (Robison 1993). When
found extended in the feeding position, tentacles were
sucked into a Pasteur pipette and separated from the
animal. Tentacles retracted into the tentacular bulb were
dissected from intact animals using fine metal forceps and
surgical scissors. Tentacles were then prepared by primary
fixation at sea using 4% borax-buffered formalin in fil-
tered seawater. In the lab, tentacles were washed with 2.5%
NaHCO, for 30—45 min, and secondary fixation was carried
out using 2% OsO, in 1.25% NaHCO; for 2-3 h depending
on the size of the sample. After secondary fixation, tenta-
cles were rinsed with deionized water until the solution ran
clear. Tentacles were dehydrated through an ethanol gra-
dient using Reichert capsules, critical-point dried in ace-
tone-carbon dioxide using a SAMDRI-PVT-3D, and then
sputter coated with gold-palladium using a HUMMER 6.2.
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et al. (2015) han subrayado que los filos no bilaterales no
solamente poseen rasgos simples, sino también rasgos unicos
y complejos como los bilaterales, lo cual resalta la impor-
tancia de describir los rasgos en todos los filos animales para
poder comparar adecuadamente las relaciones evolutivas y
la diversificacion.

Los ctendforos son los tinicos organismos que poseen colo-
blastos, estructuras adhesivas especializadas para la depreda-
cion. La diversificacion en el comportamiento alimentario
en los ctenoforos se da, en parte, gracias a la presencia o
ausencia de tentaculos que contienen coloblastos y la manera
en la cual éstos se encuentran ordenados (Komai 1922,
Mackie et al. 1988, Emson y Whitfield 1991, Matsumoto y
Harbison 1993, Haddock 2007). Mediante el uso de micros-
copia electronica, la morfometria del coloblasto ha sido regis-
trada para algunas especies (Bargmann et al. 1972; Benwitz
1978; Franc 1978; Mackie et al. 1988; Emson y Whitfield
1991; Carré y Carré 1993a, b; Eeckhaut et al. 1997), pero
solo un estudio ha comparado la variacion de coloblastos en
una pequefia porcion (4 especies de 4 familias) del filo (Franc
1978). El polimorfismo de coloblastos dentro de una especie
ha sido observado tinicamente en Minictena luteola (Carré y
Carré 1993b). El vocabulario asociado con los coloblastos ha
sido confuso por mucho tiempo, pero von Byern et al. (2010)
recientemente aclararon una terminologia estandar, que es
la que se utiliza en este documento (Fig. 1). El objetivo del
presente estudio es examinar la diversidad de las caracteris-
ticas de los coloblastos en el filo mediante el uso de micros-
copia electronica de barrido (MEB) y analisis morfométricos.

MATERIALES Y METODOS

Veinte especies de ctenoforos fueron recolectados desde la
zona epipelagica hasta la batipelagica, cerca de la costa central
de California y de las islas hawaianas. Estos sitios son venta-
josas por presentar ambientes muy profundos a una relativa
cercania de la costa (Haddock et al. 2017). Especies de aguas
someras fueron recolectadas a mano en frascos de vidrio por
buzos cientificos (Haddock y Heine 2005). Especies de las
zonas meso y batipeldgicas fueron recolectadas utilizando
muestreadores de succion y muestreadores de detritus, en vehi-
culos operados remotamente del Instituto de Investigacion del
Acuario de la Bahia de Monterey (Robison 1993). Al encon-
trarlos extendidos en la postura de alimentacion, los tentaculos
fueron succionados con una pipeta Pasteur y asi separados del
animal. Los tentaculos retraidos en el bulbo tentacular fueron
diseccionados de animales intactos utilizando pinzas de metal
fino y tijeras quirurgicas. Luego, los tentaculos fueron prepa-
rados mediante fijacion primaria en el mar utilizando forma-
lina tamponada con borax al 4% en agua de mar filtrada. En
el laboratorio, los tentaculos fueron lavados con NaHCO, al
2.5% durante 30—45 min, y la fijacién secundaria se llevo a
cabo utilizando OsO, al 2% en NaHCO, al 1.25% por 2-3 h
dependiendo del tamafio de la muestra. Después de la fija-
cion secundaria, los tentaculos fueron enjuagados con agua
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Figure 1. Colloblast morphology and schematic of how morphometrics were recorded (inset). The colloblast is made up of 2 different cell
types that merge in the latter stages of development. The collocyte is the primary cell that comprises the colloblast and contains a majority of
the organelles that are key to the function of colloblasts during predation. Cap cells produce external secretion granules and form the cap cell
membrane that covers the surface of the developing colloblast. Internal secretion granules are produced by the collocyte and are anchored
to the spheroid body via the radii. The elongated nucleus is located beneath the spheroid body and extends downwards into the collopod.
The spiral filament coils downwards from the spheroid body and is connected to the collopod by a thin plasma bridge that breaks away upon
colloblast ejection. The root and root tendrils anchor the colloblast to the denser, inner-layer of the tentacle or tentillum.

Figura 1. Morfologia del coloblasto y esquema de como se registrd la morfometria (recuadro). El coloblasto esta formado por 2 tipos de
células diferentes que se fusionan en las ultimas etapas del desarrollo. El colécito es la célula primaria que contiene al coloblasto y posee
la mayoria de los organelos que son clave para el funcionamiento de los coloblastos durante la depredacion. Las células externas producen
los granulos externos de secrecion y forman una membrana que recubre la superficie del coloblasto en desarrollo. Los granulos internos
de secrecion son producto del coldcito y estan anclados al cuerpo esferoidal a través de los radios. El ntcleo alargado se encuentra por
debajo del cuerpo esferoidal y se extiende hacia abajo metiéndose en el colépodo. El filamento espiralado se enrolla hacia abajo del cuerpo
esferoidal y esta conectado al colopodo por un puente delgado de plasma que se rompe al expulsar el coloblasto. La raiz y los zarcillos de la
raiz anclan el coloblasto a la capa mas densa e interna de los tentaculos o tentila.
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Micrographs were taken on a JEOL JSM-6480LV scan-
ning electron microscope and morphometrics of the 3 main
ultrastructural components were analyzed using Imagel
(Schneider et al. 2012). If needed, the micrograph’s con-
trast and brightness were adjusted using linear transforma-
tions in Adobe Photoshop.

Collosphere diameter was measured at 2 perpendicular
lengths (inset in Fig. 1), one from a superior view (X) and
one from a profile view (Y); all collosphere area measure-
ments were two-dimensional and included the external secre-
tion granules. Collosphere classification was determined by
the collosphere diameter ratio. The numerator of this ratio
was the superior view measurement (Fig. 1 inset a), and
the denominator was the profile view measurement (Fig. 1
inset b). Collospheres with a diameter ratio of ~1.0 were con-
sidered spheroid; a ratio of ~1.3, ellipsoid; and ratios of ~0.5
or between ~1.1 and 1.2, non-uniform. External secretion
granule diameter was measured at 2 perpendicular lengths,
and the two-dimensional area was measured only on gran-
ules that did not appear “deflated” or “popped”. The spiral
filament cross section was measured at multiple points per-
pendicular to the central axis of the filament. Cross sections
of tentacles, tentilla, and colloblasts were observed on spec-
imens that were prepared using the dry-fracturing technique
(Toda et al. 1989).

RESuULTS

Collosphere and external secretion granule measure-
ments were successfully made on all 20 species; however,
spiral filament morphometrics were only recorded for 13 spe-
cies due to no visible extended colloblasts, or unsuccessful
dry-fracturing (Table 1). Three variations of collosphere
form, spherical (Fig. 2), ellipsoidal (Fig. 3), and non-uniform
(Fig. 4), were found. Colloblasts were observed to either
have or not have a thin cap cell membrane covering the col-
lospheres, including the external secretion granules. External
secretion granules were deposited by the cap cell in either a
single cluster covering the surface of the collosphere or in 1
of 3 patterned granule deposition forms.

Collosphere morphologies and spiral filaments

Of the 20 species examined, 13 had spherical collo-
spheres, 2 had ellipsoidal collospheres, and 5 had col-
lospheres that took other non-uniform shapes (Table 1,
Figs. 2—4). Spiral filaments were observed in ctenophores
with spherical (Fig. 2) and ellipsoidal (Fig. 3) collo-
spheres. For spherical collospheres, the spiral filament
was covered by the collocyte membrane and coiled around
the collopod, connected via the plasma bridge (Figs. 1,
2). For ellipsoidal collospheres, the spiral filament was
attached to the narrow end of the ellipsoid, and no dis-
tinct collopod was observed protruding from the collo-
sphere as was present in spherical collospheres (Fig. 3).
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desionizada hasta que la solucion resultod limpida. Los tenta-
culos fueron deshidratados mediante un gradiente de etanol
utilizando capsulas de Reichert, secados por punto-critico en
dioxido de carbono/acetona utilizando SAMDRI-PVT-3D, y
luego sometidos a pulverizacion catodica con oro blanco utili-
zando un HUMMER 6.2. Las micrografias fueron tomadas en
un JEOL JSM-6480LV (microscopio electronico de barrido),
y la morfometria de los 3 componentes ultraestructurales
principales fueron analizados utilizando ImageJ (Schneider et
al. 2012). Cuando hubo necesidad, el contraste y el brillo de
las micrografias fueron ajustados mediante transformaciones
lineales en Adobe Photoshop.

El diametro de la coloesfera se midio en 2 longitudes
perpendiculares (ver inserto en Fig. 1), uno desde una vista
superior (X) y uno desde una vista de perfil (Y); todas las
mediciones del area de la coloesfera fueron bidimensionales
e incluyeron los granulos externos de secrecion. La clasifica-
cion de las coloesferas fue determinada por la relacion entre
el diametro de las mismas. El numerador de esta relacion fue
la medicion de la vista superior (inserto a en Fig. 1), y el
denominador fue la medicion de la vista de perfil (inserto
b en Fig. 1). Las coloesferas con una relacion de diametro
de ~1.0 fueron consideradas esferoides; las de una relacion
de ~1.3, elipsoides; y las de relaciones de ~0.5 o entre ~1.1
y 1.2, no uniformes. El diametro de los granulos externos
de secrecion se midi6 en 2 longitudes perpendiculares, y el
area bidimensional se midié solamente en los granulos que
no parecian estar “desinflados” o “reventados”. La seccion
transversal del filamento espiral se midi6 en multiples puntos
perpendiculares al eje central del filamento. Se observaron
secciones transversales de tentaculos, tentilas y coloblastos
en muestras que fueron preparadas utilizando la técnica de
fractura en seco (Toda et al. 1989).

RESULTADOS

Se tomaron de manera exitosa las medidas de las coloes-
feras y de los granulos externos de secrecion en las 20 espe-
cies. Sin embargo, la morfometria del filamento espiralado
solo fue registrado en 13 especies debido a la ausencia de
coloblastos visiblemente extendidos o a una fractura en seco
ineficaz (Tabla 1). Se encontraron 3 variaciones en la forma
de la coloesfera, esferoide (Fig. 2), elipsoide (Fig. 3) y no
uniforme (Fig. 4). Algunos de los coloblastos observados
presentaban una delgada membrana de células externas que
cubria la coloesfera (incluso los granulos externos de secre-
cion), mientras que otros no. Los granulos externos de secre-
cion fueron depositados por las células externas en un solo
cumulo que cubria la superficie de la colosfera o en 1 de los
3 patrones de formas de deposicion.

Morfologia de la coloesfera y de los filamentos espiralados

De las 20 especies examinadas, 13 tenian coloesferas esfe-
roides, 2 tenian coloesferas elipsoides y 5 tenian coloesferas
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Figure 2. Species with spherical collospheres. (a) Bathyctena chuni. (b) Callianira sp. (¢) Hormiphora palmata. (d) Pleurobrachia bachei.
(e) Cross section of P. bachei tentillum showing the double-layered tentacle morphology. (f) Cydippid sp. RC. (g) Cross section of Cydippid
sp. RH colloblast with nucleus, spheroid body, and radii visible. (h) Cross section of Cydippid sp. M colloblast with a majority of organelles
visible. (i) Platyctene sp. P. (j) Platyctene sp. W. (k) Cydippid sp. B. (1) Euplokamis sp. (m) Mertensiid sp. Y. (n) Cydippid sp. RG.

Figura 2. Especies con coloesferas esferoides. (a) Bathyctena chuni. (b) Callianira sp. (¢) Hormiphora palmata. (d) Pleurobrachia bachei.
(e) Seccion transversal de las tentilas de P. bachei, que muestra la morfologia del tentaculo de doble capa. (f) Cydippid sp. RC (cidipido).
(g) Seccion transversal del coloblasto de Cydippid sp. RH, que muestra el nticleo, el cuerpo esferoide y los radios. (h) Seccion transversal del
coloblasto de Cydippid sp. M, que muestra la mayoria de los organelos. (i) Platyctene sp. P (platicténido). (j) Platyctene sp. W. (k) Cydippid
sp. B. () Euplokamis sp. (m) Mertensiid sp. Y. (n) Cydippid sp. RG.

For non-uniform collospheres, spiral filaments were only
observed in cydippid species C (henceforth Cydippid sp. C
as in Table 1) when the tentacles were draped across the
swimming legs of a copepod (Fig. 5). Spiral filaments
were seen stretching more than 200 um from one entan-
gled swimming leg to another (Fig. 5b), compared to the
external secretion granule diameter of roughly 0.8 um
(Table 1). Non-uniform collosphere morphometrics were
only recorded from a superior view due to the lack of the
traditional colloblast form observed from a profile view.
Collospheres of lobate species V (henceforth Lobate sp. V
as in Table 1) were elongated and anchored to the oral ten-
tilla along the collosphere’s longer axis (Fig. 4c, d). No
spiral filaments were observed in Lobate sp. V.
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no uniformes (Tabla 1, Figs. 2—4). Los filamentos espiralados
fueron observados en ctenoforos con coloesferas esferoides
(Fig. 2) y elipsoides (Fig. 3). En las coloesferas esferoides,
el filamento espiralado estaba cubierto por la membrana del
coldcito y enrollado sobre el colépodo, conectados por el
puente plasmatico (Figs. 1, 2). En las coloesferas elipsoides,
el filamento espiralado se conectaba con la punta estrecha
del elipsoide, sin poder distinguir un colépodo saliéndose de
la coloesfera como se presentaba en la coloesfera esferoide
(Fig. 3). En las coloesferas no uniformes, los filamentos espi-
ralados solo fueron observados en la especie de cidipido C
(en adelante Cydippid sp. C como en la Tabla 1), cuando
los tentaculos envolvian los apéndices toracicos (Fig. 5).
Los filamentos espiralados se observaron estirandose mas
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Cap cell membrane

The cap cell membrane, a thin membrane of cells that
contain the external secretion granules awaiting deposition
onto the collosphere, was observed in Hormiphora palmata,
Cydippid sp. C, and Lobate sp. V (Fig. 6). In Cydippid sp. C,
the cap cell membrane was very smooth and tightly envel-
oped the surface of the collosphere (Fig. 6a). The areas that
lacked the cap cell membrane had indistinct collospheres
with external granule deposition similar to those seen in
H. palmata. In H. palmata, the cap cell membrane had folds
throughout its surface (Fig. 6b). On areas of the tentacles of
H. palmata where this membrane was absent, granules were
deflated and less prominent than those found in other spe-
cies lacking the cap cell membrane (Fig. 2c), suggesting it
may have been torn free and the colloblast had adhered. In
Lobate sp. V the cap cell membrane does not completely

de 200 pm, desde un apéndice toracico enredado hasta otro
(Fig. 5b), comparado con el didmetro de la glandula de
secrecion externa de aproximadamente 0.8 pum (Tabla 1).
La morfometria de las coloesferas no uniformes fue regis-
trada unicamente desde una vista superior debido a la falta
del formato tradicional del coloblasto observable desde una
vista de perfil. Las coloesferas de la especie de lobato V (en
adelante Lobate sp. V como en la Tabla 1) estaban elongadas
y ancladas a las tentilas orales sobre el eje mas largo de la
coloesfera (Fig. 4c, d). No se observaron filamentos espira-
lados en Lobate sp. V.

Membrana de células externas
La membrana de células externas, una delgada membrana

de células que contiene los granulos externos de secre-
cion en espera de ser depositados sobre la coloesfera, fue

—
10 ym

Figure 3. Species with ellipsoidal collospheres. (a) Aulacoctena sp. 1. (b) Profile view of Aulacoctena sp. 1 colloblasts showing the spiral
filament and root, but lacking the collopod in the middle of the spiral. (¢) Aulacoctena sp. 2.

Figura 3. Especies con coloesferas elipsoides. (a) Aulacoctena sp. 1. (b) Vista de perfil de coloblastos de Aulacoctena sp. 1, que muestra el
filamento espiralado y la raiz, pero carece del colopodo en el medio del espiral. (¢) Aulacoctena sp. 2.

—
200 pm

Figure 4. Species with non-uniform collospheres. (a) Wispy oral tentilla of Cestum veneris. (b) Clump of 4 trailing tentacles from
Leucothea pulchra. (¢) Oral tentilla from a mature Lobate sp. V. (d) Oblong colloblasts from Lobate sp. V. (e) Indistinct colloblasts of
Cydippid sp. C. (f) Indistinct, loop-like collospheres found in Cydippid sp. RLL.

Figura 4. Especies con coloesferas no uniformes. (a) Tentilas orales ligeras de Cestum veneris. (b) Un grupo de 4 tentaculos colgantes de
Leucothea pulchra. (¢) Tentilas orales de un Lobate sp. V. (lobato) maduro. (d) Coloblastos apaisados de Lobate sp. V. (e) Coloblastos
indistintos de Cydippid sp. C (cidipido). (f) Coloesferas indistintas y con forma de bucle encontradas en Cydippid sp. RLL.
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Figure 5. Tentacles of Cydippid sp. C entangled in the swimming legs of a copepod. (a) Underside of copepod with swimming legs visible.
(b) Zoomed view of the tentilla. Spiral filaments (arrows) visible stretching roughly 200 pm across the swimming legs of the copepod.
(¢) Colloblasts near the point of contact between the tentilla and the swimming legs of the copepod.

Figura 5. Tentaculos de Cydippid sp. C enredados en los apéndices toracicos de un copépodo. (a) Parte inferior del copépodo con apéndices
toracicos visibles. (b) Vista ampliada de tentilas. Filamentos espiralados (flechas) estirandose aproximadamente 200 pm por sobre los
apéndices toracicos del copépodo. (¢) Coloblastos cercanos al punto de contacto entre las tentilas y los apéndices toracicos del copépodo.

cover areas of the oral tentilla, and collospheres and external
secretion granules can be seen protruding through the cap
cell membrane (Fig. 6c¢).

External secretion granule deposition forms

Of the 20 species examined, 14 species had a continuous
cluster of external secretion granules covering the collo-
sphere, and 6 species had 1 of 3 patterned deposition forms
(Table 1, Fig. 7). Those with clustered granule deposition
forms had little to no space separating the external secretion
granules. Those with patterned deposition forms had external
secretion granules that were deposited in separated, some-
times geometric, patterns. Aulacoctena sp. 1 (Figs. 3a, b;
7¢), Aulacoctena sp. 2 (Figs. 3c, 7d), and Cydippid sp. RG
(Fig. 2n) all have external secretion granule deposition pat-
terns resembling a truncated icosahedron, that is, a three-di-
mensional shape consisting of 12 regular pentagons set edge
to edge with 20 regular hexagons to complete the solid.
Pleurobrachia bachei and an undescribed Euplokamis sp.
have external secretion granules that were deposited in a har-
lequin pattern, with the external secretion granules located
at the vertices of the diamond shapes comprising the pat-
tern (Fig. 7a, b). Lobate sp. V has patterned granule deposi-
tion, but the pattern is not as apparent as it is in other species
(Fig. 7f). External secretion granules were separated and
creases were observed leading from one granule to another
across the collocyte membrane (Fig. 7f). Both species of
undescribed Tjalfiellidae (benthic platyctenes) have external
secretion granules that are clustered and were observed to
detach from the collosphere, with the internal secretion gran-
ules seen protruding from beneath (Fig. 2i, j). The detach-
ment of external secretion granules was not observed in any
of the other species in this study.

DiscussioN

The term colloblast is somewhat of a misnomer, because
it implies that the structure is composed of only one cell.
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observada en Hormiphora palmata, Cydippid sp. C, y
Lobate sp. V (Fig. 6). En los Cydippid sp. C, la membrana
de células externas era lisa y envolvia de manera firme la
superficie de la coloesfera (Fig. 6a). Las areas que care-
cian de la membrana tenian coloesferas indistintas con una
disposicion de granulos externos similares a los observados
en H. palmata. En H. palmata, la membrana de células
externas tenia pliegues a lo largo de su superficie (Fig. 6b).
En algunas partes de los tentaculos de H. palmata donde
esta membrana estaba ausente, los granulos estaban desin-
flados y eran menos prominentes que aquellos encontrados
en especies que carecen de la membrana de células externas
(Fig. 2¢), lo cual puede sugerir que se haya desgarrado y el
coloblasto se haya adherido. En Lobate sp. V la membrana
de células externas no cubre completamente las areas de las
tentilas orales, y pueden observarse las coloesferas y los
granulos externos de secrecion sobresaliendo a través de
dicha membrana (Fig. 6c¢).

Formas de deposicion de los granulos externos de
secrecion

De las 20 especies examinadas, 14 especies presentaban
un cumulo continuo de granulos externos de secrecion que
cubria la coloesfera, y 6 especies tenian 1 de los 3 patrones
de deposicion (Tabla 1, Fig. 7). Aquellas que presentaban una
forma de deposicion de los granulos externos de secrecion
en cumulo tenian poco o nada de espacio entre los granulos.
Aquellas que presentaban la forma de deposicion en patron
tenian granulos externos de secrecion que estaban depositados
en patrones separados, a veces geométricos. Aulacoctena
sp. 1 (Figs. 3a, b; 7c), Aulacoctena sp. 2 (Figs. 3c, 7d), and
Cydippid sp. RG (Fig. 2n) tienen patrones de deposicién que
se asemejan a un icosaedro truncado, una figura tridimen-
sional que consta de 12 pentdgonos regulares colocados lado
a lado, con 20 hexagonos regulares completando el sélido.
Tanto Pleurobrachia bachei como una especie no descrita de
Euplokamis tienen granulos externos de secrecion que fueron
depositados en un patrén de arlequin, con granulos externos
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However, the colloblast is actually formed from multiple
cells: the collocyte, which forms the main body of the col-
loblast, along with numerous cap cells that produce external
secretion granules (reviewed by von Byern et al. 2010). Cap
cells form a membrane that covers the developing colloblasts
on the tentacles. This unique structure separates ctenophores
from all other known organisms (see Dunn et al. 2015). Inter-
estingly, at least 2 genera of tentaculate ctenophores have
apparently lost the ability to produce colloblasts. These are
Haeckelia (Carré and Carré 1980, Mills and Miller 1984)
and the curious monotypic genus Ctenella (Carré and Carré
1993a).

General collosphere morphology

Prior to this study, collospheres had been described as
hemispherical across the phylum. Observed herein, a majority
of collosphere shapes are closer to resembling a sphere rather
than a hemisphere. Two other collosphere forms, ellipsoid
and non-uniform, were also observed to exist in a few fam-
ilies. In families with these 2 forms of collospheres, collo-
blasts lack a traditional collopod. Since the collopod is the
location of the elongated nucleus and serves as an anchor
point for the resting spiral filament, this finding piques
interest surrounding the formation and function of such vari-
ations during collosphere morphogenesis.

Spiral filaments

The majority of spiral filament observations in this
study agree with those reported in previous studies, which
have shown that spiral filaments in resting colloblasts are
arranged in a helical coil and maintain this helical form in
ejected colloblasts, albeit as a looser coil. It has also been
observed that the diameter of the spiral filament cross sec-
tion does not vary from its resting state and ejected state.
A previous study using transmission electron microscopy
(TEM) found spiral filaments to be present and coiled once

de secrecion en las puntas de los diamantes que comprome-
tian la figura (Fig. 7a, b). Lobate sp. V presenta una deposi-
cion de granulos en patron, pero el patron no es tan evidente
como en las otras especies (Fig. 7f). Los granulos externos de
secrecion se encontraban separados, y se observaban pliegues
desde un granulo a otro a lo largo de la membrana del colo-
cito (Fig. 7f). Ambas especies no descritas de Tjalfiellidae
(platicténidos béntonicos) tienen granulos externos de secre-
cion en cumulo y se observo que se desprendian de la coloes-
fera, con granulos internos de secrecion que sobresalian
por debajo (Fig. 2i, j). El desprendimiento de los granulos
externos de secrecion no se observo en ninguna otra especie
en este estudio.

DISCUSION

El término coloblasto es un nombre poco apropiado, ya que
implica que la estructura se compone de una sola célula. Sin
embargo, el coloblasto se forma a partir de multiples células:
el coldcito, que conforma el cuerpo principal del coloblasto,
ademas de las numerosas células externas que producen los
granulos externos de secrecion (revisado por von Byern et
al. 2010). Las células externas forman una membrana que
recubre los coloblastos que se encuentran desarrollandose
sobre los tentaculos. Esta estructura unica separa los cteno-
foros de todos los demds organismos hasta ahora conocidos
(ver Dunn et al. 2015). Curiosamente, al menos 2 géneros de
ctendforos tentaculados aparentemente han perdido la capa-
cidad de producir coloblastos. Estos son Haeckelia (Carré
y Carré¢ 1980, Mills y Miller 1984) y el curioso género
monotipico Ctenella (Carré and Carré 1993a).

Morfologia general de la coloesfera

Previo a este estudio, las coloesferas habian sido descritas
como hemisféricas en todo el filo. Se observa aqui que la
mayoria de las formas de la coloesfera se asemejan mas
a una esfera que a una semiesfera. También se observo la

Figure 6. Cap cell membranes in the senescent stage. (a) Smooth cap cell membrane with external secretion granules visible beneath the
surface found in Cydippid sp. C. (b) Hormiphora palmata cap cell membrane visible as folds atop the collospheres. (¢) Oblong colloblasts
of Lobate sp. V can be seen protruding from the degenerating cap cell membrane.

Figura 6. Membrana de células externas en el estadio senescente. (a) Membrana de células externas lisa y con granulos externos de secrecion
visibles bajo la superficie, encontrada en Cydippid sp. C (cidipido). (b) Membrana de células externas de Hormiphora palmata visiblemente
plegada sobre las coloesferas. (¢) Pueden verse coloblastos apaisados de Lobate sp. V (lobato) sobresaliendo de la membrana de células

externas en proceso de degeneracion.
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Figure 7. Geometric external secretion granule deposition patterns found in 3 families and an undescribed cydippid. Patterns are overlaid
in yellow. (a) Harlequin deposition pattern found in Pleurobrachia bachei. The same deposition pattern is found in (b) Euplokamis sp.
(¢) Truncated icosahedron-like deposition pattern found in Aulacoctena sp. 1. Popped and deflated external secretion granules can be seen
throughout the surface of the collosphere. The same deposition pattern and popping or deflation of granules is present in (d) Aulacoctena
sp. 2 and (e) Cydippid sp. RG. (f) The granule deposition pattern of Lobate sp. V is separated, but not as geometrically uniform. Creases are
visible on the surface of the collocyte membrane.

Figura 7. Patrones geométricos de deposicion de los granulos externos de secrecion encontrados en 3 familias y un cidipido no descrito.
Los patrones estan superpuestos en amarillo. (a) Patron arlequin de deposicion encontrado en Pleurobrachia bachei. El mismo patrén de
desposicion se encuentra en (b) Euplokamis sp. (¢) Patron icosaedro truncado de deposicion encontrado en Aulacoctena sp. 1. Pueden verse
granulos externos de secrecion reventados y desinflados por sobre la superficie de la coloesfera. El mismo patron de deposicion, como
también granulos externos de secrecion reventados y desinflados, se encuentra en (d) Aulacoctena sp. 2 y (e) Cydippid sp. RG (cidipido).
(f) El patron de deposicion de Lobate sp. V (lobato) esta separado, pero no es tan geométricamente uniforme. Pueden verse pliegues en la

superficie de la membrana del colécito.

or twice in Cestum veneris and 6 to 7 times in Leucothea
multicornis (Franc 1978). This is not consistent with spiral
filament observations of C. veneris and Leucothea pulchra
in the current study. The lack of spiral filaments for these
2 species could hint at potential variation in spiral filament
form due to other factors, such as feeding behaviors. More
research into the presence and function of spiral filaments is
necessary to understand colloblast morphology as a whole.

Cap cell membrane

Collosphere morphogenesis has 3 stages (Storch and
Lehnert-Moritz 1974, Mackie et al. 1988, von Byern et al.
2010). The electron-dense external secretion granules cov-
ering the collospheres are not derived from the collospheres
themselves but instead are deposited by separate cells referred
to synonymously as cap cells, accessory cells, covering
cells, or support cells (Benwitz 1978, Mackie et al. 1988,
Eeckhaut et al. 1997, Babonis et al. 2018). These cap cells
form a membrane that covers the outside of the tentacles.
During stage three of colloblast development, the cap cell
membrane senesces and degenerates, revealing the external
secretion granules on the active collospheres beneath. The
micrographs herein taken of H. palmata, Cydippid sp. C,
and Lobate sp. V show this membrane imaged via SEM. In
this study, the absence of the cap cell membrane in almost
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existencia, en algunas familias, de otras 2 formas de coloes-
feras, elipsoides y no uniformes. En las familias con estas 2
formas de coloesferas, los coloblastos carecen de un colo-
podo tradicional. Dado que el colépodo es donde se loca-
liza el nucleo alargado y sirve como punto de anclaje para
el filamento espiralado en reposo, este hallazgo despierta el
interés en torno a la formacion y la funciéon de tales varia-
ciones durante la morfogénesis de las coloesferas.

Filamentos espiralados

La mayoria de las observaciones de los filamentos espi-
ralados de este estudio concuerdan con aquellas reportadas
en estudios previos, las cuales indican que los filamentos
espiralados de coloblastos en reposo estan dispuestos en una
espiral helicoidal y mantienen esta forma helicoidal en colo-
blastos expulsados, aunque como una espiral mas suelta.
También se ha observado que el diametro de la seccion trans-
versal del filamento espiralado no varia desde su estado de
reposo a su estado expulsado. Un estudio previo que usé
microscopia electronica de transmision (MET) hallo fila-
mentos espiralados presentes y enrollados 1 o 2 veces en
Cestum veneris y 6 o 7 veces en Leucothea multicornis
(Franc 1978). Esto no es consistente con las observaciones
de filamentos espiralados de C. veneris y Leucothea pulchra
en el presente estudio. La falta de filamentos espiralados
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all micrographs is likely due to the mature stage of tentacle
development at the time of collection and not a characteristic
of that species throughout development.

External secretion granules

Benwitz (1978) was the first scientist to deduce that
external secretion granules are produced by cap cells instead
of the collocyte. This observation was later confirmed by
Mackie et al. (1988). Patterns of external secretion granule
deposition are not possible to visualize clearly using TEM.
In the present SEM study, several patterns were observed.
The external secretion granule deposition form resembling
a harlequin pattern found in P. bachei and an undescribed
Euplokamis sp. shows that similar granule patterns can exist
across families. This stands true even when referring to the
truncated icosahedron-like external secretion granule depo-
sition pattern that is found in the genus Aulacoctena and the
undescribed family containing Cydippid sp. RG.

The patterned granule deposition forms of P. bachei,
Euplokamis sp., both Aulacoctena species, Cydippid sp.
RG, and Lobate sp. V demonstrate that external secre-
tion granules are anchored to the collosphere in the areas
between the bulges of the internal secretion granules. Mech-
anisms of external granule attachment by the cap cells are
unknown but are likely a factor of the geometric patterns
present during metazoan epithelial morphogenesis (Gibson
et al. 2006).

The contents of the external secretion granules are
unknown. Most authors contend that an adhesive is con-
tained within these granules; however, in the present study
no material was observed when these granules were broken
open. The copepod that we observed was clearly entangled
with spiral filaments, indicating they play an important role
in prey capture. No sign of adhesive material was observed
on the copepod itself, the filaments, or on the surface of the
collosphere. Research into ctenophore tentacles has sug-
gested that the colloblast adhesive contains a DOPA-like
catecholic compound (Townsend and Sweeney 2019), and
molecular studies indicate the colloblast adhesive is unique
to the phylum Ctenophora (Babonis et al. 2018).

Colloblasts in mature Lobata

Ctenophores in the order Lobata have tentacles in
the larval stage, and these tentacles possess colloblasts
(Borisenko and Ereskovsky 2013). Little is known about
the senescence of colloblasts on the feeding tentacles during
the transition from larval stage to maturity, when elongated
feeding tentacles are succeeded by a fringe of oral tentacles.
Micrographs (Figs. 4c, d; 6¢; 7f) of the oral tentacles found
on mature Lobate sp. V revealed that colloblasts are present
despite the loss of traditional prey-capturing tentacles. The
absence of spiral filaments in the colloblasts on the oral
tentilla in this species implies that spiral filaments are not
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para estas 2 especies podria indicar una posible variacion
en el estado del filamento espiralado debido a factores como
los comportamientos alimentarios. Es necesario seguir
investigando sobre la presencia y el funcionamiento de los
filamentos espiralados para comprender la morfologia del
coloblasto en su conjunto.

Membrana de células externas

La morfogénesis de la coloesfera tiene 3 etapas (Storch
y Lehnert-Moritz 1974, Mackie et al. 1988, von Byern et
al. 2010). Los granulos externos de secrecion densos a los
electrones que recubren la coloesfera no son derivados de
la coloesfera en si, sino que son depositados por células
separadas denominadas células externas, células accesorias,
células de la tapa o células de soporte (Benwitz 1978, Mackie
et al. 1988, Eeckhaut et al.1997, Babonis et al. 2018). Estas
células externas forman una membrana que recubre el exte-
rior de los tentaculos. Durante la tercera etapa de desarrollo
de los coloblastos, esta membrana envejece y se degenera,
dejando al descubierto los granulos externos de secrecion
que se encontraban debajo. Las micrografias aqui capturadas
de H. palmata, Cydippid sp. C y Lobate sp. V, muestran
imagenes de esta membrana obtenidas mediante MEB. En
este estudio, la ausencia de la membrana de células externas
en casi todas las micrografias probablemente se deba a la
etapa madura del desarrollo en la cual el tentaculo fue reco-
gido y no a una caracteristica de esa especie durante todo su
desarrollo.

Granulos externos de secrecion

Benwitz (1978) fue el primer cientifico en deducir que
los granulos externos de secrecion son producidos por las
células externas y no por el coldcito. Esta observacion luego
fue confirmada por Mackie et al. (1988). Los patrones de
deposicion de los granulos externos de secrecion no pueden
visualizarse claramente usando MET. En el presente estudio
con MEB pudieron observarse varios patrones. La forma
de deposicion de los granulos externos de secrecion que
se asemeja al patrén de arlequin encontrado en P. bachei y
una especie no descrita de Euplokamis demuestra el hecho
de que pueden existir patrones de deposicion de granulos
similares en una misma familia. Esto mantiene su vera-
cidad para el patron de deposicion de granulos externos de
secrecion de tipo icosaedro truncado que se encuentra en el
género Aulacoctena y la familia no descrita que contiene al
Cydippid sp. RG.

Los patrones de la forma de deposicion de P. bachei,
Euplokamis sp., ambas especies de Aulacoctena, Cydippid
sp. RG y Lobate sp. V demuestran que los granulos externos
de secrecion estan anclados a la coloesfera en las areas entre
las protuberancias de los granulos internos de secrecion.
Se desconocen los mecanismos de unién de los granulos
externos por las células externas, pero es probable que sean
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needed to secure prey during the short transition time from
capture by oral tentilla to ingestion.

Conclusions

Although a majority of the species in our study pos-
sess spheroid colloblasts with a singular cluster of external
secretion granules covering the collosphere, differences in
colloblast ultrastructure can be used to examine functional
diversity in the phylum Ctenophora. Ctenophores have spe-
cialized and diversified to consume a wide variety of prey,
and there are both generalists and specialists (Haddock 2007,
Choy et al. 2017). Our current understanding of adaptations
to capture specific prey, however, is based mainly on organ-
ism-scale morphology and behavior. The potential to add
ultrastructural information could greatly enhance our ability
to detect co-evolution of predation strategies and prey char-
acteristics. This is particularly promising in the species that
do not adhere to the simple paradigm of casting a sticky
net to catch crustaceans. The diets of species without side
branches on their tentacles appear to be either specialized
(narcomedusae for Haeckelia, larvaceans for Dryodora)
or unknown (Aulacoctena and some deep benthic species).
Colloblasts possessed by the genus Aulacoctena stand out
due to their ellipsoidal collosphere and truncated icosahe-
dron-like external secretion granule pattern. Despite lacking
tentilla, the tentacles of Aulacoctena species are particu-
larly sticky (personal observations). Although we surveyed
a broad swath of ctenophore diversity, it would still be of
interest to examine Dryodora and other Euplokamis. Future
work could involve searching genomes and transcriptomes
for more colloblast-associated genes (e.g., Babonis et al.
2018), potentially unlocking a novel class of adhesive pro-
teins. Many species of ctenophores are still undescribed, and
it is important to document these differences among species
to better understand the “hidden biology” (Dunn et al. 2015)
of nonbilaterians as a whole. Observations of ctenophore
colloblasts will be useful characteristics when describing
new species of ctenophores. These morphometric analyses
are being analyzed alongside genetic analyses to provide a
more thorough understanding of the functional diversity of
ctenophores.
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un factor de los patrones geométricos presentes durante la
morfogénesis epitelial de los metazoos (Gibson et al. 2006).

El contenido de los granulos externos de secrecion se
desconoce. La mayoria de los autores sostienen que estos
granulos contienen un adhesivo; sin embargo, en el presente
estudio no se observo material alguno cuando estos granulos
se abrieron. El copépodo observado se encontraba claramente
enredado con los filamentos espiralados, lo que indica que
desempeifian un papel importante en la captura de presas. No
se encontraron indicios de material adhesivo en el copépodo
en si, ni en los filamentos, ni en la superficie de la coloesfera.
Los estudios sobre los tentaculos de ctenoforos han sugerido
que el adhesivo del coloblasto contiene un compuesto cate-
colico similar a DOPA (Townsend y Sweeney 2019), y los
estudios moleculares indican que el adhesivo del coloblasto
se encuentra exclusivamente en el filo Ctenophora (Babonis
et al. 2018).

Coloblastos de Lobata en etapa madura

Los ctendforos del orden Lobata tienen tentaculos en
la etapa larvaria, y estos tentidculos poseen coloblastos
(Borisenko y Ereskovsky 2013). Poco se sabe acerca de la
senescencia de los coloblastos en los tentaculos de alimen-
tacion durante la transicion del estado larvario a la madurez,
cuando los tentaculos de alimentaciéon alargados son suce-
didos por una franja de tentaculos orales. Las micrografias
(Figs. 4c, d; 6c¢; 7f) de los tentaculos orales encontrados en
individuos maduros de Lobate sp. V revelaron que los colo-
blastos estan presentes a pesar de la pérdida de los tradi-
cionales tentaculos para la captura de presas. La ausencia
de filamentos espiralados en los coloblastos de las tentilas
orales en esta especie implica que los filamentos espiralados
no son necesarios para fijar la presa durante el corto tiempo
de transicion desde la captura por las tentilas orales hasta la
ingestion.

Conclusiones

Si bien la mayoria de las especies de nuestro estudio
poseen coloblastos esferoides con un cumulo singular de
granulos externos de secrecion que recubren la coloes-
fera, las diferencias en la ultraestructura de los coloblastos
pueden utilizarse para examinar la diversidad funcional en
el filo Ctenophora. Los ctenoforos se han especializado y
diversificado para consumir una amplia variedad de presas,
y existen tanto generalistas como especialistas (Haddock
2007, Choy et al. 2017). Sin embargo, nuestro conocimiento
actual de las adaptaciones para capturar presas especificas se
basa principalmente en la morfologia y el comportamiento
del organismo. El potencial de agregar informacion ultraes-
tructural podria mejorar en gran medida nuestra habilidad
para detectar la coevolucion de las estrategias de depreda-
cion y las caracteristicas de las presas. Esto es particular-
mente prometedor en el caso de especies que no se adhieren
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al paradigma simple de lanzar una red pegajosa para atrapar
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cularmente pegajosos (observaciones personales). Aunque se
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de gran interés examinar Dryodora y otros Euplokamis. Un
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transcriptomas de mas genes asociados a coloblastos (e.g.,
Babonis et al. 2018), lo que podria llevar a encontrar una
nueva clase de proteinas adhesivas. Hay muchas especies de
ctendforos atin no descritas, por lo que resulta importante
documentar las diferencias entre especies para comprender
mejor la “biologia oculta” (Dunn et al. 2015) de los no bilate-
rales como un todo. Las observaciones de los coloblastos en
ctendforos seran utiles al describir nuevas especies de cteno-
foros. Estos analisis morfométricos se estan analizando junto
a los analisis genéticos para facilitar una comprension mas
profunda de la diversidad funcional de los ctenoforos.
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