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Vergleichende Rontgendiffraktionsuntersuchungen
an Spermatozoiden in den spermatogenen Fiiden
von Chara (Armleuchteralge)

Von Hans Ulrich Hollenstein
Dipl. Naturwissenschafter ETH
Manuskript eingegangen am 10. September 1966
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I Einleitung

Die Thymusdriise ist das klassische Ausgangsobjekt fiir die Gewinnung
grosserer Mengen Desoxyribonukleinsdure (DNS), welche deshalb wur-
spriinglich als Thymonukleinsiure bezeichnet wurde. Im gequollenen
Zustande liefern die Alkalisalze solcher DNS-Praparate Gele, aus denen
Faden gezogen werden konnen. In diesen Féaden sind die Kettenmolekiile
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der Nukleinsduren so weitgehend parallelisiert, dass ein quasi-kristalliner
Zustand entsteht, der es dank der vielen Rontgeninterferenzen der Faser-
diagramme, die er liefert, ermoglichte, ein Strukturmodell der DNS auf-
zustellen (z.B. Langridge et al., 1960).

Die Auswertung der Faserdiagramme der DNS-Fédden ergibt, dass sich
die Fadenmolekiile in verschiedener Weise strecken und zusammenlagern
kénnen. Abhingig sind diese Modifikationen vom anwesenden Alkali-
metall, vor allem aber vom Wassergehalt der Fasern. Durch dessen Ver-
dnderung konnen die Modifikationen zum Teil reversibel ineinander
iibergefiihrt werden. Bei 929, rel. Feuchtigkeit bilden Fasern von Alkali-
metallsalzen der DNS ein semikristallines hexagonales Gefiige in der
sogenannten B-Form. Die zugrunde liegende B-Konfiguration des DNS-
Molekiils entspricht grundsitzlich dem Modell von Watson und Crick
(1953) und wird wie folgt beschrieben:

Das DNS-Molekiil bildet eine Doppelschraube gegenldufiger Poly-
nukleotidketten. Die Desoxyribosephosphathelices tragen auf der Innen-
seite die Purin- und Pyrimidinbasen, die durch Wasserstoffbriicken zu
komplementéren Paaren verbunden werden. Die Ringebenen der Basen-
paare stehen senkrecht zur Molekiilachse, und ihr Abstand betrigt 3,4 A.
Da die Faserperiode 34,0 A misst, sind 10 Paare pro Umdrehung einer
Helix vorhanden (Langridge et al., 1960).

Der B-Form kommt eine besondere Bedeutung zu, da das DNS-Molekiil
auch in Kombination mit Proteinen diese Konfiguration beibehilt. Man
kann daher Fasern von extrahierten oder in vitro rekombinierten Nukleo-
protaminen und Nukleohistonen verschiedenster Herkunft herstellen. Sie
ergeben Faserdiagramme, die in ihren Grundziigen eine grosse Ahnlich-
keit mit Diagrammen reiner DNS besitzen. Hieraus folgt, dass die basi-
schen Proteine ohne grossere Storung des semikristallinen Gitters in der
einen oder andern Weise an die parallelen DNS-Molekiile angelagert sein
miissen (Wilkins, 1956).

Als geeignete Untersuchungsobjekte natiirlicher Nukleoproteide haben
sich eine Anzahl tierischer Spermienkopfe erwiesen. Ihr ausserordentlich
kompakter Bau, der sie licht- und elektronenmikroskopisch homogen
erscheinen ldsst, ist bekannt. Dazu tritt in vielen Fillen starke optische
Anisotropie (negativ einachsige Doppelbrechung, UV-Dichroismus), die
eine parallele Anordnung der Nukleoproteinmolekiile anzeigt (Schmid#t,
1937; Wilkins, 1951). Die Ubereinstimmung der optischen Eigenschaf-
ten von DNS-Fasern und Heuschreckenspermien ist auffallend. Die
feinbauliche Ordnung und die sich daraus ergebende Anisotropie folgen
weitgehend der dusseren Gestalt der Spermienképfe. Von isodiametri-
schen, isotropen bis zu spiess- und nadelférmigen, stark anisotropen Ver-
tretern existieren alle Uberginge (Pattri, 1932). Réntgendiagramme
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zeigen, dass bereits in kompakten isotropen Spermienkernen kristalline
Biindel von Nukleoproteinmolekiilen vorkommen, die aber unter sich
ungeordnet sind. In anisotropen, langgestreckten Kernen sind diese
Kristallite ausserdem parallel zur Spermienkopfachse ausgerichtet. Im
Falle von Sepia-Spermien ist es gelungen, auch die Spermienkopfachsen
zu orientieren und Faserdiagramme zu erhalten (Wilkins und Batta-
glia, 1953; Wilkinsund Randall, 1953). Von einigen weiteren tierischen
Objekten haben getrocknete unorientierte Spermienképfe und intakte,
lebend aufgenommene Spermatophoren vergleichbare Pulverdiagramme
ergeben (Wilkins, 1956). Eine Ausdehnung der Untersuchungen auf
pflanzliche Objekte fehlt.

- Nun kennt man aber auch bei den Kormophyten und ihren unmittel-
baren Vorgingern begeisselte ménnliche Gameten mit kompakten,
mikroskopisch homogenen Kernen (Tschermak-Woess, 1963). Ins-
besondere ist die fiir Archegoniaten charakteristische schraubige Ver-
lingerung der Spermatozoidenkerne zu erwihnen (Vazart, 1963).

Optische Anisotropie ist zunéchst als Einzelfall fiir die Mikrogameten
von Cystosira barbata (Fucales) von Ullrich (1936) beschrieben worden.
An den Spermatozoiden in den spermatogenen Fiaden von Chara contraria
(Charales) hat sie Becker (1937) entdeckt. Pfeiffer (1949) bestitigt
eine weite Verbreitung dieser Erscheinung bei den Spermatozoidenkernen
von Lycopodium, Selaginella, Isoetes, Equisetum, Ophioglossum, Polypo-
dium und Marsilea (Pteridophyta ).

Es wiire nun von Interesse, abzukliren, ob die erwihnten pflanzlichen
Spermatozoiden den gleichen Typus der DNS enthalten wie die tierischen
Spermien. Es wird zwar allgemein angenommen, dass die pflanzliche DNS
mit der tierischen identisch sei, doch liegen hiefiir bislang keinerlei
Beweise vor.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher mit Versuchen, diese
Vermutung durch Anwendung von Rontgendiffraktionsmethoden zu
iberpriifen. Vergleiche mit Diagrammen bekannter tierischer Objekte
sollen zeigen, ob die DNS auch im pflanzlichen Spermatozoidenkern
kristallographisch in der B-Form vorliegt, die dem Watson-Crick-Modell
entspricht.

Untersucht wurden die spermatogenen Fiden von Chara-Arten. Die
Eignung dieses Objektes wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

Herrn Prof. Dr. A.Frey-Wyssling und Herrn Prof. Dr. F.Ruch am Institut fiir
Allgemeine Botanik ETH (Zytologie) danke ich fiir Anregungen und Ratschliage wihrend
der Arbeit, Herrn Prof. Dr. J.D.Dunitz am Laboratorium fiir Organische Chemie ETH
(Strukturanalyse) fiir die Erlaubnis zur Beniitzung der Einrichtungen fiir Vorversuche und
fir die Diskussion der Ergebnisse und Herrn Prof. Dr. H. Zollinger am Technisch-Che-
mischen Laboratorium ETH (Textilchemie) fiir die Uberlassung der Réntgenanlage.
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IL. Das Objekt und seine Eigenschaften

1. Die Gewinnung von Antheridien

Im Vergleich zu tierischen Spermien kommen pflanzliche Spermato-
zoiden im allgemeinen je Geschlechtsorgan in viel kleinerer Zahl zur
Reife. Sie sind daher auch weniger leicht in geniigender Menge zu be-
schaffen. Eine Ausnahme bilden die Characeen. Es diirfte kaum ein
zweites pflanzliches Objekt geben, bei dem mit dhnlich geringem Aufwand
jederzeit Spermatozoiden gefunden werden kénnen. Jedes der zahlreichen
Antheridien an einem Triebe entlisst Tausende von Spermatozoiden.
Ausserdem sind die Characeen an ihren natiirlichen Standorten meist in
Massen entwickelt. Durch Stecklingsvermehrung lassen sie sich relativ
einfach in Kultur nehmen. Mit zus#tzlicher Beleuchtung setzen sie auch
ausserhalb der Fruktifikationsperiode (Sommer bis Herbst) reichlich
Antheridien an (Karling, 1924). Die leicht von blossem Auge sichtbaren,
zuletzt orangeroten Antheridien entstehen an den quirlstindigen Kurz-
trieben. Thr Entwicklungsstadium kann mit einiger Ubung an ihrer
Grosse, Farbe und Stellung am gesamten Trieb abgeschétzt werden.

Reife Antheridien finden sich stets im untersten (dltesten), manchmal
auch im zweituntersten Quirl, der iiberhaupt noch Antheridien trigt.
Die Entleerung erfolgt regelmas&g fortschreitend von den distal zu den
basal stehenden Antheridien eines Kurztriebes. Untersucht man daher
Antheridien in der Nachbarschaft von solchen, deren Schildzellen sich
bereits gedffnet haben oder abgefallen sind, so findet man unschwer
ausgereifte Spermatozoiden. Gelegentlich kann auch ihr Schliipfen auf
dem Objekttrager verfolgt werden.

2. Die Spermiogenese der Characeen

Eine zusammenfassende Darstellung gibt Vazart (1963). Die zytolo-
gische Arbeit von Delay (1949) behandelt besonders die Umwandlungen
des Kerns und bespricht die meist dltere Literatur. Elektronenmikro-
skopische Untersuchungen haben Sato (1954) und Eg gmann (1966)
angestellt.

Die acht Schildzellen der Antheridienwand tragen nach innen je eine
Stielzelle mit mehreren primiren und sekundiren Kopfchenzellen. Von
den sekundaren Kopfchenzellen wachsen die spermatogenen Faden aus
und erfiillen das Lumen der Antheridien. Thre Zellenzahl betrigt dabei
in der Regel 2 und kommt durch synchrone Teilungsschritte zustande
(Geitler, 1948). Die grosse Zahl der Fiden (je nach Art gegen hundert),
die reihenweise auftretenden synchronen Mitosestadien, das rasche
Wachstum und die leichte Priparierbarkeit machen die spermatogenen

f
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Faden ganz allgemein zu einem interessanten zytologischen Objekt. Bei
spétestens 128 Zellen pro Faden, nach dem 7. Teilungsschritt, sind die
Spermatiden ausgebildet, und die eigentliche Spermiogenese beginnt.

Nach eigenen Beobachtungen im Phasenkontrastmikroskop riickt zu-
erst der Kern in der scheibenformigen Zelle zur Seite. Das Cytoplasma,
zieht sich etwas von der Lingswand der Zelle zuriick und bildet eine
Rinne zur Aufnahme der in mehreren Windungen auswachsenden zwei
Geisseln. Der Kern verdichtet sich vom Rande her, verliert Volumen
und wird lichtmikroskopisch homogen. Das Cytoplasma treibt in zwei
verschiedenen Ebenen Fortsitze, die allmihlich in entgegengesetzter
Richtung zum Vorder- und Hinterende der Spermatozoiden auswachsen.
Der Kern beginnt sich unter Querschnittsverringerung zu strecken,
kriimmt sich sichelférmig und windet sich schliesslich schraubig auf.

Die reifen Spermatozoiden im freischwimmenden Zustand haben die
Gestalt kurzer Korkenzieher (Abb. 1). Thr Durchmesser betriigt ca. 5 um,
die Ganghdohe bis 4 yum. Das kirnige, vakuolisierte plasmatische Schwanz-
stiick ist ca. 3 um dick und ca. 10 um lang. Das sich verjiingende Vorder-
ende ist etwas kiirzer und entlisst ca. 5 um hinter der Spitze die Geisseln.
Der Kern bildet unter einem Plasmaiiberzug das Mittelstiick des Sperma-
tozoidkorpers. Er ist ca. 0,7 um dick und nimmt zweieinhalb Windungen
oder ca.40 um der Schraube ein. Die errechnete und an ausgestreckt
liegenden Spermatozoiden gemessene Totallinge betrigt rund 60 um,
ebenso lang sind die Geisseln. Namhafte artspezifische Unterschiede sind

Abbildung 1

Chara-Spermatozoid, reif, geschliipft, schematisch
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bisher nicht beobachtet worden. Bei gleicher Grisse und Gestalt scheint
nur die Zahl der pro Antheridium gebildeten Spermatozoiden zu variieren.

3. Die optische Anisctropie der Spermatozoiden

Sobald sich der Kern zu strecken beginnt, tritt zunehmende Doppel-
brechung auf. Die Werte der Gangunterschiede steigen an, obwohl der
Durchmesser des Kernabschnittes dabei stindig verkleinert wird. Der
doppelbrechende Abschnitt deckt sich genau mit den mittleren zweieinhalb
Windungen des Spermatozoidkérpers, die sich auch aufgrund der Feul-
genschen Reaktion als DNS-haltiger Kern zu erkennen geben. An ge-
schliipften, frei und mehr oder weniger ausgestreckt liegenden Sperma-
tozoiden von Chara wulgaris L. wurden Gangunterschiede bis 20 nm
gemessen. Bei einer Kerndicke von 0,7 um ergibt dies eine Stirke der
Doppelbrechung von ca. 0,03. Die hichsten bei Sepia-Spermien gefunde-
nen Werte (Schmidt, 1937) liegen um 0,04-0,05. Entwisserung durch
Alkohol vermag auch hier wie bei den meisten langgestreckten Formen
der tierischen Spermien den Gangunterschied nur unmerklich zu steigern.
- Da an lebenden Spermatozoiden in Wasser, an fixierten in Glycerin und
in Kanadabalsam dieselben Werte gemessen werden, kann Formdoppel-
brechung ausgeschlossen werden. Die Eigendoppelbrechung ist negativ
bezogen auf die Schraubenumgiinge des Kerns. Die Ausléschung ist ein-
heitlich und folgt ebenfalls genau der Schraubungsrichtung, so dass
undeformierte Spermatozoiden bei Aufsicht in Richtung der Schrauben-
achse ein Sphiritenkreuz zeigen.

Das polarisationsoptische Verhalten der Chara-Spermatozoiden stimmt
somit vollig iiberein mit den Verhiltnissen bei einer grossen Anzahl
tierischer Spermienkdpfe (Pattri, 1932; Schmidt, 1937). Die DNS-
Stringe miissen dicht gepackt parallel zur Kernachse geordnet verlaufen.
Diese ist bei den Spermien gestreckt, bei den Spermatozoiden dagegen
aufgewunden.

4. Methodische Fragen

Chara-Spermatozoiden lassen sich ihrer geschraubten Gestalt wegen
nicht parallel orientieren und zu Fasern biindeln. Dies ist, wie einleitend
erwdhnt, nur in besonders giinstigen Fillen bei gestreckten tierischen
Spermien moglich (Wilkins und Battaglia, 1953). Faseraufnahmen
fallen damit ausser Betracht. Hingegen konnen wie von unorientierten
tierischen Spermien Pulverdiagramme aufgenommen werden, wenn es
gelingt, geniigend Spermatozoiden anzureichern. Versuche zur Isolierung
intakter, reifer, aber noch nicht geschliipfter Spermatozoiden aus den
spermatogenen Faden verliefen jedoch unbefriedigend. Da trotz sorg-
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filtiger Auslese unter den abgepfliickten Antheridien immer nur einzelne
die Spermatozoiden spontan entlassen, fithrte auch diese Sammelmethode
nicht weit. Geschliipfte Spermatozoiden sterben nach einigen Stunden ab
und zersetzen sich unter dem Einfluss von Bakterien, die sich rasch ent-
wickeln. '

Somit blieb nur noch die Méglichkeit, ganze spermatogene Faden samt
Inhalt zu Priparaten fiir Pulveraufnahmen zu verarbeiten und fiir die
Vergleichsobjekte dasselbe Verfahren anzuwenden. Pro Réntgenpréparat
war jeweils der Inhalt von rund 500 Antheridien erforderlich. Um Mate-
rial fiir Kontrollzwecke zu erhalten, mussten entsprechend grossere
Mengen gesammelt werden. Auch auf diese Weise dauerte die Sammelzeit
so lang, dass eine Fixierung nicht zu umgehen war. Vor dem Schliipfter-
min isolierte Fiden sterben rasch ab, und ihr Inhalt zersetzt sich. Sie
wurden deshalb laufend in 709, Alkohol eingebracht. Ausserdem sind die
Kniiuel spermatogener Fiden nach dem Offnen der Antheridien mit
Schleim vermengt. Dieser enthilt Triimmer der zum Offnen aufgestoche-
nen Schildzellen, vor allem Chromoplasten. Mehrmals gewechselter 969,
Alkohol fillt den Schleim und 16st die Karotine heraus. Bei der anschlies-
senden stufenweisen Uberfiihrung aus dem Alkohol in Wasser geht der
gefillte Schleim in Losung, und die spermatogenen Fiden konnen frei
von Verunreinigungen erhalten werden. An den Spermatozoiden bringt
Alkohol wie erwahnt keine polarisationsoptischen Verédnderungen hervor.

Die Verwendung ganzer spermatogener Fiden hat ferner den Vorteil,
dass verschiedene Reifestadien verglichen werden kénnen. Die Auslese
erfolgte im Polarisationsmikroskop zwischen gekreuzten Polars mit
schwacher Vergrosserung. Als «reife» Fiden sollen im folgenden solche
mit maximal doppelbrechenden, ganz aufgewundenen Spermatozoiden
bezeichnet werden, als «unreife» jene mit Spermatidenkernen und sehr
frithen Spermiogenesestadien ohne Doppelbrechung. Noch nicht aus-
gewachsene Fiaden sowie schwach doppelbrechende mittlere Spermio-
genesestadien wurden verworfen. Die Ausbeute reif:unreif unter den
Antheridien der iltesten Quirle schwankt auf diese Weise zwischen
2:1 und 1:2, je nach Wachstumsgeschwindigkeit der verwendeten Pflan-
zen.

Um sicher zu sein, dass die beobachteten Effekte der DNS zuzuschrei-
ben sind, wurde diese sowohl aus reifen wie aus unreifen Fiden entfernt.
Dies geschah durch Extraktion mit 59, Trichloressigsiure (TCA) bei
90 °C wahrend 15 min. Die Feulgensche Reaktion fiel hierauf aus, bei
reifen Spermatozoiden verschwand jede Doppelbrechung, und die Kern-
gestalt war bis zur Unkenntlichkeit verdndert.

- Schliesslich muss bei der Verwendung von ganzen spermatogenen
Fiaden der Einfluss des Zellwandmaterials auf das Pulverdiagramm
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beriicksichtigt werden. Die Anwesenheit von Zellulose I in der Zellwand
der Characeen war bis in neuere Zeit umstritten. Die Membranen zeigen
meistens keine der iiblichen Zellulosereaktionen, und die Angaben &lterer
Autoren widersprechen sich daher (Debsky, 1898). Selbst Nicolai und
Preston (1952) zdhlten die Characeen aufgrund von Rontgenunter-
suchungen zu einer Algengruppe mit Zellwiinden unbekannter Geriist-
substanz. Chemische Fraktionierungen fiir Nitella (Hough et al., 1952)
und Chara (Amin, 1955) ergaben aber den Nachweis fiir eine baumwoll-
dhnliche Zellulose. Probine und Preston (1961) fanden schliesslich in
Nitella-Zellwéinden Zellulose I zu 179, des Trockengewichts. Sie zeigten,
dass die Zellulose-Interferenzen auf den Riontgendiagrammen je nach
Vorbehandlung der Zellwand auftreten oder fehlen, da die Zellulose
offenbar durch amorphe Substanzen der Matrix mehr oder weniger
maskiert werden kann. Die kristalline Komponente der Zellwand ist
jedenfalls Zellulose I, doch ist der mengenmissige Anteil klein, und die
Kristallinitdt ist schwach ausgeprigt. Es ist nicht ohne weiteres anzu-
nehmen, dass die Zellwand der spermatogenen Féiden den gleichen Bau
wie die Wand der untersuchten vegetativen Zellen (Internodien, Berin-
dung usw.) besitzt. Man kénnte sich vorstellen, dass sie im Hinblick auf
die Freigabe der Spermatozoiden weniger fest und verquellbar ist. Daher
mussten zum Vergleich auch Pulverdiagramme von vegetativen Zellen
aufgenommen werden, wobei die gleiche Vorbehandlung zur Anwendung
kam, das heisst das Material wurde in 70% Alkohol fixiert, in 969,
Alkohol und anschliessend in Wasser iibergefiihrt. Die Behandlung der
spermatogenen Faden mit TCA zur DNS-Extraktion kénnte eventuell
einen Einfluss auf die Zellwand und deren Réntgendiagramm ausiiben.

Deshalb wurde zum Vergleich auch Material vegetativer Zellwinde mit
TCA behandelt.

ITI. Réntgenuntersuchungen
1. Material und Methode
a) Objekte und Materialaufbereitung

Spermatogene Fiden von Chara (Armleuchteralge)

Man vergleiche hiezu auch Abschnitt IT, 4. Methodische Fragen. Zur
Verwendung kamen eine Art aus Gewichshauskulturen (Institut fiir
Allgemeine Botanik der ETH) und eine Art aus Torfstichléchern im Frei-
land (Katzenseeriet bei Ziirich). Sie wurden bestimmt als (Corillon,
1957; Dambska, 1964): Chara vulgaris L. (= Ch. foetida A.Br.), Chara
hispida L.

Beide Arten wurden laufend abgeerntet beziehungsweise in grosseren
Mengen eingebracht und sofort verarbeitet. Die fruktifizierenden Triebe
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wurden griindlich gespiilt, die Antheridien abgenommen und die Schild-
zellen entfernt. Die spermatogenen Fiden wurden in der beschriebenen
Art nach Entwicklungsstadien ausgelesen, in 709, Alkohol fixiert und in
969, Alkohol gebracht. Sowohl von Proben reifer wie unreifer Faden
wurde nach Uberfilhrung in Wasser je die Hilfte wihrend 15 min bei
90 °C mit 59, Trichloressigsdure (TCA) behandelt und ausgewaschen.

In analoger Weise wurden vegetative Zellen verarbeitet, alkoholfixiert
und halftig mit TCA weiterbehandelt.

Tierische Vergleichsobjekte

Die tierischen Vergleichsobjekte erhielten nach der Isolierung grund-
sitzlich die gleiche Vorbehandlung wie die spermatogenen Féden.

Spermatophoren von Sepia (Tintenfisch)

Ungefahr 1 cm lange Spermatophoren von Sepia officinalis L. (Deca-
poda) wurden uns von der marinen Station der Université de Paris,
Laboratoire Arago, Banyuls-sur-Mer, frisch aus der Spermatophoren-
tasche prapariert, in 709, Alkohol fixiert und in 96 9, Alkohol zugesandt.
Bei der Uberfiihrung in Wasser schliipfen die Striinge gebiindelter Sper-
mien von selbst aus der Spermatophorenhiille. Pro Roéntgenpréparat
waren ca. 6 Spermatophoren notwendig. ;

Spermienzysten von Locusta (Wanderheuschrecke)

Aus einer Zucht der entomologischen Abteilung der Firma J.R.Geigy
AG, Basel, erhielten wir lebende Minnchen von Locusta migratoria L.
(Acrididae). Die Testes wurden in Ringerlosung herauspréipariert, die
Follikel isoliert, von der Peritonealhiille befreit, in 709, Alkohol fixiert
und in 969, Alkohol gebracht. Die apikalen Hilften der Follikel sowie
die Vasa efferentia wurden entfernt, so dass nur die ca. 1 mm lange Zone
mit den in ihren Zysten gebiindelten mehr oder weniger reifen, doppel-
brechenden Spermien verblieb (einschliesslich der mesodermalen Epi-
thelien der Zysten- und Follikelwidnde). Pro Rontgenpriaparat wurden
die Follikel eines Hodens verwendet.

Spermien von Salmo (Bachforelle)

Von der Fischzuchtanstalt R.Leemann in Pfiaffikon ZH bezogen wir
die Samenfliissigkeit einiger gestreifter Mannchen von Salmo trutta f. faria
L. (Salmonidae). Die Samenfliissigkeit wurde in 709, Alkohol fixiert und
in 96 %, Alkohol aufbewahrt. Fiir ein Rontgenpréaparat geniigten wenige
ml Suspension.
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Desoxyribonukleinsiure (DNS), Na-Salz

Zur Verfligung stand ein sehr reines, faserig-flockiges, hiufig zu Testen
verwendetes Originalpriaparat der DNS aus Kalbsthymus nach Signer
und Schwander (1949). Verwendet wurden durch Zupfen im feuchten
Zustand hergestellte Fiserchen mit kriftig doppelbrechenden Abschnit-
ten. KEine optimale Orientierung wurde nicht angestrebt.

b) Herstellung der Rontgenpriparate, Feuchtigkeitskontrolle

Ausser der DNS wurden alle Proben aus 969, Alkohol stufenweise in
Wasser gebracht, mehrmals griindlich gewaschen, im Polarisations-
mikroskop kontrolliert und dann zuniichst bei Raumtemperatur luft-
getrocknet. Das Trockengut wurde durch Zerzupfen unter der Lupe
sehr fein zerkleinert und moglichst dicht in einseitig verschlossene Linde-
mannrohrchen von ca. 0,5 mm Durchmesser gebracht. Die gefiillten
Rohrchen wurden am freien Ende auf die erforderliche Linge gekiirzt
und kamen fiir mehrere Tage iiber einer gesiittigten Losung von Natrium-
tartrat in eine Atmosphére von 929, relativer Feuchtigkeit. Unmittelbar
nach der Entnahme wurden sie sofort durch Zuschmelzen verschlossen
und fiir die Befestigung in der Réntgenkamera in einen Priparattriger
eingekittet. Die so verschlossenen Rohrchen hielten in der Kamera stets
dem angelegten Vakuum stand.

¢) Rontgenaufnahmen

Fiir die Réntgenaufnahmen konnte eine Anlage im Textilchemischen
Laboratorium der ETH beniitzt werden.

Zur Verfiigung stand eine Debye-Scherrer-Vakuum-Kamera (Rich.
Seifert & Co., Hamburg) von 114,8 mm Durchmesser mit Vor- und Haupt-
blende von 0,6 mm Durchmesser. Strahlenaustrittsrohr bzw. Primér-
strahlfinger von 2,5 mm Durchmesser erlaubten eine Filmlochung von
3 mm Durchmesser. Dies ermoglicht fiir Cu-Ka-Strahlung die Erfassung
Braggscher Winkel beziehungsweise von Netzebenenabstéinden in dem
fiir DNS erforderlichen Bereich von rund 3-20 A,

Die Kamera wurde betrieben an einer Réhrenhaube Typ M der Iso-
Debyeflex-II1-A-Feinstruktur-Réntgenapparatur (Rich. Seifert & Co.)
mit einer MC-50-Cu-Feinstrukturréhre mit Normalstrichfokus 1 x 10 mm?
(= mittlere optisch wirksame Flache von 1 X1 mm? am «Punktfokus»-
Fenster) plus Nickelfilter. Die Réhrenbelastung betrug 20 kV/30 mA.
Die Expositionszeiten lagen um 6-7 Stunden.

Die Aufnahmen erfolgten auf unbedeckten zweischichtigen Industrial-
G-Ilford-X-Ray-Film 35 x 355 mm. Entwickelt wurde wihrend 7 min bei
16 °C in Kodak-DX-80-Entwickler 1:4 und fixiert in Kodak-FX-40-
Fixierbad fiir Rontgenfilme.
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d) Auswertung der Diagramme

Die Diagramme wurden mit einem JLC-Walker-Recording-Micro-
Densitometer (Joyce, Loebel & Co. Litd.) ausgemessen. Die Uberpriifung
von Priparat-Film-Abstand und Densitometeriibersetzung erfolgte
anhand eines Calcitdiagrammes.

2. Resultate

Abbildung 2 zeigt als Beispiel zwei umgezeichnete Densitometerkurven.
Die aus den Densitogrammen ermittelten d-Werte in A sind in den Kolon-

WK
V\/*/

2143
18.02

Abbildung 2
. Umgezeichnete Densitometerkurven fiir Pulverdiagramme von

Septa-Spermien (Abb. 8a)
Chara-Spermatozoiden (Abb. 8b) plus Zellwand

Abbildung 3

Schema eines Faserdiagramms
orientierter Sepia-Spermien (Wilkins, 1956)
A Aquator, I, II, III, —, X Nummern der Schichtlinien
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Abbildungen 4 bis 7

~ Pulverdiagramme der spermatogenen Fiaden von Chara (alkoholfixiert)
bei 92 9, relativer Feuchtigkeit

4 vegetative Zellwand a vor TCA (Tab. 1/3)
b nach TCA (Tab. 1/4)
5 unreife spermatogene Faden a nach TCA (Tab. 1/5)
' b vor TCA (Tab. 1/5)
6 reife spermatogene Féaden a nach TCA (Tab. 1/5)
b vor TCA (Tab. 1/6)
7a unreife spermatogene Faden = Abbildung 5b (Tab. 1/5)
b reife spermatogene Faden = Abbildung 6b (Tab. 1/6)

Betreffend TCA vergleiche Abschnitt II, 4. Methodische Fragen

nen 3-10 der Tabelle 1 zusammengestellt. Kolonne 1 und 2 enthalten
Standardwerte fiir Calcit und native Zellulose (X-Ray Powder Data File,
Inorganic 5-0586, Organic 3-0289, ASTM, Philadelphia, 1960) zum Ver-
gleich. Die Abbildungen 4-11 zeigen Beispiele der zugrunde liegenden
Pulverdiagramme.

Relative Intensitdten (Schwirzungen) I/I, wurden nicht gemessen.
Sie wiirden zu willkiirlich ausfallen, da Uberlagerungen von zum Teil
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10
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Abbildungen 8 bis 11

Pulverdiagramme von Chara-DNS (b) im Vergleich mit tierischer DNS (a)
(alkoholfixiert) bei 92 9, relativer Feuchtigkeit

8b-11b Chara, spermatogene Fiaden reif (Tab. 1/6)

8a Sepia, Spermatophoreninhalt (Tab. 1/7)
9a Salmo, Spermien (Tab. 1/8)
10a Locusta, Spermienzysten (Tab. 1/9)
11a Na-DNS, Thymus (Tab. 1/10)

diffusen Linien und Untergrundstreuung vorkommen. Einige qualitativ
vergleichende Schitzungen ergeben sich aus den abgebildeten Diagram-
men. Scheinbar kontinuierliche Schwérzungen kénnen im Densitogramm
anhand von Maxima, Nebenmaxima und mehr oder weniger deutlichen
kleinen Schultern der Densitometerkurve zum Teil aufgelést werden. In
der Tabelle 1 sind solche zusammenhingende Schwiirzungen durch grosse
Klammern bezeichnet. Kursiv sind die d-Werte ihrer Maxima,
ebenso sind auch alle distinkten Linien hervorgehoben. Undeutlichere
Linien sind in kleine Klammern gesetzt, Werte, die nicht zugeordnet
werden konnen, stehen in eckigen Klammern.
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a) Der Einfluss der Zellwand

Kolonne 3 der Tabelle 1 enthilt die d-Werte fiir Zellwandmaterial
vegetativer Zellen. Fiir Characeen charakteristisch ist eine starke Inkru-
station mit Ca-Karbonat. Die mikroskopischen Kristalle liefern eine
Serie von Linien, die das Zellwanddiagramm iiberlagern (Abb. 4a). Thre
d-Werte sind in der Kolonne 3 entsprechend zur Seite geriickt worden.
Durch einen Vergleich mit Kolonne 1 wird diese Serie als liickenloses
Pulverdiagramm von Calcit identifiziert. In analoger Weise kann man
~ versuchen, die verbleibenden Linien den d-Werten nativer Zellulose in
Kolonne 2 zuzuordnen. Es ergibt sich eine recht gute Ubereinstimmung,
die beim Diagramm von TCA-behandeltem Material noch besser wird.
Die TCA-Behandlung hat hier eine doppelte Funktion: Einerseits soll sie
die gleiche Einwirkung auf die Zellwand gewé#hrleisten, mit der man
auch bei der Extraktion der DNS aus den spermatogenen Fiden rechnen
muss, anderseits 16st sie den Kalk. Ausser der Elimination der Calcit-
Linien bewirkt sie aber keine Verinderung des Diagramms beziiglich
der d-Werte. Hingegen werden einzelne Linien etwas deutlicher (Abb. 4b,
Kol. 4). : R ‘

Im Densitogramm identifizierbar sind vor allem Linien, denen geméss
den Standardwerten in Kolonne 2 eine relative Intensitéit (I/I,) von 60
und mehr zukommt, also 5,94 (80), 5,37 (70), 4,30 (60) und die stirkste
Zelluloselinie 3,89 (100) als deutliches Maximum des breiten Ringes.
Anschliessend folgen 3,16, 3,07, 2,94, 2,86 (alle 40), die eben noch erkenn-
bar der Densitometerkurve aufsitzen. Das Triplet 2,63, 2,59, 2,58 (60,
40, 80) bildet einen einzigen Ring. Von den restlichen Linien sind die
stirkeren ebenfalls noch aufzufinden.

Der diffuse Ring mit [10,27] diirfte einem fiir Zellulose ungewohnten
hohen d-Wert entsprechen, der aber bei Zellwinden von Algen und
hoheren Pflanzen in Erscheinung treten kann (Probine und Preston,
1961). Moglicherweise kann er auch mit den zwei andern abweichenden
Werten [4,53] und [4,09] im breiten Ring in Verbindung gebracht werden,
welche spiter besprochen werden sollen. Eine einzige Linie [3,35], die
sich in allen Chara-Diagrammen zeigt, bleibt unerklirt. ;

Weiter ist nun zu untersuchen, ob die Zellwand der spermatogenen
Fiden ein gleiches Diagramm liefert. Die Diagramme sowohl von unreifen
wie von reifen Fiaden nach TCA-Behandlung unterscheiden sich nicht
(Abb. 5a, 6a). Deren Zellwand diirfte somit im Laufe der Spermiogenese
keine strukturellen Verinderungen durchmachen. Die Fiden bleiben in
der Tat auch nach dem Schliipfen der Spermatozoiden bis auf je einen
Léngsriss pro Zelle véllig erhalten und sind nicht verquollen. Ein Ver-
~gleich der gemessenen d-Werte in Kolonne 5 mit den besprochenen
d-Werten fiir vegetative Zellen in Kolonne 4 fiihrt zur Annahme, dass die
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Tabelle 1. d-Werte in A
1 2 3 & b
Abb. 4a Abb. 4b Abb. 5a, 5b, 6
CaCO, Native Chara Chara Chara
Calcit Zellulose vegetative Zellen vegetative Zellen sperﬂa(fggene
— TCA unreif —
ASTM ASTM unreif TCA
5-0586 3-0289 reif TCA
I/1, d 1, d d d d
Calc. Zellw. Zellw. Zellw,
[10,27] [10,27] [10,27
20 6,28 6,30 6,29 6,28
80 5,94 5,94 5,94 5,94
70 5,37 8,37 5,37 5,37
20 5,11 7 5,10 ™ 5,10 ™ 5,10
[ 4,53] [ 4,563] [ 4,53
60 4,30 4,30 4,30 4,30
[ 4,09] [ 4,09] [ 4,09
100 3,89 (3,90) 3,89 3,89
12 3,86 3,806
[ 3,35] [ 3,35] [ 3,35
/ . / .
40 3,16 3,16 3,16 3,16
40 3,07 (3,07) 3,07 3,07
100 3,04 3,04
40 2,94 (2,94) 2,94 2,94
40 2,86 (2.86) 2,86 2,86
3 2,85 2,85
60 2,63 2,63 2,63 2,63
40 2,69 2,69 2,59 2,569
80 2,69 2,568 2,68 2,58
14| 2,50 2,49 ™
40 2,33 2,33 2,33 (2,33)
18 2,29 2,29
60 2,17 2,17 2,17 2,17
20 2,12
18 2,10 2,09
20 2,04
40 1,95 1,95 1,95 (1,95)
5 1,93 (1,92)
17 1,91 1,92
17 1,88 1,88

I/1;
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6 7 8 9 10
Abb. 6b-11b Abb. 8a Abb. 9a Abb. 10a Abb. 11a
Chara Sepia Salmo Locusta Thymus
spermatogene Spermatophoren Spermien Spermienzysten Na-DNS
Féden
reif —
d d d d
Iw. DNS
21,43 21,43 20,34 21,53 21,53
(18,02) 18,02 (18,02) (18,02) 7~(18,02)™
(12,62) 12,99 (12,99) 7(12,62) ™ (12,91)
(11,47) 11,47
[10,27]
10,04 9,93 9,500\ 9,82 \.( 9.93)_/
( 8,50) 8,93 8,66 ( 8,93) {8,775 )
. ( 8,04) 8,26 8,26 ( 8,18) 8,26
( 7,49)_ 7,76 \. 7,89/ ( 7,76) \. 7,89 )
; ey
( 5,40)™ © 5,40 "\ 5,40~ r( 5,40) ~ 5,40 |
87 J
10
[ 4,53] [4,53] [4,53] [4,53]
30
g [ 4,09] [4,09] [4,09] [4,09] o] N
89
3,75 3,75 3,75 3,78 ( 3,75)
[ 3.35] Y, \ / - J J
o 3,32 3,32 3,32 3,32 3,32
16
07
94
86
63
59
58
§3).
17
5)
.~Etreﬁ'en Interferenzen, die Kursive  distinkte Linien und Maxima,
| ‘cht zugeéordnet werden kénnen Ziffern der Densitometerkurven
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|
spermatogenen Fiden als Geriistsubstanz ebenfalls Zellulose L inthalten
Die Diagramme sind etwas weniger gut definiert, sonst aber nicht unter-

scheidbar. Der nicht einzuordnende Ring [4,53] ist besonders a%sgepragt
(Abb. 5a, 6a). |

Der niichste Schritt fithrt zu den unreifen spermatogenen quen ohne
TCA-Behandlung. Entsprechend der Erfahrung mit Vegetativen Zell-
winden sind keine Anderungen zu erwarten. Falls neue Linien auftreten,
miissten sie auf das hier nicht extrahierte Kernmaterial der Spermatlden
zuriickzufithren sein. Abbildung 5b, verglichen mit 5a, zeigt, dass keine
zusitzlichen Linien erscheinen. Dle gefundenen d- Werte en&tsprechen
vollig den bisherigen (Kol. 5). Unreife spermatogene Fiden liefern also
ein reines Zellwanddiagramm, nicht sehr gut definiert, aber interpretier-
bar als Zellulose-I-Diagramm.

Auch in den Diagrammen von reifen spermatogenen Faden ohne TCA-
Behandlung kommen diese Zellwandinterferenzen vor. Hier treten nun
aber auffallende zusitzliche Reflexe auf, die vom Zellwanddiagramm
separiert werden kénnen, wie dies in Kolonne 6 der Tabelle 1 durch Aus-
einanderriicken der d-Werte geschehen ist und aus Abbildung 7b, ver-
glichen mit 7a, hervorgeht. Die Interpretation dieser zellwandiremden
Linien kann durch Vergleiche mit den Diagrammen tierischer Spermien
und isolierter DNS erfolgen.

b) Tierische Vergleichsobjekte und DNS

Roéntgendiagramme von orientierten und unorientierten Spermien und
von extrahierten Nukleoproteinen sind infolge der Semikristallinitédt des
Materials arm an Reflexen. Thre mangelhafte Auflosung sowohl in Pulver-
wie in Faserdiagrammen liefert wenig Daten fiir die erstrebte Struktur-
analyse. In der Literatur findet man daher iiber einige Grundgrdssen
hinaus auch kaum detaillierte d-Wert-Angaben (wie z. B. fiir die kristalline
A-Form), welche direkte Vergleiche ermoghchen wiirden. Die Qualitit der
erhaltenen Pulverdiagramme muss durch eine Gegeniiberstellung mit
publizierten Diagrammen beurteilt werden.

Dazu eignet sich das Pulverdiagramm der Sepia-Spermien (Abb. 8a)

mit der Densitometerkurve in Abbildung 2 und den dazugehdrigen

d-Werten in Kolonne 7 der Tabelle 1.

Ein Faserdiagramm orientierter Sepia-Spermien (Wilkins, 1956) ist

in Abbildung 3 schematisch dargestellt. Alle Interferenzen sind infolge
der Semikristallinitit der kristallinen Bereiche und infolge der unvoll-
kommenen - Orientierung der Kristallite im Spermienkopf sowie der
Spermienképfe im Faserpriaparat selbst zu Bogen ausgezogen. Liesse
man die Orientierung der Spermienkopfe fallen, so wiirden sich diese
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Bogen weiter dehnen und zu den Ringen einer Pulveraufnahme schliessen.

Bei Faserdiagrammen liegen die Interferenzen auf sogenannten Schicht-

linien (I, II, ITI, —, X, —). Mit Hilfe der Schichtlinienwinkel, bezogen

auf die Aquatorebene lasst sich die Faserperiode b (Identitéitsperiode

des Kristallgitters in Richtung der Faserachse) bestimmen (s.z.B.
Frey-Wyssling, 1959, S. 211):

k-4 k = Nummer der Schichtlinie

i sin pug ux = Winkel der k-ten Schichtlinie

Diese wichtige Beziehung erlaubt mehrere unabhingige Messungen und
liefert im Falle der DNS die Ganghohe eines Umganges der Desoxyribose-
phosphathelices.

Der starke meridionale Reflex auf der 10. Schichtlinie verrdt eine
weitere Periodizitét langs der Achse des DNS-Molekiils. Er kommt durch
die stufenartige Abfolge der Basenpaarebenen senkrecht zur Achse
zustande. Bei der B-Konfiguration betrigt die Faserperiode das Zehn-
fache dieses Basenpaarabstandes, so dass pro Schraubenumgang 10
Nukleotide vorliegen miissen. Ein weiterer, starker Reflex auf dem
Aquator veranschaulicht eine Dimension quer zur Molekiilachse. Er gibt
ein rohes Mass fiir den Durchmesser der Molekiile oder genauer fiir ihren
Achsenabstand. Die verbleibenden Reflexe auf den Schichtlinien I, II
und IIT zeigen das fiir Faseraufnahmen typische 4-Punkt-Muster, be-
dingt durch Gitterebenen, die weder parallel noch senkrecht zur Schrau-
benachse verlaufen. Die Konzentration der Reflexe auf die Arme einer
Kreuzfigur ist charakteristisch fiir Helixstrukturen von der Art der
Watson-Crick-Wendeltreppe, der Winkel der Kreuzarme zum Aquator
spiegelt den Steigungswinkel der Desoxyribosephosphathelices.

Durch Desorientierung der parallelisierten kristallinen Bereiche wird
das 4-Punkt-Faserdiagramm in ein Debye-Scherrer-Ringdiagramm iiber-
gefiihrt, wie Abbildung 3 zeigt, Man findet dann, dass in unserem Pulver-
diagramm der Sepia-Spermien (Abb. 8a) die Reflexe nach Anzahl und
Schwirzung mit jenen des Faserdiagramms aus der Literatur (Wilkins,
1956) iibereinstimmen. Die Linien des Pulverdiagramms koénnen durch
ihren d-Wert genauer charakterisiert werden (Tab. 1, Kol. 7). Der innerste
Ring mit d = 21,43 entspricht dem #quatorialen Reflex der Faserauf-
nahme. Der nichste Ring mit 18,02 muss der Reflex der Schichtlinie I
sein, weitere drei, 12,99, 9,93, 8,93, sind der Schichtlinie IT zuzuordnen,
8,26 und 7,76 gehoren zur Schichtlinie TIT. Der #usserste starke Ring
mit d = 3,32 schliesslich entspricht dem merld.lonalen Reflex der Schicht-
linie X auf dem Faserdiagramm.

469



aDie gemessenen d-Werte verteilen sich somit geméss folgender Auf-
stellung: - ;

Schichtlinie X _— 3,32

I11 8,26 _ 776 s
1I , 12,99 _993_893
SR Y
Aquator A __ 21,43

Ein breiter diffuser Ring der Pulveraufnahme kann im Densitogramm
(Abb. 2) durch ein Maximum bei 3,75 beschrieben werden. Auch die
Faserdiagramme sind im Bereich der hoheren Schichtlinien diffus. Das-
selbe Maximum tritt auch bei den Diagrammen der weiteren Vergleichs-
objekte auf. Ferner finden sich in unterschiedlichem Masse zwei Neben-
maxima, [4,53] und [4,09], die schon bei den Chara-Diagrammen erwihnt
wurden. ‘

Dag Pulverdiagramm der Salmo-Spermien (Abb. 9a, Kol. 8) mit einem
innersten Ring bei 20,34 (A — entsprechend der Zuordnung in der voran-
stehenden Aufstellung) und einem #ussersten bei 3,32 (X)) ist recht gut
definiert. Die Ringe bei 18,02 (I) und 12,99 (II) sind viel schwicher als bei
Sepia, die restlichen sind zwar nicht aufgelost, decken sich aber wie der
diffuse breite Ring gut mit denen von Sepia.

Das Pulverdiagramm der Locusta-Spermienfollikel ist sehr wenig aus-
gepriagt (Abb. 10a, Kol. 9). Einzig ein innerster Ring bei 21,53 (A) und
ein dusserster bei 3,32 (X) sind eben noch erkennbar, der Rest kann mit
dem Sepia-Diagramm nicht mehr eindeutig verglichen werden. Im breiten
diffusen Band ist das Nebenmaximum [4,53] sehr ausgepragt.

~ Das Pulverdiagramm von Na-DNS (Abb. 11a, Kol. 10) zeigt ebenfalls
einen starken innersten Ring bei 21,53 (A), der den viel schwicheren bei
18,02 (I) beinahe iiberdeckt. Wie auch in entsprechenden Faseraufnahmen
(Wilkins, 1956) sind im Vergleich zum Sepia-Diagramm auf der 2. und
3. Schichtlinie keine Reflexe aufgelost. Sie bilden im Pulverdiagramm
zwei diffuse Ringe. Der mittlere d-Wert des innern betrdgt 11,47, im
dussern deckt er sich mit 8,26 vom Sepia-Diagramm. Etwas anders sieht
der breite Ring aus. Der Wert 5,40 ist abgesetzt, und neben dem schwach
ausgeprigten Maximum bei 3,75 fallen die bisher gefundenen Neben-
maxima [4,53] und [4,09] weitgehend weg. Der #dusserste Ring (X) ist
wiederum sehr deutlich bei 3,32.

. Alle Diagramme der Vergleichsobjekte haben somit mindestens zwei
definierte Reflexe gemeinsam : einen innern Ring bei rund 21A (im Faser-
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diagramm #quatorialer Reflex) und einen #ussern bei 3,32 A (im Faser-
diagramm meridionaler Reflex der 10. Schichtlinie).

- Zur Interpretation verbleiben die beiden mehrfach erwihnten Werte
[4,53] und [4,09] der breiten diffusen Ringe. Da sie auch in den Diagram-
men des Zellwandmaterials auftreten, diirfen sie nicht mit der DNS in
Verbindung gebracht werden, um so weniger, als sie im Diagramm reiner
DNS fehlen. Fiir diesen Diagrammanteil, der mehr den Charakter einer
Untergrundstreuung trigt, kénnten cytoplasmatische Proteine in Frage
kommen. Auch amorphes Material verursacht diffuse Streuung. Derarti-
ges Fremdmaterial ist in den einzelnen Roéntgenpréparaten in verschie-
dener Menge enthalten. Weder das Zellwandmaterial vegetativer Chara-
Zellen noch die tierischen Spermien sind frei davon. Bedeutender ist der
relative Anteil in den Préparaten spermatogener Fiden, vor allem nach
TCA-Behandlung (Abb. 5a, 6a, Kol. 5). Am meisten Fremdmaterial
findet sich wohl aufgrund der Anreicherungsmethode bei den Locusia-
Follikeln (Abb. 10a, Kol. 9). Eine entsprechende AUSpragung der Inten-
sitdt der genannten Ringe kann beobachtet werden.

c) Reife spermatogene Féden

Reife spermatogene Fiden liefern ein Pulverdiagramm gemiss Abbll—
dung 6b, 7b und 8-11b. Subtrahiért man die in Abschnitt a dargestellten
Zellwandlinien, so verbleibt wie erwihnt ein Diagramm der reifen Sperma-
tozoiden, das mit den in Abschnitt b beschriebenen Diagrammen ver-
glichen werden kann. Kolonne 6 der Tabelle 1 enthilt ausgesondert die
betreffenden d-Werte. Abbildung 2 zeigt eine Densitometerkurve im
Vergleich mit jener einer Pulveraufnahme der Sepia-Spermien. Die
Abbildungen 8 bis 11 belegen die grundsitzliche Ahnlichkeit der Sper-
matozoidendiagramme mit denen der Vergleichsobjekte. .

Véllig entsprechend sind die zwei starken Ringe bei 21,43 und 3,32.
Die Auflosung der Uberlagerung mit Zellwandlinien im Zwischenbereich
ist zum Teil nur versuchsweise moglich. Die Densitometerkurve zeigt
undeutliche Spltzen Die Ahnlichkeit der Dla,gra,mme ist aber auffallend
genug, um auf eine Kristallinitéit der Nukleoproteine in den reifen Sperma—
tozoidenkernen zu weisen. Zusitzliche Gewissheit ergibt sich daraus, dass
in den Diagrammen unreifer Fiaden und reifer Fiden nach TCA-Extrak-
tion der DNS die beiden chhtlgen Linien 21,43 und 3,32 fehlen (Abb 6,
7, Kol. 5). ok
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IV. Diskussion

Die Eignung der beschriebenen Methode fiir die Untersuchung der
Chara-Spermatozoiden hinsichtlich Fixation, Praparation und Aufnahme-
technik wird durch die Qualitit des Sepia-Pulverdiagrammes belegt.
Dieses stimmt mit dem um den Durchstosspunkt des Primérstrahls
rotierten Faserdiagramm unfixierter, orientierter Sepia-Spermien (Wil-
kins, 1956) (Abb. 3) einwandfrei iiberein. Die Zuordnung der Pulverli-
nien -zu Faserdiagrammreflexen bekannter Position ist damit moglich
und kann auf die Pulverlinien in Diagrammen von Vergleichsobjekten
ausgedehnt werden. Eine Ubereinstimmung besteht fiir mindestens zwei
entscheidende Reflexe, einen dquatorialen und einen meridionalen, die
durch Ringe mit den d-Werten von rund 21 A und 3,32 A vertreten sind.

Der erste, grosse d-Wert repriisentiert eine Dimension senkrecht zur
parallelen Lingsanordnung der DNS-Stringe. Es handelt sich dabei um
den intermolekularen Helixachsenabstand, der gleichzeitig einen rohen
Wert fiir die Dicke der gepackten Molekiile ergibt. Der zweite, kleine
d-Wert ist eine intramolekulare Grisse. Er repriasentiert eine Periodizitit
in der Liangsstruktur der Molekiile, die durch die regelmissige Folge von
Nukleotiden beziehungsweise von Ebenen komplementirer Basenpaare
zustande kommt. Da dieser dussere Ring einem meridionalen Reflex der
10. Schichtlinie entspricht, ist sein Winkelabstand gleich dem Schicht-
linjenwinkel der 10. Schichtlinie, und die eigentliche Identititsperiode
der Helices (Faserperiode) errechnet sich aus der Schichtlinienbeziehung
zu 33,2 A. Dies ist der zehnfache Nukleotidabstand.

Das Pulverdiagramm reifer spermatogener Fiden von Chara erlaubt
somit nach Elimination des stérenden Zellwandanteils folgende Aussagen:

1. Die DNS im reifen Spermatozoidenkern der Characeen ist zu einem
nicht niher bestimmbaren Teil kristallin.

2. Die Molekiile sind mindestens in einzelnen Bereichen mit einem
Achsenabstand von 21,43 A parallel gebiindelt.

3. Der Nukleotidabstand betrigt 3,32 A.
4. Je Ganghdohe einer Helix folgen sich genau 10 Nukleotide.
5. Die DNS diirfte folglich in der B-Konfiguration vorliegen.

Einige weitere Fragen bleiben offen. Insbesondere fehlt eine eindeutige
Beziehung zum Aufbau der Chromatiden in den Chromosomen. Aufgrund
des DNS-Faserdiagrammes und des polarisationsoptischen Verhaltens
der Sepia-Spermien scheinen dort kristalline Bereiche der Chromosomen-
DNS parallel zur Achse des linglichen Spermienkopfes angeordnet, in
den optisch isotropen isodiametrischen Képfen der Salmo-Spermien, die ein
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Ringdiagramm der DNS liefern, dagegen statistisch gestreut vorzuliegen.
Auch sind Ausrichtungen der DNS-Fiden quer zur Spermienkopfachse
bekanntgeworden (Schlote und Schin, 1962).

Mit der Réntgenmethode allein kann nur die Kristallinitit festgestellt
werden. Sie zeigt nicht, ob ein Spermienkern als Aggregat parallel geord-
neter kristalliner Bereiche oder als unvollkommener Einkristall mit einer
iiber die ganze Linge kontinuierlichen Struktur ohne individualisierte
Chromosomen aufgefasst werden muss. Um dies zu entscheiden, miissten
Réntgendiffraktionsaufnahmen einzelner Spermienkerne durchgefiihrt
werden konnen.

Die Entscheidung dieser Frage mit Hilfe der Doppelbrechungserschei-
nungen stosst wegen der Kleinheit der kristallinen Bereiche auf Schwie-
rigkeiten. Inoué und Sato (1962) fanden zwar durch Verfeinerung des
lichtmikroskopischen Auflésungsvermégens, dass der Spermienkern von
Ceutophilus (Raphidophoridae, Hohlenschrecken) polarisationsoptisch
nicht homogen erscheint. Obwohl dies ein Einzelbefund ist, darf nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei andern anisotropen Spermien-
kopfen mit einheitlicher Ausléschung (z.B. Locusta, Acrididae, Wander-
schrecken) nur um lichtoptische Homogenitdt handelt. Gesamthaft
wiirden dabei zwar Abschnitte der Kristallite gebiindelter DNS-Molekiile
in Richtung der Kernachse verlaufen, im iibrigen aber wiirde ihnen eine
kompliziertere tertiire Schraubenstruktur zukommen.

In einem gewissen Widerspruch zu solchen Anschauungen stehen die
elektronenmikroskopischen Beobachtungen. Im reifen, sehr dicht ge-
packten Spermienkern koénnen allerdings keine Strukturen aufgeldst
werden. Lediglich das Studium der vorangehenden Spermiogenesestadien
gibt einigen Aufschluss iiber die Strukturbildung. Nachdem sich der Kern zu
strecken beginnt, wird im Elektronenmikroskop eine fibrillire Kompo-
nente sichtbar. Diese Mikrofibrillen ordnen sich in einigen Fillen in
bemerkenswertem Grade parallel oder leicht geschraubt zur Spermien-
kopfachse, so bei Strudelwiirmern (Silveira und Porter, 1964), Schnek-
ken (z.B. Yasuzumiund Tanaka, 1958),Schildliusen (Mosesund Cole-
mann, 1964) und vor allem bei Heuschrecken (z.B. Yasuzumi und
Ishida, 1957). Vergleichbare Strukturen an pflanzlichem Material fand
Eggmann (1966) bei den Spermatozoiden der Characeen. Derartige
Befunde machen es wahrscheinlich, dass sich die rontgenographischen
und polarisationsoptischen Ergebnisse auf solche Fibrillen beziehen,
erlauben aber keine Lokalisation der einzelnen DNS-Molekiile. Moses
und Colemann (1964) stellen sogar die DNS-Natur der beobachteten
Parallelstrukturen in Frage. Sie lassen sich iibrigens auch nicht mit den
Beobachtungen von Taylor (1964) an Heuschreckenspermien verein-
baren. Die parallelen Fibrillen konnen sich seitlich zu Béndern oder
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Lamellen zusammenlagern. Diese erscheinen im Querschnitt als ein
Méanderwerk von Vorhangfalten, als Roulade (Bawa, 1964) oder als
regelméssiges hexagonales Bienenwabenmuster (Yasuzumiund Ishida,
1957), dessen regelmissig verteilte Hohlriume im Lauf der weiteren
Spermiogenese zusehends verschwinden. Eine solche Bienenwaben-
struktur haben Riley und Oster (1951) aufgrund rein krlstallograpln-
scher Uberlegungen als bevorzugte Micellstruktur fiir wiisserige DNS-
Systeme eines bestimmten Feuchtigkeitsgehaltes abgeleitet. IThre Resul-
tate scheinen aber fiir die Deutung der elektronenmikroskopischen Bilder
noch nicht herangezogen worden zu sein.

V. Zusammenfassung

Rontgendiffraktionsversuche an unorientierten spermatogenen Faden
von Chara (Armleuchteralge) kurz vor dem Entlassen der reifen Sperma-
tozoiden liefern bei 92 9, relativer Feuchtigkeit Diagramme, welche nach
Elimination der Interferenzen des Zellwandanteils (vorwiegend Zellulose
I) grosse Ahnlichkeit mit Diagrammen unorientierter tierischer Spermien-
kopfe besitzen. Die zwei deutlichsten. Linien mit d-Werten von 3,32 A
und 21,4 A entsprechen einem meridionalen und einem #quatorialen
Reflex in Faseraufnahmen orientierter DNS und stellen somit den Basen-
paar- und den Helixachsenabstand der DNS-Molekiile dar. Diese diirften
in der B-Konfiguration vorliegen, da je Schraubenumgang 10 Nukleotide
vorhanden sind. Bei unausgereiften Spermatozoiden und nach Extraktion
der DNS fehlen diese beiden hanptsichlichsten Reflexe.

Damit ist eine mindestens teilweise semikristalline Packung gestreck-
ter Nukleoproteinmolekiile im Spermatozoidenkern der Characeen nach-
gewiesen und auch fiir andere polarisationsoptisch sich gleich verhaltende
pflanzliche Spermatozoiden aus der Gruppe der Archegoniaten zu erwar-
ten. Erstmals wird dadurch nachgewiesen, dass die fiir tierische Spermien-
kerne in vivo gefundene B-Konfiguration der DNS auch in pflanzlichen
Zellkernen auftritt, so dass also tierische und pflanzliche begeisselte
Gameten nicht nur morphologisch, sondern auch molekularbiologisch in
ihrem Aufbau weitgehend miteinander iibereinstimmen.
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