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Abstract

Fine structure of spermatogenesis and spermatozoa in Antennophorus sp. (Antennophorina,
Trigynaspida, Gamasida, Anactinotrichida) — The male Antennophorus sp. possesses the »vacuolated
type« of sperm, which is considered as a plesiomorphic feature within the anactinotrichid Acari and
develops during a complex spermatogenesis. In contrast to the two other antennophorine mite species
investigated with regard to sperm morphology until now, which show a set of remarkable peculiarities,
the sperm structure of Antennophorus sp. is rather conventional. It shows the following features:

A large vacuole is indented from the posterior by a cytoplasmic column, The membrane of the vacuole
is provided with numerous thin processes of peculiar substructure. An acrosomal complex is formed by
an acrosomal vacuole, an amorphous subacrosomal material and an acrosomal filament. The acrosomal
vacuole is a flat cisterna which extends underneath the plasmalemma leaving only the anterior pole of
the sperm free. The long nucleus is attached to the acrosomal cisterna which forms an acrosomal plate
in this region. From here, the acrosomal filament runs into an indentation of the nucleus. The posterior
pole of the cytoplasmic column is invaginated and thus an acrosomal canal is formed into which the
acrosomal plate is transferred. The mature sperm cell, ready to be transferred into the female (also called
»prospermiume), shows a long nucleus which extends posteriorly into the peripheral eytoplasm. Here it
turns back and runs into the column where it is in contact with a peculiar dense material of unknown
significance.

Although scarcely investigated, Trigynaspida already show a remarkable diversity of sperm cells of
the »vacuolated type«,
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Zusammenfassung

Miinnchen von Antennophorus sp. produzieren Spermien vom »Vakuolentyp«, welcher als
plesiomorphes Merkmal innerhalb der Anactinotrichida angesehen wird und im Zuge ciner
komplizierten Spermatogenese entsteht. Im Gegensatz zu den zwei anderen bisher
untersuchten Arten der Antennophorina, die eine Reihe von Besonderheiten hinsichtlich der
Spermienmorphologie zeigen, sind die Vakuolenspermien von Antennophorus sp. cher
konventionell gebaut. Sie zeigen die folgenden Merkmale:
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Eine groBe Vakuole wird vom hinteren Zellpol durch eine cytoplasmatische Siule
cingcbuchtet. Die Membran der Vakuole triigt zahlreiche diinne Fortsiitze mit besonderer
Feinstruktur. Der Akrosomkomplex besteht aus ciner Akrosomvakuole, amorpher
subakrosomaler Substanz sowie einem Akrosomfilament. Die Akrosomvakuole ist eine flache
Zisterne, die sich unter dem Plasmalemma ausdehnt und nur den vorderen Zellpol freilisst.
Der lange Zellkern ist an der Akrosomplatte, einem verdickten Bereich der Akrosomvakuole,
angeheftet. Von hier zieht das Akrosomfilament in eine réhrenformige Einbuchtung des
Zellkerns. Der hintere Pol der Cytoplasmasiule ist eingestiilpt, wodurch ein Akrosomkanal
entsteht, in den die Akrosomplatte verlagert ist. Das iibertragungsreife Spermium (auch
»Prospermium« genannt) besitzt einen langgestreckten Zellkern, der nach hinten und in das
periphere Cytoplasma verlduft. Dort biegt er um und endet in der Cytoplasmasiule mit
Kontakt zu einer dichten Substanz unbekannter Bedeutung.

Innerhalb der noch wenig untersuchten Trigynaspida ist bereits jetzt cine bemerkenswerte
Formenvielfalt von Spermien vom Vakuolentyp zu erkennen.

1. Einleitung

Alle Acari besitzen aflagellate Spermien, deren Morphologic die Einteilung in zwei
Hauptgruppen unterstiitzt: Anactinotrichida und Actinotrichida. Die Spermien der
Anactinotrichida sind meist schr kompliziert aufgebaut. Bei allen Untergruppen der
Anactinotrichida, also den Opilioacarida, Holothyrida, Ixodida und Gamasida, finden sich
Spermien vom »Vakuolen-Typ«. Andere Typen (z.B. Béinder-Typ bei einigen Gamasida) sind
innerhalb der Taxa entstanden. Der Vakuolen-Typ ist besonders kompliziert und entsteht im
Verlauf einer sehr eigenartigen Spermatogenese. Nichts desto weniger muss dieser Typ als
plesiomorph innerhalb der Anactinotrichida angesehen werden (ALBERTI 1980, 2000a, b,
ALBeRTI & Coons 1999). Die Gruppe der Gamasida wird oft in zwei groBle Subtaxa
untergliedert, Trigynaspida und Monogynaspida, deren Status aber umstritten ist (z.B.
KraNTZ 1978, Evans 1992). Wiihrend bei den Monogynaspida schon eine Reihe von
Vertretern aus verschiedenen Gruppen hinsichtlich der Spermienmorphologie untersucht
wurden (Heterozerconina, Sejina, Uropodina, Epicriina, Zerconina, Arctacarina, Parasitina,
Dermanyssina), liegen bei den Trigynaspida nur von zwei Vertretern erste Resultate vor
(ALBERTI 1980, ALBERTI & COONS 1999, ALBERTI & KromreN 2002, ALBERTI & DI PALMA in
press, ALBERTI & KRANTZ in press, ALBERTI et al. in press). Da die Spermienmorphologie
geeignet ist, Argumente flir phylogenetisch-systematische Interpretationen zu liefern (z.B.
Baccrrm 1979, ALerti 1980, 1984, 2000b, Jamieson et al. 1999), soll mit diesem Beitrag
die Kenntnis der Spermienmorphologic im Bereich dieser Gruppe erweitert werden.

2. Material und Methoden

Als Untersuchungsobjekte dienten Milben der Gattung Antennophorus, die am 28.08.2003
bei Lynden, Whatcom Co., WA, USA gesammelt wurden. Dort wurden die Milben ecinem
Nest der Ameisengattung Lasius entnommen und anschliefiend mit 3.5 % Glutaraldehyd in
0,1 M Serensen-Phosphatpuffer (pH 7,4) vorfixiert. Nach dem Waschen der Probe mit
Sorensen-Phosphatpuffer wurde das Material mit 2 % Osmiumtetroxid (wissrige Losung) fiir
2 Stunden nachfixiert. Dem schlossen sich eine erneute Spiilung mit 0,1 M Phosphatpuffer
und die Entwisserung in ciner aufsteigenden Alkoholreihe an. Die Einbettung erfolgte in
Spurr-Medium (SPURR 1969).
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Mittels eines Leica-Ultramikrotoms wurden dann mit einem Diamantmesser 70 nm dicke
Ultradiinnschnitte vom Objekt hergestellt. Diese wurden fiir 5 Minuten mit Uranylacetat
(gesattigte Losung, in 70 % Methanol) und fiir 10 Minuten mit Bleicitrat (wéssrige Losung)
kontrastiert (REyNoOLDS 1963). Fiir die Untersuchung der Schnitte wurde ein Zeiss EM 10A-
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) verwendet.

3. Ergebnisse

Die Reifung der Keimzellen im Hoden erfolgt nach Abschluss der Teilungsprozesse in
Gruppen (sogenannten Cysten), die von den somatischen Zellen des Hodens umgeben und
dadurch von anderen Gruppen separiert werden. Die Keimzellen innerhalb einer Cyste sind
untereinander iiber einen lingeren Zeitraum durch Zellbriicken verbunden (Abb. 1a, b. d) und
befinden sich im gleichen Stadium der Entwicklung.

Wihrend der frithen Spermiogencse von Antennophorus sp. werden durch den Golgi-
Apparat in den Spermatiden zahlreiche kleine, anfangs rundliche Bldschen (periphere
Vesikel) gebildet, die nahe der Zelloberflache aufgereiht sind, wo sie sich nach und nach
vergrofiern und eine charakteristische Form annehmen (Abb. la — ¢). Die sich anschliclenden
Vorgiinge flihren zu einer Polarisicrung der Zellen. An ciner bestimmten Stelle setzt nahe dem
Plasmalemma mit der Entstchung der Akrosomplatte, die spiiter nur einen kleinen, leicht
verdickten Bereich der Akrosomvakuole darstellen wird, die Bildung des Akrosoms ein. Dic
peripheren Vesikel konzentrieren sich an dem (vorderen) Zellpol, der der Akrosomplatte
gegeniiberliegt (Abb. 1d), und verschmelzen dort schlieBlich miteinander, wodurch eine
grofBe Vakuole entsteht (Abb. le).

Der Zellkern wird wiihrend ciner frithen Phase der Chromatinkondensation an der
Akrosomplatte fixiert. Mit der Verdichtung des Kernmaterials einhergehend findet cine
Lingsstreckung des Zellkerns statt, wobei das eine Ende an der Akrosomplatte befestigt ist,
wiihrend das andere Ende mit ciner im Folgenden als »dunkle Substanz« bezeichneten
Struktur in Kontakt steht (Abb. 1d. 1), diec mit fortschreitender Chromatinkondensation an
Volumen zunimmt. Hierbei handelt e¢s sich wahrscheinlich vor allem um Histone u.a.
Kernproteine, die wihrend der Verdichtung des Kerninhaltes aus dem Inneren des Zellkerns
ausgestofien werden. Die genaue Zusammensetzung und Funktion dieses Materials sind
jedoch noch unbekannt.

Die typische Gestalt der Gbertragungsreifen Spermien (in der Literatur Gber Zecken auch
Prospermien genannt; Abb. 11, g; 2a, b) entsteht schliellich durch eine vom hinteren Bereich
der Zelle ausgehende Einstiilpung der Vakuole, die dieser ein becherformiges Ausschen
verleiht. Charakteristisch fiir die Spermien ist die Unterteilung des Cytoplasmas in cinen
zentralen und einen peripheren Bereich, die durch dic nun recht englumige Vakuole
grofitenteils voneinander getrennt werden und nur im hintersten Teil der Zelle in Verbindung
stehen (Abb. 2a. b). Der innere Cytoplasmabereich hat in etwa die Form einer kurzen, vorn
abgerundeten Sdule, wohingegen der schmale dufiere Bereich den inneren wie ein Mantel
umschlieit. Mikrovilliartige Zellfortsiitze verlaufen innerhalb der Vakuole und bilden eine
spezielle Randstruktur, die nur im Bereich des Vorderendes fehlt (Abb. 1g; 2a, b).

Von der Akrosomplatte ausgehend hat sich die Akrosomvakuole als extrem abgeflachte
Zisterne dicht unter dem Plasmalemma so weit ausgedehnt, dass nur das Vorderende des
Spermiums von ihr ausgespart bleibt. Vom Hinterende der Zelle ausgehend ragt ein
extrazelluliirer Kanal, begrenzt von der nach innen gestillpten Zellmembran, weit in den
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a — e: Spermatiden im Hoden (TEM)

: Gruppe von Spermatiden (Cyste). Die Spermatiden innerhalb der Cyste sind diber
Zellbriicken miteinander verbunden. Unter dem Plasmalemma der Zellen sind zahlreiche,
noch recht kleine periphere Vesikel aufgerciht. Der Golgi-Apparat ist in diesem Stadium
schr aktiv.

: Einzelne Zellbriicke, die zwei Spermatiden miteinander verbindet. Das Plasmalemma,

das die Zellbriicke begrenzt, entsendet an ecinzelnen Stellen schmale, tubulire
Einstiilpungen nach innen. Diese Tubuli durchsetzen mit ihren Verzweigungen das
umliegende Cytoplasma (Pfeilkipfe).

: Ausschnitt einer Spermatide. Die peripheren Vesikel vergréBern sich mit der Zeit und

nchmen eine in etwa becherformige Gestalt an.

: An einem Pol der Spermatide hat sich die Akrosomvakuole gebildet, die sich nun von der

Akrosomplatte (Pfeil) ausgehend lach unterhalb des Plasmalemmas ausdehnt (Pfeilkopfe).
Der eine Pol des Zellkerns ist an der Akrosomplatte fixiert, an seinem anderen Ende entsteht
die dunkle Substanz. Durch die Anordnung der kondensierenden Chromatinfibrillen im
Zellkern entsteht dessen lingsgestreiftes Ausschen. Die peripheren Vesikel sammeln sich in
der vorderen Region der Zelle, um dort miteinander zu verschmelzen.

: Durch die Verschmelzung der peripheren Vesikel ist die groBe Vakuole entstanden. in

deren Inneres zahlreiche Fortsiitze der Vakuolenmembran hineinragen. Die Pfeilkdpfe
markieren den Rand der sich weiter ausdehnenden Akrosomvakuole.
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\ g: Ubertragungsreife Spermien (»Prospermien«) im Vas deferens (TEM).

" Akrosomregion eines Spermiums im Lingsschnitt. Die beiden Enden des langgestreckten
Zellkerns liegen in dieser Zelle direkt nebeneinander. An der Akrosomplatte. die nun dem
Akrosomkanal anliegt, beginnt das Akrosomfilament. Von dort aus erstreckt es sich weit
durch den Zellkern. Die Pfeilkdpfe deuten auf das elektronendichte Material der
amorphen subakrosomalen Substanz.

: Querschnitt durch ein Spermium auf Héhe der Akrosomplatte (vgl. Abb. 2b), der die
regelmiifige Anordnung der lings ausgerichteten Fortsiitze der Vakuolenmembran
erkennen ldsst.

s

Abk.: Al — Akrosomfilament; Ak - Akrosomkanal; Ap — Akrosomplatte: dS — dunkle

Substanz; F — Fortsiitze der Vakuolenmembran, die ins Lumen der Vakuole reichen; GA

Golgi-Apparat; K — Zellkern: M — Mitochondrien; pV — periphere Vesikel; V — Vakuole; Zb
Zellbriicke

Ubertragungsreife Spermien

a: Lingsschnitt durch ein Spermium (TEM). Innerhalb der zentralen Cytoplasmasiule
liegen zahlreiche dicht aneinander gedriingte Mitochondrien, die im Bereich des
abgerundeten Vorderendes jedoch fehlen. Der Akrosomkanal legt sich flach dem Zellkern
an und ist dadurch mit diesem Schnitt zweimal getroffen worden.

=

: Schematischer Liingsschnitt eines Spermiums. Links ist dic Lage des in Abb. g
dargestellten  Querschnittes  angegeben. Die Pfeile markieren den Rand  der
Akrosomvakuole, von der nur der vordere Teil des Spermiums ausgespart bleibt. Die
Pfeilképfe deuten auf die amorphe subakrosomale Substanz.

Abk.: Af — Akrosomfilament; Ak — Akrosomkanal; Ap — Akrosomplatte; &V — dulleres
Vorderende (Vorderende des peripheren Cytoplasmamantels); dS — dunkle Substanz: F —
Fortsiitze der Vakuolenmembran, die ins Lumen der Vakuole reichen; iV - inneres
Vorderende (Vorderende der zentralen Cytoplasmasiiule): K — Zellkern: M — Mitochondrien:
V — Vakuole
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inneren Cytoplasmabereich hinein (Abb. 1f: 2a, b). Dieser Akrosomkanal entsteht wihrend
oder nach der Hervorstiilpung der Cytoplasmasiiule und offensichtlich wird bei seiner
Ausbildung zusammen mit der Akrosomplatte auch der daran fixierte Pol des Zellkerns in die
Tiefe der Siule verlagert. Das Chromatin des Spermiums ist vollstindig kondensiert und der
Zellkern daher groBtenteils sehr elektronendicht. An der Akrosomplatte beginnend verlduft er
nach hinten. zicht in den peripheren Cytoplasmamantel hinein, wo er einige unregelmiiflige
Windungen vollzicht, kehrt von dort aus wieder in den inneren Cytoplasmabereich zuriick
und verlduft ein Stiick weit in Richtung Zellvorderende. Vom Ende des Zellkerns ausgehend
dehnt sich die »dunkle Substanz« in Richtung Zellvorderende aus. An der Akrosomplatte
beginnt auch das Akrosomfilament, das sich weit durch den Zellkern zieht.

Die fertigen Spermien werden aus dem Hoden entlassen und sammeln sich im Vas deferens.

4. Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit konnte der Vakuolen-Spermientyp bei einer weiteren Art der
Antennophorina belegt werden. Damit sind jeweils eine Art aus den folgenden Gruppen
untersucht worden: Antennophoroidea, Celacnopsoidea und Megisthanoidea, wobei die
Befunde von Celaenopsis badius noch unvollstandig sind. Im Vergleich der drei Arten kann
aber schon jetzt gesagt werden, dass die Spermienmorphologien innerhalb der
Grundorganisation »Vakuolen-Typ« stark differieren. Die Spermien von Celaenopsis badius
(Celaenopsidae) bzw. Megisthanus floridanus (Megisthanidae) zeigen Besonderheiten, wie
sie von anderen Vakuolenspermien nicht bekannt sind (ALBERT! & BLASZAK 1995, ALBERTI &
Krompen 2002), wohingegen die Spermien von Antennophorus sp. (Antennophoridae) eher
konventionell wirken. Sie dhneln stark den Spermien der Uropodina (ALBERTI 1980, 1991).
Allerdings fehlt ihnen die bei letzteren beobachtete Lingsfurche in der Zellperipherie. In
Anbetracht der Tatsache, dass nach wie vor nur ein sehr kleiner Ausschnitt der Trigynaspida
(Cercomegistina:  4; Antennophorina: 21 Familien) untersucht wurde, und bei
Beriicksichtigung der Komplexitiit der Spermien wird deutlich, dass mit einer weit gréfieren
Vielfalt zu rechnen ist, was wiederum die Erfassung weiterer Taxa dringend wiinschenswert
macht.

Das weitere Schicksal dieser eigenartigen Spermien ist im Detail nur von Zecken bekannt.
Dicse produzieren schr komplizierte, sackformige Spermatophoren, die dem Weibchen
appliziert werden (s. Coons & Avrsertt 1999 mit Refl). Im Weibchen kommt es zu ciner
Kapazitation, die von FELDMAN-Munsam & FiLsuie (1979) und OLiver & BrINTON (1973)
beschricben wurde. Dabei wird die Struktur der Spermien drastischen Veriinderungen
unterzogen, wobei aus den »Prospermien« die bewegungs- und befruchtungsfihigen
»Spermiophoren« gebildet werden (Coons & ALperTI 1999 mit Ref). Es scheint jedoch
wahrscheinlich, dass auch bei anderen Gruppen mit diesem Spermientyp eine Kapazitation in
dieser Form abliuft (ALBERTI 1980, ALBERTI & Coons 1999).
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