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Die 1815 gegrundete
Schweizerische Naturforschende
Gesellschaft ist die alteste
wissenschaftliche Dachgeselischaft
der Schweiz. Ihr Ziel ist die
Forderung und Entwicklung der
exakten und Naturwissenschaften
und deren Vertretung in der
Offentlichkeit. Den intensiven
Gedankenaustausch zwischen
Wissenschaftern verschiedener
Fachrichtungen fordert die SNG.
indem sie Symposien durchfihrt oder
unterstutzt und publiztert. Das
Jahrbuch, wissenschaftlicher Teil, ist
die Fortsetzung der seit 18189
erschienenen Verhandlungen der
Schweizerischen Naturforschenden
Gesellschaft.

Fondée en 1815, la Société . =
helvetique des sciences naturelles
est la plus ancienne organisation
faitiere scientifiqgue du pays. Elle a
pour but I'encouragement et le
développement des sciences exactes
et naturelles, leur compréhension
aupres du public et l'intensification
des échanges entre scientifiques de
diverses disciplines. Elle organise et
soutient des symposia et en publie
les actes. L'Annuaire, partie
scientifique, remplace les Actes de la
Société helvétique des sciences
naturelles, publiés depuis 1819.
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Vorwort

Professor Dr. Robert Matthey gehort zu den
Pionieren der Zytogenetik: er ist Begriinder
der Zytotaxonomic. Sein 1949 erschienenes
Buch «Les chromosomes de vertébrés» wurde
zum Standardwerk dieser Wissenschaft. Der
von Matthey vorgeschlagene Begriff «nombre
fondamental» (NF), der zur Erkldrung der
Variation der Chromosomenzah! durch zen-
trische Fusionen akrozentrischer Chromoso-
men bei verwandten Tierarten dient, hat sich
in der genetischen Nomenklatur eingebiir-
gert. Die Schweizerischen Gesellschaften fur
Zoologie und Genetik freuten sich daher. zu
Ehren ihres verdienten Mitgliedes und
Ehrenmitgliedes. das 1980 seinen 80. Geburts-
tag feierte, ein Symposium iiber «Moderne
Aspekte der Wirbeltierzytogenetik» veran-
staiten zu konnen. Es fand im Rahmen der
160. Jahresversammlung der Schweizeri-
schen Naturforschenden Gesellschaft am
18. Oktober 1980 in Winterthur statt. Samtli-
che Beitrige sind in diesem Jahrbuch wie-
dergegeben. Sie mochten dem Genetiker
und Zoologen einen raschen Zugang zu ak-
tuellen Fragestellungen der zytogenetischen
Forschung ermdglichen und sollten als Anre-
gung zur Fortsetzung der zytogenetischen
Forschung in unserem Lande dienen.

v

Unser Dank gilt den Referenten. die durch
ihre Beitrige zum hohen wissenschaftlichen
Niveau des Symposiums beitrugen. Ferner
sind wir Herrn Professor Dr. P. Striuli, Jah-
respriasident der Schweizerischen Naturfor-
schenden Gesellschaft. und seinen Mitarbei-
tern, dem Sekretariat der Schweizerischen
Naturforschenden Gesellschaft in Bern und
dem Birkhiuser Verlag fiir ihre Unterstiit-
zung bei der Durchfithrung des Symposiums
und der Herausgabe des vorliegenden Sam-
melbandes dankbar. Herr Professor Dr.
Pierre Tardent, Priisident der Schweizerischen
Zoologischen Gesellschaft, Ziirich, und Herr
Professor Dr. Peter Vogel, Lausanne, haben
sich in allen Phasen der Planung und Durch-
fuhrung fir das Gelingen des Symposiums
eingesetzt.

Basel, Juni 1981

Hansjakob Miiller

Prisident der
Schweizerischen Gesellschafi
fiir Genetik
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Hommage au professeur Robert Matthey

Peter Vogel

Cher ¢t honor¢ Collégue,

Monsieur le Président de la Société suisse de
génétique.

Monsicur le Président de la Société suisse de
zoologie,

Mesdames, Messieurs,

[1 est impossible d’évoquer la progression des
connaissances en cytogénétique sans pronon-
cer le nom de Robert Matthey. A l'occasion
unique d’un symposium sur la cytogénétique
organis¢ en Suisse. nous nous devons de
réserver au professeur Matthey. Doyen de la
cvtogénétigue dans notre pays. une place
d’honneur. De plus, le fait que Robert Mat-
they, né le 21 juillet 1900, a fété ses quatre-
vingt ans, est un motif supplémentaire, pour
nos deux sociétés, de dédier leur symposium
a ce savant. Qu'il me soit dés lors permis,
avant de rappeler son ceuvre, de procéder a
une bréve rétrospective.

Faimerais tout d’abord parler de sa person-
nalité qui a marqué 'Université de Lau-
sanne. Je nai pas eu le privilege de suivre
son enseignement brillant qui a déterming
Porientation de nombreux chercheurs et fas-
ciné les biologistes lausannois, dont une qua-
rantaine de volées d’¢tudiants en médecine
et en sciences. Ceux qui ont eu le bonheur
d’en étre les auditeurs se souviennent de
cours ot la clarté, la rigueur et Iesprit de
synthése étaient heureusement servis par un
taleni de dessinateur et un sens de Fhumour
constamment present.

Une grande force de persuasion, mais aussi.
parfois. une franchise déconcertante ont ca-
ractérisé ses conférences publiques: la res-
ponsabilité des scientifiques et des medecins,
face aux grands problémes suscité par 'évo-
lution humaine. particulierement par la sur-
population, était un sujet qui inquiétait pro-
fondément te savant et Phumaniste.

Si la culture générale du professeur Matthey
est trés étendue, son activité scientifique s’est
progressivement limitée au domaine de la
cytogénétique. Peut-étre ceci a-t-il pu dérou-
ter certains éléves orientés par leur maitre

vers les sujets chromosomiques. Mais juste-
ment. cette spécialisation était nécessaire
pour assurer un rendement maximum a un
institut pauvrement doté mais qui a pu se
maintenir au niveau international.

La carriére professionnelle de Robert Mat-
they peut se résumer ainsi: Etudes de biolo-
gie a la Faculté des sciences de I'Université
de Lausanne. couronnées en 1924 par un
doctorat sous la direction du Professeur Gal-
li-Valério. Puis des recherches scientifiques
sous la direction stimulante du Professeur
Guyénot a 'Université de Geneéve. Des 1929,
Robert Matthey assure une charge de cours a
'Université de Lausanne. ol il est nomme en
1931, professeur extraordinaire et directeur
du «Laboratoire de zoologie et d’anatomie
comparéen, qu'il dirigera durant 40 ans. En
1938, il est promu professeur ordinaire. Mais
il participe aussi activement & la vie universi-
taire: & deux reprises, il assume les charges
de doyen, et de 1958 & 1960. Ul est recteur de
'Université de Lausanne. En 1970 enfin, il
accéde a Phonorariat et remet la direction de
son institut aux mains de son successeur.

LLa compétence professionnelle de Robert
Matthey s'exprime entre autres par sa colla-
boration a plusieurs périodiques scientifi-
ques: il est co-fondateur de la revue «kxpe-
rientia» et de «Scienca genetica». De plus. il
est co-éditeur de «Cytologia» et collabora-
teur actif de «Caryologia» ¢t «Mammalia»,
Les honneurs qui fui sont conférés témoi-
gnent de sa réputation en Suisse et a I'étran-
ger: en 1945, le Prix Marcel-Benoist, en
1952, le grade de docteur honoris causa de
I'Université de Rennes et une année plus
tard, celui de I'Université de Genéve.

Avant rapidement retracé les étapes de sa
carriére professionnelle, mon intention, dans
le cadre de ce symposium sur les aspects
modernes de la cytogénétique des Vertébres,
est de rappeler 'ceuvre scientifique de Ro-
bert Matthey qui. comme Hsu (1979) Ta
montré dans son livre, a sensiblement in-
fluenceé I'histoire de la cytogénétique dans la
phase initiale. Mais en tant que mammalo-

1



giste et écologiste, je tiens a souligner surtout
Pimportance des travaux de la période posté-
rieure a 1960,

Comme tant de vocations zoologiques, celle
de Robert Matthey est née de son intérét
pour l'entomologie. Néanmoins, les pre-
miéres publications résultant de ses travaux
a Geneéve concernent des transplantations de
'eeil chez les Amphibiens et la régénération
chez les Reptiles. Puis suivent des études sur
la spermatogenése chez les Lézards et les
Vipéres. Nous nous trouvons a lorigine
d’une longue suite de travaux consacrés aux
chromosomes. ces porteurs des génes dont ils
assurent la transmission. A cette époque, les
techniques utilisées manquaient de précision
et laissaient trop de champ a l'interprétation:
rappelons que le nombre de chromosomes
chez 'homme fut estimé déja par Winiwarter
en 1912, mais ce n’est gu’en 1956 que Tjio et
Levan déterminérent le chiffre exact de 46.
Le succes des 20 premiéres années de recher-
che de Robert Matthey s c\pl;que. par la
qualité de ses preparatlons soumises a une
autocritique sévere. Il ne craignait d’ailleurs
pas de critiquer certains cytologistes aux-
quels 1} reprochait leurs 1mages qui ¢étaient:
«wsuffisamment imprécises pour qu 1l soit pos-
sible de les faire entrer dans n'importe quelle
conception théorique».

A cOté dlinvestigations sur la parthénogenése
des Orthopteres et d’autres Insectes. les Rep-
tiles suscitérent de bonne heure son atten-
tion. Une compamison entre de nombreux
caryotypes révele que les mécanismes mis en
évidence par Robertson en 1916 chez les
Insectes, notamment la fusion de deux chro-
mosomes acrocentriques ou la fission d'un
chromosome métacentrique. étaient géné-
ralement en action chez les Reptiles et per-
mettaient d’expliquer la variation du nombre
de chromosomes, tout en laissant le nombre
de bras inchangé. Matthey désigne ce der-
nier chiffre par «nombre fondamental»
(NF). notion qui, introduite par lui en 1943,
est entrée dans le langage scientifique inter-
national.

Ces premiers résultats déterminent la suite
de son programme: analyse de caryotypes &
Pintérieur d'un groupe systématique. inter-
prétation des différences en tant que consé-
quence d'un processus de remaniement et
recherche de régles dans I'évolution des ca-
rvotypes. Un bilan critique de toutes les
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connaissances de 'époque fut établi par lu
1949 et publié sous la forme d’un livre:
«les chromosomes des Vertébrésn. Permet-
tez-moi1, pour ilustrer son importance. de
citer Chiarelli et Capanna, les éditeurs du
livre «Cytotaxonomy and vertebrate Evolu-
tion», dont la dédicace rend hommage a
Robert Matthey: «For all of us who begun to
deal with the same subject around 1950.
Matthey's book became the most reliable
guide, We do not claim here to have attained
further progress: no doubt information on
vertebrate caryology has increased at a tre-
mendous rate, but the problem so masterful-
ly outlined by Matthey 20 vears ago have
remained unchanged».
L'introduction de nouvelles méthodes au dé-
but des années cingquante notamment le
traitement par la colchicine, le choc hypoto-
nique et Ja technique du «Squash» ont ou-
vert des perspectives nouvelles. La qualité
des préparations a enfin permis de compter
et de décrire les chromosomes avec une
grande précision. Dés ce moment, Robert
Matthey concentra ses recherches sur les
Rongeurs qui représentent par leur richesse
en espéces. un matériel de premier ordre. La
collaboration avec les taxonomistes classi-
ques se revéla particulierement fructueuse:
parmi eux. il faut surtout mentionner Francis
Petter du Museum de Paris. Ainsi fut prépa-
ré le champ de la evtotaxonomie.
Dés ce moment. 'sugmentation du nombre
de caryotypes décrits amena de plus en plus
la révision d’anciens concepts. Ainsi. on ob-
serve des cas toujours plus nombreux ou le
caryotype ¢évolue indépcndamnwm de la
morphologie. Par exemple. Robert Matthey
¢tablit en 1954 chez E:lfobzu.s lutescens un
carvotype de 2N=17. Cette formule est
dautant plus énigmatique que E. ralpoides
possede 2N =52 et E. fuscocapilius 2N = 36.
Tout a fait comparable est le cas de Microius

oregoni, ¢également découvert par Robert
Mdtthc\ en 1957 et qui posséde aussi
2N =17. Ne s’agit<il vraiment que d'une

convergence? La plus grande des abérrations
fut découverte par Wurster et Benirschke
quelques années plus tard chez un cerf.
Muntiacus munijac: 2N =6 ou 7. suivant le
sexe, un vérntable «scandale», selon Capan-
na! Si ces caryotypes exceptionnels peuvent
étre théoriquement expliqués par des trans-
locations et inversions péricentriques répé-




tées. Robert Matthey eut la chance de trou-
ver dans le genre Leggada un maténel re-
marquable, permettant d’étudier avec une
plus grande précision ces réarrangements
chromosemiques. Chez les Leggada, il décrit
tout un «éventail Robertsonien». présentant
pratiquement tous les caryotypes possibles
entre 2N = 36 et 2N = 18, modifications qui
ne transforment que rarement le nombre

fondamental. Dans ces remaniements, les
translocations touchant les hétérochromo-

somes sont d'un intérét particulier, car elles
peuvent précéder a I'établissement d'une
spéciation  stasipatrigque. conception défen-
due par notre collégue. Martne Jotterand.
C'est & ces travaux. publiés dans les années
soixante. que nous devons la découverte de
maintes espéces jumelles. s ont démontré la
grande valeur du caryvotype comme critere
systématique dont la taxonomie ne pourrait
plus se passer.

Signalons maintenant que depuis 1970, age
de la retraite du Professcur Matthey, les
colorations différentielles ont fait leur appa-
ritton. Leur importance est aussi révolution-
naire que le fut Fintroduction du choc hypo-
tonique. Ce progrés technique permet
d'identifier des bras ou des segments chro-
mosomiques, moyen puissant de vérfier et
d'approfondir les anciennes hypotheses.

Fen viens au dernier point de ma rétrospec-
tive. qui porte sur la direction de I'évolution
du carvotype chez les Euthériens. Selon les
anciens travaux, le mécanisme le plus impor-
tant est la fusion centrique et, par consé-
quent. une tendance vers une réducton du
nombre chromosomique. Ce point de vue a
pour soi plusieurs arguments. Le principal
est que Paugmentation du nombre des chro-
mosomes est moins probable que la réduc-
tion, celle-c1 exigeant une simple fusion cen-
trique, celle-1a la création d’un nouveau cen-
tromeére. Mais on peut objecter que le deé-
compte des chromosomes est d'autant plus
facile que leur nombre est plus bas, et par
conséquent. la détermination de ce nombre
plus aisé. Nous devrions, dans notre hypo-
these, supposer que, dans un groupe sysié-
matique donné, les espéces & nombre chro-
mosomique faible sont plus fréguentes que
celles ot ce nombre est élevé. Or, des statisti-
ques ¢tablies par Matthey, de 1953 4 1976,
ont montré que les nombres diploides ten-
dent vers une distribution normale. avec un

mode de 48. Au cours des années ces chiffres
n'ont gueére varié: échantillon de 1976 était
de 1438 (dont 185, soit 12%. ¢tudices par
Matthey lui-méme). Par rapport aux échan-
tillons  précédents, les himites extrémes
¢taient simplement repoussées. 92 chromo-
somes au maximum, 6 au minimum.

Une telle distribution normale suggere Phy-
pothése gu'une augmentation du nombre
diploide est aussi fréquente qu'une diminu-
tion, et les deux processus deviennent de plus
en plus improbables, au fur et 4 mesure que
'on s’¢loigne de fa valeur moyenne. Dés lors,
il semble que les changements numériques
ne présentent en eux-mémes pas un avan-
tage sélectif et Matthey conclut en 1976: «La
signification méme de "évolution chromoso-
mique nous échappe». Si ces derniéres an-
nées, les connaissances de détails ont consi-
dérablement augmenté, 1l nous manque tou-
jours des facteurs importants pour la com-
préhension globale de ces phénoménes et on
serait tenté de citer Goethe comme l'a fait
Robert Matthey dans une conférence de
1947: «Was man nicht weiss, das eben
brauchte man, und was man weiss. kann
man nicht brauchen!».

La cytogénétique est-elle dans une impasse?.
question posée par le professeur Maltthey
dans une conférence en 1975, Nous ne le
pensons pas, les recherches sur les problémes
phvlogénétiques ont été dotées ces 15 der-
nieres années de nouvelles méthodes specta-
culaires, comparaison des réactions immuno-
logiques. comparaisons des allozymes, des
séquences d'acides aminés et des bases de
FADN. D’autre part, des investigations ré-
centes sur la structure du chromosome per-
mettent d’espérer que P'étude morphologique
classique des chromosomes et la biologie
moléculaire se rencontreront pour donner
une nouvelle dimension a la cytogénéuque.
Pour terminer. jaimerais vous exprimer.
cher et honoré Collégue. notre profonde
reconnaissance pour tout ce que vous nous
avez donné. tant sur le plan scientifique que
sur le plan humain.

Adresse de Uauteur:

Prof. Dr. Peter Vogel

Institut de zoologie et d’écologie animale
Université de Lausanne

PL du Tunnel 19

CH- 1005 Lausanne



Chromosome Evolution in Amphibia

Michael Schmid

About half of all currently existing species of
Amphibia have been cvtogenetically ana-
lysed. These studies were primarily conduct-
ed with the conventional methods of cytoge-
netics. The modern techniques of chromo-
some banding have only been used on a very
himited number of species. Nonetheless. the
comparative cytogenetics of Amphibia al-
ready permit a closer insight into the operant
laws of karyological evolution than was
achieved in any other class of vertebrates. At
the same time, however, the variable
parameters playing a part in the chromo-
some evolution of individual amphibian
groups also become apparent. The present
review is to provide a summary of the lawful
and variable parameters so far established
with either conventional as well as modern
cytogenetic methods.

Phylogeny and systematics of the Amphibia

Before going into the results of the chromo-
some studies on Amphibia. a short summary
of the phylogeny and systematics of these
vertebrates would be advantageous. Accord-
ing to the current view of vertebrate evolu-
tion. Ichthyostega from the late upper Devon
is regarded as one of the first amphibian-like
tetrapods. Ichthyostega represents a transi-
tional stage between the crossopterygian
fishes of the suborder Rhipidistia and the
early amphibians. The adaptations necessary
for a terrestrian way of life (atmospheric
breathing. prevention of dessication, tetra-
pod locomotion) was accomplished by the
amphibians during the Carboniferous and
Permian periods. In these periods, several
groups differentiated (Ichthyostegalia, Rha-
chitomi,  Stereospondyli, Embolomeri.
Lepospondyli), of which the Lepospondyli
are considered the ancestors of the modern
Amphibia (for reviews see Romer, 1966;
Schmalhausen, 1968).
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Unfortunately, very few fossils exist of the
time between the well-documented paleozoic
and the recent Amphibia. Therefore, it has
not been possible to reconstruct the imme-
diate ancestry of the Amphibia. The devel-
opment of the abundance of forms among
the recent amphibians is thought to have
begun in the Tertiary. The Amphibia in
existence today can be classified into 3 orders
{Anura, Urodela and Apoda), about 28 fami-
hes, approximately 320 genera and about
3000 species. Whereas the Apoda with their
160 species occur exclusively in the tropical
regions of America, Africa and Asia. and the
Urodela with their roughly 350 species are
restricted to the temperate and sub-tropical
regions of the northern hemisphere, the Anu-
ra with therr 2500 species are almost ubiqui-
tous (Ziswiler, 1976).

The classical cytogenetic studies on
Amphibia

The early investigations of the 3 amphibian
orders (Anura. Urodela and Apoda) were
performed with the conventional methods of
cytogenetics on uniformly stained chromo-
somes (Fig. 1). The comparative criteria used
for this primarily were the number and
morphology of chromosomes (relative
length. centromeric position, arm ratio) as
well as the number and positions of the
secondary constrictions. The results obtained
in the course of these studies yielded the first
indications of the processes which had oc-
curred during the chromosomal evolution of
the Amphibia. Thus Morescalchi (1971,
1973) was able to demonstrate impressively
that in all 3 amphibian orders during their
evolution from primitive to highly special-
ized genera the number of microchromo-
somes and telocentric chromosomes was
reduced in favor of large metacentric or
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Fig. I. Conventionally stained chromosomes (aceto-orcein} of highly developed species of Urodela and Anura
(ay Triturus alpestris and (b) Bufo bufo. Note that all chromosomes are meta- or submetacentric. Telocentric
chromosomes, whose centromeres are localized at one end of the chromosomes, no longer occur in these species,

submetacentric chromosomes. The evolution
of the karyotypes from the primitive genera.
which stull possess microchromosomes and
telocentric chromosomes alongside a few
meta- or submetacentric chromosomes, to
the more highly evolved genera with exclu-
stvely metacentric chromosomes can be ex-
plained by centric fusions and tandem trans-
locations taking place between the chromo-
somes (Morescalchi. 1973). This successive
reducuen of the chromosome number in the
variously highly eveolved families of Urodela,
Anura and Apoda is described in the follow-
ing three paragraphs (see also the reviews by
Morescalchi. 1971. 1973, 1975, 1979).

Urodela

The order of the recent Urodela 1s divided
mto 8 families. The two primitive families
Hynobudae and Cryptobranchidae comprise
very generalized species with a relatively

high chromosome number (2n=40-64).
Microchromosomes (less than 2 um 1mn

length) and telocentric chromosomes are ex-
ceptionally numerous. The number of chro-
mosome arms (“nombre fondamental” of
Matthey, 1945) was determined to be be-
tween 62 and 90. The species of these two
families have retained the most primitive
karvotypes known in Urodela. Cytogeneti-
cally, the family Proteidae constitutes the
next higher stage of evolution. The chromo-
some number of the Proteidae (2n = 38.
NI == 64-068) is clearly intermediate between
that of the primitive Hynobudae and Cryp-
tobranchidae and that of the more highly
evolved families of Urodela. The Proteidae
are distinguished from the primitive families
by the lack of microchromosomes and from
the more highly evolved families by the
presence of telocentric chromosomes. The
species of the highly evolved families Am-
bystomatidae, Plethodontidae and Amphiu-
midae possess 2n = 28 or 26 meta- or subme-
tacentric chromosomes and a NF =56-52.
These karvotypes have developed due to the
complete loss of microchromosomes (tandem
translocations) and the telocentric chromo-
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somes (centric fusions). Finally. the chromo-
some number is vet further reduced in the
family Salamandridae (2n = 24, 22; NF = 48,
44). All chromosomes are large. meta- or
submetacentric elements (Fig. la). Cytoge-
netically, the Salamandridae must be consid-
ered the most highly evolved family of the
recent Urodela. The only exceptions to the
relationships between number, morphology
and chromosome size as described above are
the species of the family Sirenidae (Siren
intermedia, S.lacertina and Pseudobranchus
striatus). Although these, like the primitive
families ofbmdda possess a relatively high
number of chromosomes (2n = 46, 53, 64),
almost all chromosomes are meta- or subme-
tacentric; furthermore, there are no micro-
chromosomes. 1t is considered probable (see
below) that these species constitute tetra-
ploid Urodela, which have originated from
one of the highly evolved families (Morescal-
chi and Olmo, 1974),

Anura

The oldest family of the Anura are the
Ascaphidae with only one living species in
North America (Ascaphus truei) and three
species in New Zealand (Leiopelma). Asca-
phus truei is distinguished by a high chromo-
some number with telocentric chromosomes
as well as microchromosomes. Since 1n this
species 2n =44 and 2n =46 chromosomes
have been determined although the number
of chromosome arms is alwavs NF =

(Morescalchi. 1967; Bogart, 1970). Lenim,
fustons must be regarded responsible for the
discrepancy in the chromosome number. The
genus Leiopelma is karyologically at a much
higher stage of development than Ascaphus.
Thus  L.hochstetteri  possesses  2n =22
macrochromosomes (10 meta- and 12
telocentric) and between 0 and 12 supernu-
merary microchromosomes occurring in vari-
able numbers. In L. hamiltoni and L archevi
only 18 macrochromosomes (16 meta- and 2
ickowmnn) are found (Morescalchi, 1968;
Stephenson et al.. 1972; 1974). These exam-
ples illustrate. that the reduction of the chro-
mosome number which occurred during the
phylogeny from the primitive to the highly
evolved families can by all means take place
within one family. The ancient family Disco-
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glossidae 1n considered transitional between

the primitive family Ascaphidae and the
higher evolved anuran families. The karyo-
logical evolution in this family has led o the
loss of the microchromosomes. There are
only few telocentric chromosomes remaining
in some species (Alytes obstetricans, Disco-
glossus pictus). The chromosome number of
the species mvestigated to date fluctuates
between 2n = 24 and 2n = 48, the number of
chromosome arms between NF =48 and 72,
The also very ancient family Pipidae com-
prises very specialized genera (Pipa, Xeno-
pus. Hymenochirus, Pseudhymenochirus).
Their karvotypes differ at the intergeneric
level (2n = 20-36), with some species show-
ing telocentric chromosomes and microchro-
mosomes. The numbu of chrommomc arms

cies, Plpd pdl‘\d. all 3() dn‘mm)smm.s are
telocentric; this situation. however, very
probably does not reflect the original stage.
having instead developed from centric fis-
sions of meta- and submetacentric chromo-
somes (Morescalchi. 1968). Several tetra-
ploid and hexaploid species were discovered
in the genus Xenopus (see below). The
karyological heterogeneity in the family
Pipidae 1s thought to be related to the antig-
uity of this Anura. The species of this family
possibly followed a different path of karvo-
logical evolution than did the higher Anura.
In the relatively ancient family Pelobatidac
and the highly evolved families Leptodacty-
lidae, Dmdmbauda«., Hylidae. Bufonidae,
Microhvlidae, Ranidae and Rhacophoridae
the chromosome number is with some excep-
tions reduced to 2n = 26 to 22. The chromo-
somes are largely meta- and submetacentric.
very rarely telocentric  (Figs. lb, 5-8).
Microchromosomes are present only in the
rarest of cases (see B-chromosome of Rana
temporaria. Fig.8a). In several families, the
successive reduction of the chromosome
number can still be observed in a number of
spectes. Thus in the family Ranidae there are
species with 2n =26, 24, 22 and even with
only 14 chromosomes (Arthroleptis steno-
dactylus, A.poecilonotus). Cytogenetic ana-
lyses on other Ranidae could possibly reveal
kax‘vuivpes constituting a transition between
species with 2n =22 chromosomes and Arth-
roleptis with 2n = 14.

In contrast to this process of successive




reduction of the chromosome number. there
are also isolated groups among the higher
evolved Anura in which telocentric chromo-
somes develop from meta- or submetacentric
chromosomes by way of centric fissions. This
process increases the chromosome number.
The subfamily Eleutherodactylinae from the
very species-rich family Leptodactylidae can
serve as an example for this. As in many
other highly evolved Anura. the origmal
karyotype in this group 1s supposed to be
2n=26 chromosomes (Morescalchi, 1973;
1979). Whereas the chromosome number
was reduced to 2n =22, 20 and 18 by way of
centric fusions and tandem translocations in
some species. it was increased to 2n = 30, 32,
34 and 36 by way of centric fissions in others.
It 1s interesting to note that the higher chro-
mosome numbers are found in the species
from Central- und northern South America,
where the Eleutherodactylidae are currently
undergoing an exceptionally strong radiation
and speciation.

Apoda

Only 12 of the 160 species comprising the
order Apoda have been cytogenetically ana-
lysed at present (see reviews by Seto and
Nussbaum, 1976: Morescalchi, 1979). The
chromosome numbers determined to date
range between 2n = 20 and 42 (NF = 40-52).
As in Urodela and Anura, there also exists a
trend in the karyological evolution of Apoda
to reduce the number of teloceniric chromo-
somes and microchromosomes. Two species
of the primitive family Ichthyophiidae have
been studied (Ichthvophis glutinosus and
l.orthoplicatus). These have 2n=42 chro-
mosomes {NF =152). 10 chromosome pairs
are meta- and submetacentric, the others are
telocentric or microchromosomes. In the
more advanced families Typhlonectidae,
Caeciliidae and Dermophiuidae, the diploid
chromosome number is lower. The number
of telocentric chromosomes and microchro-
mosomes 1s reduced in favor of the large
meta- and submetacentric chromosomes.
Thus in Caecilia occidentalis and Siphonops
paulensis (Caeciliidae) there are only 2n = 24
(NF =48) and in Chthonerpeton indistinc-
tum (Typhlonectidae) there are only 2n =20
(NF = 40) chromosomes left.

Polyploidies in Amphibia

The early cytogenetic investigations have
already shown polyploidies to be very fre-
quent in Amphibia. The number of observa-
tions about polyploid species. populations or
single individuals increases rapidly. In no
other class of vertebrates are naturally occur-
ring polyploids so frequent as in Amphibia.
Polyploidies are only described in a few fish
species of the Chondrostei and Teleostei and
a few reptiles of the Squamata. In the Urode-
la, triploidies and tetraploidies can very sim-
ply be experimentally induced by subjecting
the eggs to temperature or pression shocks.
These physical factors prevent the formation
of the second polar body. The use of female
animals from the newt species Pleurodeles
waltln (Salamandndae) with a marker chro-
mosome showing a pericentric inversion per-
mitted an interpretation of the origin of
triploidy and the other types of ploidies
(Ferrier and Jaylet, 1978). It was also pos-
sible to create triploid animals in the Anura
(Xenopus laevis) by means of pression to the
fertilized eggs (Tompkins, 1978). It is prob-
able. that a certain number of embryos in the
progeny of many Anura and Urodela are
polyploid, since such animals have been
found whereever large number of offspring
were analysed (Fi1g.7)).

Only in the Apoda have no polyploidies
been observed to date:; then again, there
have hardly been enough cytogenetic studies
performed on them.

The naturally occurring polyploid species or
populations of Anura and Urodela dis-
covered hence are listed in the Table 1. The
first report of a tetraploid population of
Anura was made on the South American
species Odontophrynus americanus (Begak
et al., 1966). Investigations on a great num-
ber of animals from Brasil, Argentina and
Uruguay have established that O.america-
nus only occurs in the diploid 2n=22 or
tetraploid 4n = 44 state (Bogart, 1967; Barrio
and Rinaldi de Chieri, 1970; Barrio and
Pistol de Rubel, 1972). Observations of the
meiotic stages in the tetraploid animals in
some cases revealed quadrivalent pairings
involving the four supposedly homologous
chromosomes (Bogart and Wassermann,
1972 Becak et al, 1967). In the octoploid
species Ceratophrys ornata, it was even pos-
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Tab. 1. Polyploid species or populations found in Anura and Urodela.

Order Family Species Diploid Palyploid Reference
Anura Pipidae Xenopus vestitus dn= 72 !
Xenopus wittei - dn= 72 2
Xenopus ruwenzoriensis - on = 108 3
Ceratophrydidae Ceratophrys ornata 2n=26 8n = 104 4
Odontophrynus americanus Wz 22 dn= 44 5
Leptodactylidae Pleurodema bibroni - 4n= 44 6
Pleurodema kriegi - dn= 44 6
Hylidae Hyla versicolor - 4n = 48 7
Phyliomedusa burmeisteri 2n=26 dn= 352 g8
Bufonidae Bufo danatensis dn= 44 9
Bufo virdis Py )2 dn= 44 10
Bufo sp. 2n == 20 4n= 40 i1
Ranidae Rana esculenta 2n=126 In= 39 12
Pyxicephalus delalandil 2n=26 dn= 52 1t
Dicroglossus occipitalis 2n=26 dn= 52 1t
Urodela Ambystomatidac Ambystoma platineum - 3n= 42 13
Ambystoma tremblayi In= 42 13
Ambystoma texanum In= 42 14
x Al laterale
Sirenidae Siren mntermedia 4n= 46 15
Siren lacertina dn= 32 15
Pseudobranchus striatus dn= 64 15

{1y Tymowska et al.. 1977, (2) Tymowska and Fischberg, 1980a. (3) Tymowska and Fischberg, 1980b. (4) Barrio and
Rinaldi de Chieri. 1970a. (3) Begak et al.. 1966; Bogart and Wassermann, 1972, (6) Barrio and Rinaldi de Chieri,
1970b. (7) Wassermann, 1970. (8) Begak et al., 1970; Batstic et al.. 1975, (9) Pisanewz, 1978, (10y Mazik et al., 1976.

{11y Bogart and Tandy, 1976. (12) Gunther. 1970, 1975, (13) Uzell, 1963. (14) Downs,

Olmo. 1974,

sible to demonstrate octovalents. hexa-
valents, quadrivalents and bivalents. On the
other hand. the meiosis of the tetraploid
Pleurodema, Xenopus. Bufo and Dicroglos-
sus exclusively revealed bivalents (see refer-
ences in Table 1). Then again, the hexaploid
Xenopus and the tetraploid Pyxicephalus
exhibit some few multivalents. Multivalent
pairings have generally been considered evi-
dence for chromosomal homology. The ques-
tion of whether the polyploid species are
autopolyploids (evolved by polyploidization
from a single species) or allopolyploids
(evolved from interspecies hybrids and
secondary polyploidization) 1s comprehen-
sively reviewed by Bogart (1980). It is prob-
able that i the polyploid species of Amphi-
bia a “diploidization-process™ similar to the
one in polyploid fish species becomes effec-
tive, causing a divergence in the develop-
ment of chromosomes and genes initially
identical. This diploidization is propelled by
centric fustons, inversions and reciprocal
translocations. After the “diploidization-
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1978, (135) Morescalchi and

process” is completed, the inital polyploidy
can no longer be readily recognized on the
basis of the chromosome morphology or the
pairing configuration of the meiotic chromo-
somes. Among the Urodela, there exists the
all-female triploid populations of Ambysto-
ma. which reproduces gynogenetically. They
require sperm nuclei from a related diploid
bisexual species for the activatton of the
eggs. The 3 species of the urodelan family
Sirenidae (Siren intermedia. S.lacertina and
Pseudobranchus striatus) also seem to show
traces of a tetraploid condition; most of their
chromosomes can be arranged in quartets of
similar length and morphology (Morescalchi
and Olmo. 1974).

Genome sizes in the Amphibia

The polyploidies described in the last section
can also be perceived by determining the
DNA-content with cytophotometric
methods. The nuclear DNA amounts of




twelve species and subspecies of Xenopus,
which were determined by Thiébaud and
Fischberg (1977). can serve as an example of
this. The lowest DNA amount (3.5 picograms
DNA/diploid nucleus) was found in X. tropi-
calis. which possesses only 20 chromosomes.
The species with 36 chromosomes has DNA
amounts of 6.35-8.45 pg. The DNA value is
roughly doubled (12.8 pg and 12.5 pg) in the
two tetraploid species X. vestitus and X. wit-
ter with their 72 chromosomes. Finally. the
highest DNA content (16.2 pg) was found in
the tetraploid species X. ruwenzoriensis. This
example shows how the genome can increase
through the multiplication of whole sets of
chromosomes,

With regard to the genome size. the Amphi-
pia, along with the lung fish (Dipnoi) are
distinctly different from the rest of the verte-
brates. Whereas in other vertebrates the
DNA content per diploid nucleus is around
10 picograms or below, the Amphibia dis-
play values considerably above this figure
(Fig.2). In addition to this, there exists in the
Amphibia and Dipnoi a very high inter-
specific variability of the genome sizes. In
Urodela. the highest DNA values were found
in species from the families Amphiumidae,
Proteidae and Sirenidae (90- 189 pg) and the
lowest in the families Plethodontidae and
Salamandridae (30-86 pg). A common
characteristic of the Urodela with the max-
imum genome sizes seems to be a larval or
semi-larval mode of existence. This has led
several authors to see a correlation between
the genome size and the length of the larval
period in Amphibia (Commoner. 1964: Goin
et al.. 1968). The genome sizes would accord-
ingly have both an “adapuve™ function as
well as an evolutionary significance (Mores-
calchi, 1973; 1975). The highest DNA values
of the Anura occur in the primitive family
Discoglossidae (10-21 pg). the lowest in the
Pelobatidae (1.6-8.9 pg). Those species with
the extremely low genome sizes (genus Sca-
phiobus of North America) go through the
extraordinarily short embryonic period of
only 2 (!) days: this can also serve as a
confirmation of the correlation between the
genome size and the length of the larval
period,

There arises the question of the other factors.
besides polyploidization, on which the ex-
ceptionally great inter-specific and inter-

familial differences of the genome sizes in
the Amphibia could be based. It has been
shown, mainly by the kinetics of renatura-
tion of DNA, that the genomes of all
eucaryotes are comprised of single-copy
(“unique™)  sequences, of intermediately
repeated and of highly repeated sequences
(Britten and Kohne, 1968). The various spe-
cies differ from each other mainly in the
guantity of the intermediately and highly
repeated sequences of DNA. The renatura-
tion kinetics performed with the DNA of
some species of Anura and Urodela permit
the conclusion that the quantity of interme-
diately and highly repeated sequences is
greater in those species with a larger genome
(Britten and Davidson. 1971; Straus, 1971
Morescalchi and Serra, 1974: Mizuno and
Macgregor. 1974). Baldari and Amaldi
{1976) compared the genomes of two species
each of Anura and Urodela with highly
varied DNA content: Xenopus laevis (6 pg
DNA) with Bufo bufo (14 pg DNA) and
Triturus cristatus (46 pg DNA) with Nectu-
rus maculosus (104 pg DNA). It turned out
that within each subclass the two species
analysed possess about the same absolute
amount of single-copy sequences. The differ-
ences in the total nuclear DNA could be
accounted for by the quantitative differences
of the repetitive sequences. Furthermore, it
could be shown that the great difference in
the DNA content between the Anura and
Urodela involves all sequence classes in
parallel. There is at present no convincing
interpretation concerning the funcuon of the
sizeable amounts of repetitive DNA in the
genomes of the eucarvotes. The mechanism.
besides polyploidization. by which the
amount of nuclear DNA can increase is a
repeated tandem gene duplication (Ohno.
1970). Since these duplications can proceed
uniformly within the entire genome. this
would alter only the chromosome length, but
not the chromosome number.

In favorable instances, the highly repetitive
DNA can be separated from the rest of the
DNA by equilibrium density gradient cen-
trifugations of the DNA in Ag*-Cs,S0O, or
CsCl in analytical or preparative ultracentri-
fuges. Due to the high proportion of AT- or
GC-base pairs. the highly repetitive DNA
then appears as a light or heavy “satellite™,
respectively. The satellite DNAs constitute a
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Fig 2. Minimum and maximum DNA contents in vertebrates. The data are compiled by Morescalchi (E()f?) Note
the extrcmely high DNA values and interspecific variability in the Dipnoi (15) and the Amphibia (11, 13).
Mammalia: (1) Eutheria. {2) Marsupialia. {3) Monotremata. Aves: (4) Carinatae. (5) Ratitae. Reptilia: (6) C"mcc,)ciin
ha. (7) Ophidia (8) Sauria. {9) Rhyncocephalia. {10) Chelonia. Amphibia: (11) Anura. (12) Urodela. (13} Apoda
Osteichthyes: (14) Latmeria. (15) Dipnoi. (16} Polypterini. {17) Teleostei. (18) Chondrostei. (19) Holoster
Lhendnchlhyes (20) Batoidea. (21) Selachii. (22) Holocephali. Agnatha: (23) Myxinoidea. (24) Petromyzonta.
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readily available and pure fraction of DNA,
whose chromosomal location can be made
readily visible by the so-called in situ hybrid-
ization of radioactive complementary RNA
or DNA (for reviews see Gall and Pardue,
1969; Henmg, 1973, 1976). The experiments
using in situ hybridization have demonstrat-
ed that satellite DNA s located predomi-
nantly in the constitutive heterochromatin of
the chromosomes (see next section). Thus
satellite DNAg were localized 1n the constitu-
tive heterochromatin in several species of the
genus Plethodon by Macgregor (1973) and in
Xenopus (Anura, Pipidae) by Pardue (1974).

Banding methods in amphibian cytogenetics

The methods of chromosome analysis newly
developed in the past decade on the one
hand permit exact studies on the karyologi-
cal relationships among the species, and on
the other hand they produce precise infor-
mation on the fine structure of the chromo-
somes. In a few cases, it was even possible to
obtain mformation about the function of
specific chromosome regions. An almost
complete review of these new methods was
written by Bostock and Summner (1978) and
Dutritlaux (1975). These methods were pri-
marily developed on the metaphase chromo-
somes of mammals and later used with great
success on the lower vertebrates as well. A
preliminary account of the vertebrate species
studied shows that m comparison with the
enormous number of publications on mam-
malian species. there are only few completed
studies on amphibians or other lower verte-
brates (reptiles and fish) available to date.
However, with these modern methods of
cylogenetics a great number of data about
these organisms will become known in the
next years.

DNA-base specific fluorochromes, which
produce characteristic  transverse  bands
along the metaphase chromosomes of higher
vertebrates are increasingly used to charac-
terize the karvotypes. Each chromosome pair
exhibits its own pattern of transverse bands.
This permits a more precise identification of
chromosomal rearrangements (inversions.
translocations, etc.) which took place in the
course of karyological evolution than was
possible with conventional methods. Such

DNA-base specific fluorochromes are. for
instance, the AT-specific quinacrine mustard
and Hoechst 33258 or the GC-specific mith-
ramycin and chromomycin A,. Those band-
ing patterns produced by the staining with
the AT-specific fluorochromes (Q-bands) are
usually exactly the reverse of the patterns
produced with the GC-specific fluoro-
chromes (R-bands). The use of these fluoro-
chromes on the chromosomes of the lower
vertebrates (amphibians, fish) showed a
remarkable difference to the results obtained
on the chromosomes of the higher verte-
brates. None of the euchromatic chromo-
some regtons of any of the amphibian species
examined to date revealed any such multuple
banding patterns. The euchromatin mainly
fluoresces with a uniform intensity (Fig.3a-
d). All of those chromosome regions found to
fluoresce significantly stronger or weaker
than the euchromatin (Fig. 3a-d) could, after
closer analysis, be identified as constitutive
heterochromatin. It was also not possible to
induce multiple bands in the euchromatic
chromosome regions (G-bands) by enzymati-
cally treating amphibian chromosomes with
trypsin (Seabright, 1971) or pronase (Dutril-
laux et al.. 1971). The lack of such multiple
Q-. R- and G-bands in the ecuchromatic
regions of amphibian chromosomes can be
partially attributed to the extremely strong
spiralisation of the chromosomes in the
metaphases. The distances between the indi-
vidual bands in the euchromatin of the am-
phibian metaphase chromosomes is probably
too slight to be resolved with a light micro-
scope. Thus, the comparison between the
chromosomes of man (as a representative of
the mammals) and several Anura showed the
average DNA-content per wim chromosone
length to be a factor of 1.5 to 3 higher in the
metaphases of Anura (Schmid, 1978a). 1t 1s
also possible, however. that those additional
factors thought responsible for the occur-
rence of the banding patterns in higher ver-
tebrates (Comings et al.. 1975) are missing
on the amphibian chromosomes. Staining
the amphibian chromosomes with the
various fluorochromes also revealed yet oth-
er significant differences to the chromosomes
of the higher vertebrates. Thus, in all fami-
lies of Anura and Urodela examined to date.
a remarkably large number of species was
found possessing chromosomes with quina-
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Fig. 3 Metaphases of four amphibian species stained with {4, by quinacrine mustard and (¢ dy mithramyan, {a)
Triturus alpestris (Urodela, Salamandridag). () Pachvmedusa dachnicolor (Anura, Hylidae), (¢) Buto americanus
{Anura. Bufonidae). (dy Rana catesbeiana (Anura, Ranidae). Note the very brightly fluorescing AT-rich heterochro-
mate regions in (4, b) and GC-rich heterochromatic regions in {¢. dy. The euchromutic chromosome regions
fluoresce with uniform mtensity by comparison.

crine-bright and consequently AT-rich con-
stitutive heterochromatin (Schnud, 19784, b
1980: Schmid et al., 1979). The guinacrine
mustard-stained chromosomes of Triturus al-
pestris (Fig.3a), Pachymedusa dachnicolor
{(Fig.3b) and Bufo americanus (Fig.4b) are
shown as examples for this. Species with AT-
rich heterochromatic chromoseme  regions
are very rare in mammals (Jalal ¢t al., 1974).
Most of the constitutive heterochromatic
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chromosome regions of the Amphibia are
GC-rich, as the stainings with the GC-speaif-
i fluorochromes mithramycin and chromo-
mvein A, revealed (Figs. 3¢, d: de, ). In the
karvotypes of all amphibian species mnvest-
gated. the regions fluorescing the brightest
with GC-specific fluorochromes (Fig.4k) are
the nucleolus organizer regions (see below).
The nucleolus organizers of mammals de not
display any remarkably bnight fluorescence




following treatment with these two GC-spe-
cific  fluorochromes  (Schweizer. 1976
Schnedl] et al.. 1977). 1t 1s conceivable that
several factors in the Amphibia join o cause
the mithramycin- or chromomycin A,-fluo-
rescence of the nucleolus organizers: the very
high number of ribosomal genes (e.g. about
450 repeating units in the nucleolus organiz-
ers of Xenopus laevis: Brown and Dawid.
1968). the higher spiralization of the chroma-
tin and a very high fraction of GC-base pairs
in the sequences separating the ribosomal
genes from each other (“spacer sequences™
about 73% GC-content in X.laevis: Brown et
al.. 1972).

The most customary method for staining all
heterochromatic chromosome regions, inde-
pendent of their AT- or GC-content. is prob-
ably the denaturation-reassociation-techni-
que (C-band-technique: see Bostock and
Sumner, 1978). Since this staining is done
with common Giemsa. the chromosomes can
be analysed under the bright-field micro-
scope (Fig.4a, e, 1). The number hetero-
chromatic regions on the amphibian
chromosomes is, compared with the chromo-
somes of other vertebrates, relatively high
(see below). Since in addition the diploid
chromosome number of Amphibia rarely
exceeds the value of 2n = 30 in most species,
the chromosomes can be fairly well identified
with these C-bands. The comparison be-
tween the C-bands and the banding patterns
induced with AT- and GC-specific fluoro-

chromes permits definitive statements about
the distribution of the constitutive hetero-
chromatin as well as its chemical composition
(Schmid. 1980a). A summary of the staining
reactions of the constitutive heterochromatin
with the different banding methods and the
base compositions deduced therefrom 1s
given in table 2.

The AgNO,-staining method developed five
vears ago (Goodpasture and Bloom, 1976)
serves to specifically demonstrate the nucleo-
lus organizer regions in the interphase cell
nucleus and on the metaphase chromosomes
(Fig.4d. h, m). The term nucleolus organizer
region denotes that position of the genes
responsible for the formation of nucleoli n
the interphase nucleus (synthesis of ribo-
somal 18s and 28s RNA). These nucleoli are
occasionally apparent as secondary constric-
tions in the chromosomes. AgNO,-staining
does not label the ribosomal genes (rDNA)
itself, but rather ribonucleoproteins. which
accumulate at the nucleolt of the interphase
cell nuclei and in the nucleolus organizer
regions of the metaphase chromosomes
which had been active in the preceding
interphase (Schwarzacher et al. 1978).
Homologous chromosomes rather frequently
have considerable differences in the size of
their silver-stained nucleolus organizers
(Fig.4d. h. m). The position of the nucleolus
organizers and their number in the karyo-
types of Amphibia will be discussed further
on in the paper.

Tab.2. Summary of the differential stainability of the various chromatin categories in 26 species of Anura investigat-

ed and the DNA base compositons deduced therefrom.

Chromatin class Differential stainability®)

Presumed DNA
base composition

C-bands Fluorochromes
{Gremsa) AT-specific GCespecific
DAPI Hoechst  Quinacrine Mithra-  Chromo-
33258 mustard mycin mycin A,
(Q-bands)
Euchromatin -~ - - - -
Heterochromatin + + + - - AT-rich
+ — - + + GC-rich
e - - + + GC-rich
+ - e - - AT+ GC-nch (7}
Nucleolus organizer
regions + or - = 3 A + + GC-rich

“yDifferential stainability implies a positive reaction of the chromatin of the metaphase chromosomes. The
suchromatin shows a uniform and weak reaction to all stains { — ). Some C-bands show a very weak reaction to the
denaturation-reassociation technique; this class is designated with + —. These data were taken from Schmid

(1980a).
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Constitutive heterochromatin

There are several characteristic features of
the constitutive heterochromatin of the eu-
caryotic chromosomes: late DNA replication
in the S-phase, condensed state in interphase
nuclei. very large amounts of repetitive DNA
sequences, differential staining with banding
techniques. enhanced frequency of spon-
taneous or induced breakages, low crossover
frequency in meiosis and genetic inertness.
However, it 1s established that no class of
constitutive heterochromatin possesses all of
these features. It can therefore not be ex-
cluded that some of the heterochromatic
chromosomal regions in the amphibian spe-
cies studied to date were not revealed by the
banding techniques used. A summary of the
differential staining of the various chromatin
classes with the different staining techniques
employed is shown in table 2.

The amphibian chromosomes differ from
most karvotypes 1n the other classes of verte-
brates in the high frequency of constitutively
heterochromatic regions. On most of the
chromosomes analyzed the number of
heterochromatic bands (C-bands) is largely
independent of the length or the DNA-
content of the chromosomes (Schmid. 19784,
b). The small chromosomes can contain just
as many or even more heterochromatic
regions as the largest chromosomes of the
karvotypes (Fig.5). This holds true for the
highly evolved as well as for the primitive
groups of Amphibia. Three heterochromatic
regions can almost always be discerned on
the chromosomes of the Anura: the centric
region and the two telomeres. There are in
addition  occasionally  1-3  interstitual
heterochromatic bands. The nucleolus orga-
nizer regions are always associated with the
constitutive heterochromatin.

The interspecies-comparisons of the chromo-
somal position of the constitutive heterochro-
matin are of great importance. It has been
shown, that although many species within
each genus have a uniform basic banding
pattern, there are always strong deviations
from it in individual species (Schmid, 1978a.
b: King, 1980). Thus. for instance although
the chromosome morphology between the
species from the genus Bufo with its 2n =22
chromosomes is very similar in general, the
occurrence of large. brightly fluorescing
heterochromatic regions (Fig.4b) 1s restrict-
ed entirely to the chromosomes of the North
American species. Xenopus laevis  and
X.muelleri also exhibit few differences with
regard to chromosome morphology, yet only
X.muelleri possesses extraordinanly large
AT-rich heterochromatic regions (Pardue,
1974). Rana erythrea (Fig.Su) can be men-
tioned as a further example, possessing sig-
nificantly more interstitial heterochromatin
than any of the other Rana species (Fig.5
o-u). One of the more unusual features of
Australian Hylidae of the genus Litoria is the
shared similarity in gross chromosome mor-
phology between the species, contrasted to
the extensive C-banding variation (King,
1980). These examples were chosen to
demonstrate that the heterochromatic pat-
terns on the chromosomes of an amphibian
species can change very rapidly. A connec-
tion between the heterochromatic pattern on
the chromosomes and any evolutionary
parameters could, except for the heteromor-
phic sex chromosomes (see below). not be
established. It is absolutely possible that the
distribution and amount of constitutive
heterochromatin are very variable proper-
ties, which have significantly contributed to
the chromosomal isolation mechanisms in
evolution.

Fig. 4. Comparison of various banding methods performed on the chromosomes of several species of Anura. (a-d)
Dipleid karvotypes of Bufo americanus. (e-h) Diploid karyotypes of Rana erythrea. (i-m) Chromosome pairs of 11
anuran species on whom the nucleolus organizer regions are stained. Bufonidae: (B.g.) Bufo garmani. (B.m.)
B.marinus. (B.a.) Bufo arenmarum. (B.ma.) B.mauritanicus. (P.h.) Pedostibes hosii. Ranidae: (R.m.) Rana
macrodon. (P.a.) Pyxicephalus adspersus. Rhacophoridae: (C.x.) Chiromantis xerampelina. Microhylidae: (K.p.)

Kaloula pulchra, Pelobatidae: (P.£) Pelobates fuscus.

{a. e, i) C-bands after the denaturation-reassociation-method. (b, g. 1) Q-bands after direct staining with quinacrine
mustard: note the brightly fluorescing (AT-rich) heterochromatic regions. (c. f. k) Direct staining with mithramycin:
note the brightly fluorescing (GC-rich) heterochromatic regions. Compare the opposite banding patterns of the
quinacrine- and mithramycin-stained heterochromatic bands. (d. h, m) AgNO,-staining for the specific labeling of
the nucleolus organizer regions. Note that the nucleolus organizer regions which stained strongly with Ag show an
extremely bright fluorescence with mithramycin (c. £, k). In (a-h) the nucleolus organizers are marked by dots to the

left of the corresponding chromosomes.
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Considerable differences can be found be-
tween the heterochromatic regions of homol-
ogous chromosomes in individual animals
(Schmid. 1978a. b). This intra-individual
variability is a general property of constitu-
tive heterochromatin and is also found in all
other vertebrate classes. It 1s attributed to
unequal cross-over between the heterochro-
matic regions in meiosis. Fig. 3v shows sever-
al such variable heterochromatic regions in
the karyotype of Pachymedusa dachnicolor.
If. however, these heteromorphisms are res-
tricted to one and the same chromosome pair
in only one sex of a certain species, they may
also be heteromorphic sex chromosomes (sec
below).

As already described for the chromosomes of

other vertebrates. the constitutive hetero-
chromatin in Amphibia is extremely hetero-
geneous. Thus, a denaturation in alkali for
different lengths of time can be used for
demonstrating  specific  heterochromatic
regions, as is shown in the example of Rana
catesheiana (Fig. 5q.r).

The analysis of urodelan chromosomes with
the C-band technique and fluorochromes has
hitherto been limited almost entirely to spe-
cies of the family Salamandridae (genus
Triturus) (Mancino et al.. 1977; Ragghiantu
et al., 1978: Schmid and Krone, 1976:
Schmid et al.. 1979). In these species. the
heterochromatic  regions are  primarily
concentrated at the centric. para-centric and
interstitial  portions of the chromosomes
(Fig.9¢-f). On the other hand. important
experiments are being at this time performed
on mitotic chromosomes and lampbrush
chromosomes of the female metosis of Tritu-
rus with the in situ hybridization technique
of intermediately and highly repetiive
DNA. This permits the precise determina-

tion of the chromosomal position (highly
repetitive DNA is preferentially localised in
the constitutive heterochromatin) of these
DNA sequences {Macgregor and Andrews,
1977: Macgregor. 1979}

Nucleolus organizer regions (NORs)

The AgNO,. staining method permits a
quick and easy localization of the chromo-
somal NORs and thus opens a new way for
interspecies comparison. It is feasible that
karyotypes with one single homologous pair
of NORs are more primitive than those. in
which the NORs are scattered over several
chromosomes (Hsu et al.. 1975). Accordingly.
the number of NORs has remained constant
in the anuran family of Bufonidae despite
multiple speciation (Fig.6. 7). Although the
NORs have reached the most chromosome
pairs as whole packages by means of translo-
cations (Fig.6h) and inversions (Fig.6g).
they were not distributed in the genome as
smaller units, In the karyotypes of species
belonging to the same or closely related
species-groups. the silver-stained NORs are
always localized in the same chromosome
regions. In North American toads (Fig.6a-f)
the pericentric region on the largest chromo-
some appears to be preferred as NOR. One
single pericentric inversion on the same chro-
mosome seems to have shifted the NORs in a
terminal position (Fig.6g). In contrast, the
NORs in the South American toads are
localized in the short arms of the chromo-
somes 7 (Fig.6i. j). and are situated in dif-
ferent chromosomes in the Eurasian species
{Fig. 7a-¢). The NOR-carrying chromosomes
No.6 in those African teads with 2n=20
chromosomes (Fig. 7g-1) could have originat-

Fig. 5. The distribution of the constitutive heterochromatin (C-bands) on the chromosomes of various species of
¢a-m) Bufonidae, (n-u) Ranidae and (v) Hylidae. (a-u) Haploid karyolypes and (v) diploid karyotype. (a) Bufo
americanus. (b) B.fowleri. (¢) B.terrestris. (d) B.valliceps. (¢) B.compactilis, (N B.punctatus. (g) B.boreas. th)
B.bufo. (i) B.viridis. (k) B.calamita. (1) B. parvus. (m) B.mauritanicus. (n) Rana erythrea. (0) R.sphenocephala. (p)
R.palustris. (g. r) R.catesbeiana. (s) R.ridibunda. (1) R.temporaria. (u) R.esculenta and (v) Pachymedusa
dachnicolor. The points on the left side of the chromosomes mark the position of the nucleolas organizer regions
{compare with Figs.6-8). Note the frequent localization of the constitunve heterochromatin in the centric regions
and telomeres of the chromosomes. The nucleolus organizers are always associated with heterochromatin. (q. 1)
Demonstrates the different sensitivity of individual C-bands by prolonged pretreatment with alkali in Rana
catesheiana: (q) § min denaturation of the chromosomes in Ba(OH), results in a maximum number of C-bands; (r)
20 min denaturation leaves only the C-bands in chromosomes No. 7 and 8 remaining. (v) In the diploid karyotype of
Pachymedusa dachnicolor those heterochromatic regions with variations between the homologous chromosomes are

indicated by arrows.
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ed from the African species with 2n=22
chromosomes (Fig. 7f) by way of a fusion of
the two small chromosomes. one of which
contained the NOR. The genus Rana shows
that other situations can also exist in the
distribution of the NORs: most of the frogs
of this genus have 26 metacentric and sub-
metacentric chromosomes with 5 larger and
8 smaller pairs. They all have a pair of large
NORs in the long arm of chromosome No. 10
(Fig.8a-g). This position of the NORs would
accordingly have remained preserved during
evolution. Surprnsingly, however some spe-
cies have between 2 and 5 pairs of additional
small NORs on the various smaller chromo-
some pairs (Fig.8d-g). Since the morphology
of the chromosomes remained very constant
during the evolution of the Rana-karyotypes
and since the large “standard NORs™ in the
chromosome 10 were preserved. one can
duly ask in what way the additional NORs
could have come to be in so many different
positions in the karyotypes. Translocations
and inversions could hardly have been re-
sponsible, as these would have altered the
karvotypes of most species in the most
various manners. One possible explanation is
the mechanism of amplification of ribosomal
cistrons in the Amphibia. It is known that
during oogenesis the 18s and 28s rDNA 1s
selectively amplified and used for the ex-
trachromosomal nucleoli 1n  the oocyte.
There also exists the possibility, although as

vet without experimental evidence. that
these  extrachromosomal rDNA  might

become reintegrated at various additional
sites on the chromosomes (Buongiorno-Nar-
delli et al., 1972: Hourcade et al., 1974). This
reintegration does not alter the morphology
of the chromosomes. These examples show
that a careful analysis of the localization of
NORs can pose new questions about the
evolution of amphibian karyotypes.

Sex chromosomes in Amphibia

Although numerous careful cytogenetic
studies were performed with conventional
cvtogenetic methods (for reviews see Mores-
calchi, 1973: Singh, 1974) and with modern
techniques. heteromorphic sex chromosomes
could only be determined in very few spe-
cies. These were all discovered in the last two
vears. It can be said in advance. that no
uniform type of sex determination exists for
either Anura or Urodela. Both orders exhibit
the XX/XY-type as well as the ZZ/ZW-type
of chromosomal sex determination.

In the Urodela, sex-specific chromosomes
were determined in the family Salamandri-
dae. Thus, in Triturus alpestris and T.vul-
garis (Fig.9¢-f) the male animals have one
heteromorphic chromosome pair, of which
only one homologue displays heterochromat-
ic telomeres in the long arms: the telomeres
of the other homologue are euchromatic. In
the female animals, this chromosome pair is
found to be homomorphic and contains no
telomeric heterochromatin (Fig.9c-f). The
cross-over frequency between the heteromor-
phic chromosome arms in the male meiosis
of these species is highly reduced. In the
male meiosis of Triturus vulgaris, the hetero-
morphic chromosomes No.5 form bivalents
with chiasmata exclusively in the short arms
(Fig. 10a, b). After the chiasmata terminalize
in the late diakinesis stage. the short arms of
chromosomes No.5 are always paired end-
to-end. whereas the heteromorphic long
arms point into opposite directions. During
the meiosis of Triturus alpestris, the hetero-
morphic chromosomes 4 form bivalents with
chiasmata in the long and short arms
(Fig. 10e, ), as well as bivalents with the
chiasmata exclusively i the short arms
(Fig. 10c. d). Whenever chiasmata are pre-
sent on both chromosome arms. the paired

Fig 6. AgNO,-stained nucleolus organizers (see arrows) in the diploid karyotypes of (a) Bufo americanus, (b)
B.fowlert (¢) B.terrestris, (d) B.valliceps. (e) B.compactilis and (f) B. punctatus. All Bufo-species i (a-f) have their
nucleolus organizers in the proximal portion of the long arms of the ¢hromosomes No. 1. By way of a pericentric
inversion, these nucleolus organizers can reach the telomeres of the short arms. as is the case in (g) Bufo boreas.
Row (h) shows an exceptional karyotype of a Bufo americanus in which a reciprocal translocation had ocurred
between one chromosome No. 1 and 2: this places one of the nucleolus organizers onto a different chromosome. The
karyotype of this animal was also examined by C-banding. which confirmed the reciprocal translocation. All Bufo-
species in {a-h) are from North America. The two species in (i} Bufo arenarum and (j) B.marinus on the other hand
are from South America; their nucleolus organizers are localized in the short arms of the chromosomes No. 7.
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Fig. 8. AgNO ,-stained nucleolus organizers (see arrows) in the diploid karvotypes of (a) Rana temporaria, (b)
R.esculenta. (¢) Roridibunda. (&) R.catesbeiana. (e) R.sphenocephala. (f) R.palustris and (g) R.erythrea, The
species (a-¢) are indigenous 10 Central Europe, the species (d-) to North America and (g) 10 Southeast Asia. All
species have a large nucleolus organizer in the long arm of chromosome No. 10, In addition 10 this, this species in
(d-display small nucleolus organizers in several chromosome pairs. Also note the supernumerary B-chromosome in
the karvotvpe of {a) Rana temporaria.

Fig. 7. AgNOQ,-stained nucleolus organizers (see arrows) in the diploid karyotypes of (a) Buto vindis. (b) B.bufo, (¢)
B.calamita. (d) B.parvus and (¢) Pedostibes hosii. These species are indigenous to the Eurasian region. They each
possess one pair of nucleolus organizers. () Bufo mauritanicus is an African species possessing. like the Bufo-species
in America, Europe and Asia 2n =22 chromosomes. The African species (g) Bufo garmani, (h) B.poweri and (i)
B.regularis on the other hand only have 2n= 20 chromosomes. In all three species, the nucleolus OTZANIZErs are
localized in the long arms of the chromosomes No.6. Row (j) shows an exceptional triploid karyotype found in an
animal classified as Bufo poweri (?). Note that the nucleolus organizers in this animal are localized in chromosome

Na. 7.
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chromosomes 4 form ring-like bivalents after
the chiasmata have terminalized (Fig. 100).
Whenever the chiasmata are located exclu-
sively on the short arms, however, end-to-
end paired bivalents, whose heteromorphic
regions point into opposite directions, must
develop (Fig. 10d). The homology between
the long arms of the sex-specific chromo-
somes No.4 of Triturus alpestris would
therefore have been largely preserved. The
homology of the long arms of the sex-specific
chromosomes No.5 of Triturus vulgaris, on
the other hand, would be completely lost.
The differentiation of the long chromosome
arms has not influenced the homology be-
tween the short arms of the sex-specific chro-
mosomes of these species. The C-band pat-
terns and the pairing configurations of the
sex-specific chromosomes in the male meio-
sis indicate that these urodelan species pos-
sess an XX/ XY-type of sex determination. A
review of the literature on experimental spe-
cies hybrids. on the gonadic structure of
haploid and polyploid animals and on sex-
linked genes provided further evidence 1in
favour of male heterogamety in Triturus
(Schmid et al.. 1979). Another case of XX/
XY-type of sex determination was found in
the family Proteidae: in the neotenic, peren-
nibranch species Necturus maculosus, Ses-
stons (1980) was able to demonstrate highly
differentiated sex chromosomes in the males.
The X and Y chromosomes differ greatly mn
size and morphology. the X being one of the
largest biarmed chromosomes in the karyo-
tvpe. the Y on the contrary being diminutive
and composed almost entirely of constitutive
heterochromatin. In the family Plethodonti-
dae. certain neotropical  bolitoglossines
(Thorius. Oedipina and Chiropterotriton)
have heteromorphic XX/XY-sex chromo-
somes (Léon and Kezer. 1978). Contrasting
with this situation. there is a ZZ/ZW-type of
sex determination without heteromorphic
somatic sex chromosomes in Pleurodeles

waltlii  (Salamandndae) and Ambystoma
mexicanum (Ambystomatidae), as shown by
the analvysis of the sex of the progeny of sex-
reversed females (Gallien. 1954; Humphrey.
1945).

In the Anura, the cvtogenetic studies on the
occurrence of heteromorphic sex chromo-
somes are marked by conflicting results. Al-
though sex chromosomes were described in a
total of 15 anuran species in the studies
performed with the conventional techniques.
none of these findings could stand up to a
detailed re-examination with the improved
methods (Singh, 1974; Schmid, 1980b). Non-
cytogenetic methods showed that there 1s no
uniform type of genetic sex determination 1n
Anura. Thus, in Xenopus laevis, female
heterogamety was clearly determined by
analvsing the sex of the progeny of sex-
reversed females (Chang and Witschi, 1955).
According 1o the study of Ponse (1942) on
hermaphrodite animals, the females of Bufo
bufo also seem (o be heterogametic. On the
other hand, investigations of the sex of par-
thogenetically bred frogs and sex-reversal
experiments in Rana and Bombina have
always shown the male sex to be hetero-
gametic (Kawamura and Nishioka. 1977).
The only certified heteromorphic sex chro-
mosomes in Anura to date were found in the
South African frog Pyxicephalus adspersus
(Ramidae) (Fig. 10a, b). All of the male ani-
mals of this species hitherto examined had
ZZ sex chromosomes and all female animals
had ZW sex chromosomes (Schmid. 1980).
The W chromosome is considerably smaller
than the Z chromosome and consists to a
great portion of constitutive heterochroma-
tin. The fact that of the heteromorphic sex
chromosomes found in Amphibia to date 1t 1s
always the Y- or W sex chromosome and
never the X- or 7Z sex chromosome which
constitutes the derived chromosome (with an
increased amount of constitutive heterochro-
matin) indicates that they went through the

Fig 9 Examples of heteromorphic sex chromosomes in Amphibia. The karyotypes show the pattern of the
constitutive heterochromatin (C-bands). Male karyotypes are displayed in the left half, female karyotypes on the
right. The sex chromosomes are framed. (a, b) Pyxicephalus adspersus from South Africa. (¢, d) Triturus alpestris
and (e. ) Triturus vulgaris from Central Europe. Note in (b) the highly heteromorphic sex chromosomes. No.8 in
the female sex of Pyxicephalus adspersus (ZW sex chromosomes). In (¢) Triturus alpestris and (e} T.vulgaris the
heteromorphism of the sex chromosomes is restricted to a small region of the telomeres in the long arms of the
chromosomes No.4 and No. 5. respectively (XY sex chromosomes). This small heteromorphism does not exist in the

female karyotypes (d, ).



Fig. 10. Meiotic chromosomes from the male diakinesis of (a. b) Triturus vulgaris and {¢-f) Triturus alpestris. The
chromosomes exhibit the pattern of constitutive heterochromatin (C-bands). (a, ¢, ¢) represent complete diakineses,
(b, d. ) each show several examples of paired XY sex chromosomes from different diakineses. In (a, by Triturus
vulgaris the XY sex chromosomes always pair end-to-end with their short arms, while the heteromorphic long arms
point tnto the opposite direction. This is also the case in a part of the XY sex chromosomes {rom (c. d) Triturus
alpestris; in some diakineses of this species, however, an additional chiasma is localized in the long arms of the XY
bivalent (e, ). This permits the conclusion that the genetic homology still existing between the long arms of the sex
chromosomes of Triturus alpestris is greater than that between the sex chromosomes of Triturus vulgaris.
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same  stages in their morphological and
molecular differentiation as did the sex chro-
mosomes of snakes, birds and mammals
(Singh et al.. 1976, 1980).

Rates of chromosomal- and protein evolution
in Amphibia

Wilson et al. (1974) compared the relative
rates of protein {albumin) evolution and
chromosomal evolution in Bufonidae. Rani-
dae. Hylidae (i.e. highly evolved Anura) and
mammals. It was found that the average rate
of change in the chromosome number was
about 20 times faster in mammals than in
frogs. Mammals differing in only 6 albumin
units had a 50% chance of having a different
chromosome number., whereas in frogs the
same amount of molecular difference oc-
curred between species of identical chromo-
some number. Assuming that the rate of
mutant substitutions in albumin was the
same in mammals as in frogs (1.7 units per
10® years). the estimated rate of change in
the chromosome number was calculated to
be 1 every 3.5x 10° years in mammals,
whereas in frogs it was only 1 every 70 x 10°
vears (). Since, however, these investigations
were exclusively conducted on those families
of Anura with extremely conservative karvo-
types, they are not necessarily representative
of the Amphibia. Those groups distinguished
by a very variable diploid chromosome num-
ber should also be studied under this aspect.
Our understanding of the chromosomal evo-
lution in Amphibia will in the coming years
be considerably expanded by the combina-
tion of the cytogenetic data and serological
and biochemical methods of investigation.
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Polyploide, haploide, aneuploide Xenopus

Hans Rudolf Kobel

Abweichungen von der Diploidie stellen bei
Sidugetieren meistens eine letale genetische
Konstitution dar. Befunde sind hauptsich-
lich vom Menschen bekannt (Friedrich
& Nielsen, 1973; Boué et al. 1974), wo
Triploidie und autosomale Trisomien zu
spontanem Abortus oder zu stark verminder-
ter Lebensfihigkeit, begleitet von charakteri-
stischen Syndromen, fuhren. Amphibien, be-
sonders die Afrikanischen Krallentrosche
der Gattung Xenopus eignen sich vorziglich,
um solche abweichende Zustinde experi-
mentell zu erzeugen.

Polyploidie

Triploide Individuen konnen durch Blockie-
rung der zweiten metotischen Reifeteilung
der Eier erzeugt werden. und zwar mittels
Hitze (Smith, 1958), Kilte (Kawahara, 1978)
oder Druck (Miller et al., 1978; Tompkins,
1978). Hoher polyploide (tetraploide, pen-
taploide) Tiere lassen sich auf analoge Weise
mit Hilfe der spontan von Artbastarden pro-
duzierten, diploiden Eier herstellen (Tab. 1),
Diploide Eier entstehen aus spontan endore-
duplizierten Qozyten, wobei sich die verdop-
pelten Chromosomen jeder Art fir sich zu
Bivalenten paaren; die Meiose teilt somit
dem Eikern je einen vollstiindigen Chromo-
somensatz beider Arten zu (Kobel & Du
Pasquier, 1975; Miiller, 1977). Solcherart ex-
perimentell entstandene Polyploide sind nor-
mal lebensfihig.

Die Arten der Gattung Xenopus selbst stel-
len bezliglich sowohl der Chromosomenzahl
(Tymowska, 1976) wie auch der DNA-Men-
ge (Thiébaud & Fischberg, 1977) eine poly-
ploide Reihe in den Verhdltnissen 2:4:8:12
dar, wobei die Mehrzahl der Arten polyploi-
de sind (Tab. 1). Aus verschiedenen Griinden
bezeichnen wir jedoch Arten mit 2n =36
weiterhin als diploid. Arten mit 2n =72 und
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2n = 108 aber als polyploid, da deren Chro-
mosomensitze Vielfache des 36er Karyotyps
sind.

Haploidie

Befruchtung der Eier mit UV-bestrahlten
Spermien fuhrt zu gynogenetischer Entwick-
lung: einzig der Eikern steuert genetische
Information bei. Analog lassen sich androge-
netische Zyvgoten durch Bestrahlung des
Eikernes herstellen. Haploidie bewirkt bei
Xenopus charakteristische Entwicklungssto-
rungen, welche als Haploidie-Syndrom be-
kannt sind und 1n Verlauf der Embryogenese
zam Tode fuhren (Hamilton, 1963). Haploi-
die 1st ber Xenopus Arten aller Ploidiestufen
letal (Tab.1); getestet wurden X.l laevis
2n =36, X, vestitus 2n =72 und X.ruwenzo-
riensts 2n = 108. Ausnahme ist letztere Art
mit der hochsten Chromosomenzahl. bei
welcher ein geringer Prozentsatz haploider
Tiere die Metamorphose iberlebt. Polyploi-
de Xenopus Arten sind offenbar in funktio-
neller Hinsicht diplowdisiert, d.h. viele Gene
sind trotz der multiplizierten Chromosomen-
zahl nur als einzelne Allelenpaare vorhan-
den (Verlust Gberzahliger Allele durch Mu-
tation?). Die Ursachen der Letalitit bei ha-
ploider Konstitution sind unbekannt.

Aneuploidie

Mit Hilfe der speziellen Chromosomenver-
tetlung bet triploiden Bastard-Oozyten lassen
sich hypo- und hyperdiploide Zygoten her-
stellen (Tab.2). Triploide Bastardweibchen.
welche 2 Chromosomensitze der Art A und
| "der Art B enthalten, entstehen ber der
Befruchtung endoreduplizierter diploider
Eier von Bastardweibchen AB mit Spermien
der Art A. In den Oozyten solcher Tiere




Tab. 1 Experimentelle und natiirliche Polyploidie bei Xenopus, sowie Haploidie durch gynogenetische Entwicklung

Pk zweiter Polkorper, Sp = Spermium,

Experimentell (@;d& 2n = 36) Anzahl Natlirliche Arten
Chromo-
Diploide Oozyten Endoreduplizierte somen Anzahl | Gynogenetische
Bastard-Cozyten Arten Entwicklung
Ei Pk Sp Ei Pk Sp
. - - B
° 18 1 letal
- - + = (2n=20)
+ - +
36 7 letal
+ + - + - -
o
ol
+ * + + - + = 54 letal;
b bedingt
+ + - |5 72 3 lebensfdhig
L
+ + + |2 90
108 1 |

paaren sich die homologen Chromosomen A
zu Bivalenten, wogegen die Chromosomen B
als Univalente verbleiben (Miller, pers. Mit-
tetlung). Bivalente Chromosomenpaare wer-
den wihrend der Reifetetlungen normal,
univalente Einzelchromosomen aber zutillig
vertellt. Nach der Meiose enthilt der Kern
solcher Eier somit einen vollstindigen Chro-
mosomensatz der Art A und zusitzlich eine
variable Anzahl zufillig zugeteilter Chromo-
somen der Art B. Durch Befruchtung mit
Spermien der Art A entstehen Zvgoten mit
tiberzithligen Chromosomen (hyperdiploide
mit Trisomien}, durch Befruchtung mit UV-
bestrahlten Spermien solche mit zu wenig
Chromosomen (hypodiploide mit Monoso-
mien). Hypodiploide sind alle letal: haufig
ist auch das Haploidie-Syndrom zu beobach-
ten. Hyperdiploide zeigen eine hohe Sterb-
lichkeit, etwa die Hilfte der Embryonen
iiberleben als Kaulquappen. 2-3% als Adul-
te. Bel adulten hyperdiploiden Xenopus wur-
den bis jetzt 8- 16 tiberzahlige Chromosomen
festgestellt (Kobel et al., 1979).

Abweichungen von der normalen diploiden
Konstitution wirken sich also bei Xenopus
wesentlich anders aus als bei Sdugetieren:
nicht nur mehrfache Polyploidie, sondern

auch Aneuploidie mit einer Vielzahl von
Trisomien 1st mit Lebenstahigkeit vereinbar.
Warum Xenopus in Vergleich zu Siugern
oder auch Drosophila eine so viel grossere
Toleranz gegeniiber Abweichungen von der
Diploidie aufweisen, ist vorlaufig unbekannt.
Erkldrungsversuche wie z. B. genetische In-
aktivitat itberzihliger. artfremder Chromo-
somen oder ganzer Chromosomensitze,
konnten widerlegt werden (Du Pasquier
et al.. 1977; Du Pasquier & Kobel. 1979;
Kobel & Du Pasquier, 1979). Andererseits
konnten Xenopus fiir manche Gene poly-

Tab 2 Produktion von hypo- und hyperdiploiden Zvgo-
ten mittels triploider Xenopus Bastardweibchen

Triploide Bastardweibchen zwischen den Arten A und

Chromosomen)

Oozyten : 18AA Bivalente + 18B Univalente
Metose . Bivalente = normale.  Univalente = zu-

fallige Chromosomenverteilung
Eikerne : 18A 4 (0-18) B Chromosomen
Zygoten

IBA+(0-18) B

= hypodiploid, Monosomien, fetal
© 36AA 4+ (0-18)B

= hyperdiploid. Trisomien, bedingt
lebensfihig

gvnogenetsch :

befruchtet
mit Sperm. A
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ploid sein, wobei die Genbalance durch eine
Gendosis mehr oder weniger nicht wesent-
lich gestort wiirde. Bei Arten mit 36 Chromo-
somen bestehen Hinweise sowohl fir eine
polyallele Konstitution bestimmter Gene,
wie auch fiir das Vorhandensein nur 1 Alle-
lenpaares andere Gene betreffend.
Praktische Anwendung finden hyperdiploide
Bastarde in der Genkartierung bet Xenopus
(Kobel & Du Pasquier, 1979). und endore-
duplizierte Eier von Bastardweibchen zur
Herstellung von Klonen isogener diplo- und
tetraploider Frosche (Kobel & Du Pasquier.
1975; 1977).
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Karyologische Entwicklungen in der Klasse Reptilia

Walter Sachsse

Die sogenannten Kriechtiere besitzen im Ge-
gensalz zu anderen Tierklassen gerade kaum
Merkmale, die sie verbinden und gleichzeitng
gegen andere absetzen. wie zum Beispiel
Federn oder Milch. Als Reptilien werden die
dltesten noch lebenden Amnioten, iiberwie-
gend wechselwarm. mit beschuppter. oft ver-
dickter Haut zusammengenommen. Im
Baum der Evolution sind sie mindestens seit
der Trias vorhanden, die einen nur noch in
Resten lebenden Fossilien, die anderen mit
noch stiarker artenbildender Veristelung, so
dass sie insgesamt heute doch mehr Arten
besitzen als die Sduger (Carroll, 1969, Gor-
man, 1973. Webb und Elgood. 1979). Sie
sind also so fragmentarisch in den rezenten
Gruppen (die auch keine verwandtschaftli-
chen Verbindungen zu den niederen oder
den hoheren Formen mehr erkennen lassen),
dass man sie schwer als in sich geschlossene
Klasse bezeichnen kann. Im Gegensatz dazu
haben sich im Karyotyp iiberraschenderwei-
se cine Reihe von Ubereinstimmungen er-
wiesen (Morescalchl, 1970; Olmo et al.,
1980). Das provozierte Fragen. ndmlich ob
das Zufall ist, oder ob wir die wesentlichen
strukturellen Unterschiede des Genoms noch
nicht aufdecken konnten., oder ob iber-
haupt - genetisch ketzernisch - von der Phy-
siotogie her konvergente Beeinflussungen des
dusseren Aspekts des Chromosomensatzes
eingetreten sind. Heute sicht es zum Beispiel
noch wie ein Witz aus, dass viele Fledermédu-
se aus der relativ einheitlichen Kerngrosse
der Siduger herausfallen und mit etwa halb
soviel Chromatin ziemlich genau im Bereich
der Vogel liegen.

Die Krokodile mit 21 Arten. die einzige noch
lebende Briickenechse und unter den Schild-
kroten die knapp 50 Halswenderarten der
siidlichen Halbkugel sind mehr oder minder
Relikte aus der Trias. Zu dieser Zeit sind
aber auch schon die Gruppen urspriinglich
entstanden, die dann seit dem Tertidr noch

einmal - fur Reptilien! - eine in fast alle
okologischen Nischen tber die Erde aus-
strahlende Artbildung erfahren haben. nim-
lich die Halsberger-Schildkroten mit 180 Ar-
ten. die Echsen mit rund 3000 und die
Schlangen mit rund 2500 (Pianka, 1977,
Webb et al., 1979).

Die einer genetischen Untersuchung voraus-
zuschickenden Fortpflanzungsstrategien sind
noch weitgehend unbekannt, es gibt bei den
Reptilien keine domestizierenden Arten wie
in den anderen Klassen. Erste Versuche mit
Schildkréten, Krokodilen und Echsen bewe-
gen sich noch tberwiegend im Methodisch-
empirischen  (Sachsse. 1975; Sachsse u.
Schmidt, 1976) (Cole und Townsend. 1977).
Aufgrund des sehr langsamen Generations-
zvklus wird aber niemals die Ziichtbarkeit
wie bei anderen Tieren erreicht werden. -
Die Meeresschildkroten sind diejenigen, die
mit hohen Eizahlen, - oft fast synchron
produziert - natiirlich nicht absolut den Am-
phibien vergleichbar - um ihr Uberleben
kiampfen. Dies beruht auf der zwingend ter-
restrischen Eiablage, die nicht, wie zum Bei-
spiel bei den stammesgeschichtlich jungen
Seeschlangen (Hydrophudae), durch Vivipa-
riec umgangen werden konnte (Abb.1). -
Auch embryologisch gibt es aufgrund der
senr frithen Abspaltungen im Wirbeltier-
stamm nur wenig Ansetzpunkte. Verwandt-
schafisbezichungen herzustellen, zum Bei-
spiel den zwischen Krokodilen und Vogeln
(Walker. 1972). Embryonen von Reptilien
zeigen schon in relativ frithen Stadien
{s.Abb.2 von der Suppenschildkrote. Chelo-
nia mvdas) ithren ganz spezifischen Bauplan.
Zum Kern, dem Karyon, nun 3 Fragen:

1. Welche Grosse. also was ergibt die quanti-
tative DNS-Besummung?

2. Wie st das Chromosomenkomplement
strukturell aufgebaut?
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Abb 1. Pelanus platurus, pelagisch lebende. giftige Seeschlange.

& &

Abb. 2
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3. Was fiir Funktionen ausser der Vererbung
sind an die Chromosomen gebunden, was ist
da heute schon ablesbar?

In der Entwicklung der Kerngrisse zeichnen
sich stets 2 Trends ab: zundchst der Zuge-
winn an Matenial wihrend der Hoherent-
wicklung innerhalb des Organismenreiches
{Ohno. 1970). dann aber bei der Spezialisie-
rung innerhalb bestehender, grosserer Grup-
pen eine parallelaufende Reduktion des
Chromatins. Hinegardner (1968) hat das i
grossem  Umfang fir die Knochenfische.
Bachmann (1972) fiir die Vogel gezeigt. Die
Position der Reptilien im Organismenreich
aufgrund ihrer Kerngrosse ist am besten aus
Abb.3 zu ersehen. Neuere Befunde als 1975
haben die dort dargestelite Bandbreite fiir
Reptilien erweitert, zum Beispiel im Ver-
gleich zu den sehr eng beieinander liegenden
Vogeln., bel denen sich der hochste zum
niedrigsten Wert wie 1.3:1 verhilt, bei den
Siugern wie 1:2. Die Reptilien liegen zwar
mit ihrer Kerngrosse (2 ¢ jeweils) nach der
derzeitigen Kenntnis zwischen 2 und 11 pg/
Kern, aber doch unvergleichlich enger bei-
einander und niedriger als die meisten agqua-
tilen Vertebraten. Diese Beobachtung ist so

auffallend. dass man wiederum geneigt ist,
nach einer Korrelation zur Physiologie, zum
Zellstoffwechsel zu suchen.

Die interspezifische Variation ist ber den
Reptilien schr niedrig innerhalb der Fami-
lien, ebenso noch innerhalb der Ordnungen:
die noch hochsten Unterschiede zeigen die
Schildkréten, die, gemeinsam mit der Britk-
kenechse (Sphenodon punctatus) tiberhaupt
am meisten DNS  besitzen. Hinweisende
Korrelationen zwischen phylogenetischer
Stellung und DNS-Gehalt sind bisher nicht
zu erkennen, wahrscheinlich deswegen. weil
sich das Chromatin in den einzelnen Grup-
pen auf verschiedene Art und Weise entwik-
kelt hat. In der Hauptsache gehen die Unter-
schiede zulasten der Fraktionen repetitiver
DNS-Sequenzen, so dass die eigentliche Erb-
materie relativ unangetastet bleibt (Olmo et
al.. 1980). Dies ist in dhnlicher Weise ber den
erdgeschichtlich im Vergleich zu den Siu-
gern schon dlteren und stirker spezialisierten
Vogeln der Fall (Bachmann, 1972).

Aus diesem Grunde des Verhiltnisses «wich-
tiger zu unwichtiger DNS» - was zur Chro-
mosomenstruktur nun itberleitet - ist es im-
mer von grossem Interesse, fiir vergleichende
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Abb. 3. DNS-Mengen im Organismenreich (aus: John, B, and Lewis, K. R.: Chromosome Hierarchy, S.24. 1975).
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Untersuchungen zur Evolution die DNS
quantitattv zu bestimmen. Viel idlter sind
aber die Versuche der Darstellung des Chro-
mosomensatzes, auch bei den Reptilien; er-
wihnt seien Matthey (1931). Risley (1936)
und Makino und Momma (1949) hier. sowie
schliesslich die Ubersicht von Matthey «The
Chromosomes of the Vertebrates» (1951).
Die entscheidenden methodischen Verbesse-
rungen kamen aber Ende der S0er Jahre: erst
seither konnen Zihlbarkeit und strukturelle
Darstellung als zuverlissig gelten. Hsu und
Benirschke geben nun einen Chromosomen-
Atlas heraus. dessen erste Reptilien enthal-
tende Folge 1971 erschien.

Cohen und Gans haben 1970 alle 21 leben-
den Krokodil-Arten karyotypiert und fanden
2n 30-42 Chromosomen. als Fundamental-
zahl (= freie Arme) aber nur 36-62. also eine
viel geringere Streubreite, so dass sich das
Hauptgewicht der Diskussion auf die zentri-
schen Fusionen und Fissionen legt: die Ver-
fasser prisentieren einen «karyologischen
Stammbaum» der Krokodile mit Transloka-
tions- und Inversions-Schritten zwischen den
einzelnen Arten. wobei die gesamte Darstel-
lung noch auf konventioneller Firbung be-
ruht. - Ebensowenig wie hier sind bei der
Britckenechse. 2n=36. typische von den
Makrochromosomen scharf abgesetzte Mi-
krochromosomen zu erkennen (Wylie et al..
1968). Bet den Chromosomen-Darstellungen
fiel als erstes die ausgeprigte Einformigkeit
auf (Ubersicht bei M. Schmidt. 1976), die
einige Untersucher wvielleicht verleitete, sie
nicht interspezifisch, sondern gleich mit an-
deren Ordnungen und Klassen zu verglei-
chen (Takagi und Sasaki, 1974). Diese relaiv
Ausserlichen Ahnlichkeiten konnten aber mit
Entschiedenheit widerlegt werden. sobald
die  Bandierungsmethoden zur Verfiigung
standen (Stock und Mengden, 1975). Die
meisten Schildkroten haben diploid zwischen
50 und 56 Chromosomen, wobei es innerhalb
von Gattungen und auch Familien meistens
kaum Unterschiede gibt: es liegt also wie bei
den Viogeln ein sehr konservativer Karyotyp
vor. Um so frappierender war der Befund,
dass bei den altertitmlichen stidamerikani-
schen Podocnemis. zu den schon genannten
Halswendern gehorig. 2n nur 26-28 betrigt
(Ayres et al.. 1969, Killebrew, 1975). Dabei
ist, was die Bauplanunterschiede anbetrifft.,
der entscheidende Punkt beim Einzichen des
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Halses (was die beiden Unterordnungen un-
terscheidet) gleichermassen der 8. Halswir-
bel. Gravierende Unterschiede bestehen also
kaum. - Methodisch stossen die genannten
Bandierungen, die ja (seit 1970) einen ersten
Schritt in die Chromosomenstruktur ausma-
chen. immer noch auf zunehmende Schwie-
rigkeiten, je weiter man sich in der Phyloge-
nie von den Sidugern entfernt; vielleicht ist
dies durch andere Kondensationsmuster des
Chromatins bedingt. Weiter ist zur cytogene-
tischen Technik zu sagen. dass zum Beispiel
Schildkroten-Gewebe  verschiedenster  Or-
ganherkunft unter variierenden Kulturbe-
dingungen bereits nach ganz wenigen Passa-
gen Karyotypverdnderungen zeigen (Kurrle.
1977 Huang und Clark. 1967). - Meiosestu-
dien beir Schildkroten (Bickham, 1970) ste-
hen bisher noch zu solitdr im wissenschafili-
chen Raum, um Riickschliisse zu ziehen.

Die Schlangen bieten karyologisch - wic
auch in der Morphologie und Physiologie -
ein sehr einheitliches Bild mit einem relatv
kleinen Kerninhalt und einer abgesetzten
Auftetlung in Makro- und Mikrochromoso-
men. dhnhch den Vogeln. so dass hier ofters
eine Verwandischaft gefordert worden ist
(Becak et al.. 1964; Becak und Becak. 1969).
Hierzu passt auch die Entdeckung des ZW-
Geschlechtsbestimmungsmechanismus (Ko-
bel. 1962: Becak et al.. 1962) mit einem Z.
das etwa 10% des haploiden Genoms aus-
macht. wohl unveriandert seit 180 Millionen
Jahren. Bezighch der morphologischen Er-
kennbarkeit der Gonosomen zeichnet sich
von primitiven Schlangen wie zum Beispiel
Boidae bis zu hochspezialisierten, zum Bei-
spiel Viperidae eine Entwicklung ab. Durch
Translokationen sind bei einzelnen Arten
und deren Lokalformen multiple Gonoso-
men, vergleichbar Ereignissen in der Sauger-
evolution, aufgetreten, zum Beispiel beim
indischen Krait (Bungarus fascia-
ws)2,2,2,2,3, Z,Z,W% und ZZ &
ZW ,W,%2 (Singh et al. 1970). Nachdem
beim Siuger Weibchen das 2. X-Chromosom
aus Griinden der Dosiskompensation inaku-
viert wird (Ohno. 1967) hat man naturge-
miss auch bet ZW-geschlechtsbestimmten
Tieren nach Z-Inaktivierungen gesucht. aber
keine Dosiskompensation (auch mangels
Markergenen) finden kénnen. sondern man
ist ganz 1im Gegentell darauf gestossen, dass
das W-Chromosom asynchron repliziert wird




und die Funktion der Nukleolus-Organisa-
tion ibernimmt (Ray-Chaudhurt et al.,
1971).  Untersuchungen der  Satelliten
[II-DNS bei Schlangen haben eine Konzen-
tration auf dem W nachweisen konnen, die
bei Arten ganz verschiedener Familien der
Serpentes konserviert worden ist (Singh et
al., 1976: Singh et al. 1979). - Bet den
Vogeln werden die weitgehend heterochro-
matischen Mikrochromosomen, die 30-42%
des Karvotyps ausmachen, als Nukleolus-
Organisatoren betrachtet (Ray-Chaudhuri.
1973).

Schr viel uneinheitlicher sind die Echsen,
sowohl in der Diversifikation der Physiologie
als auch n der des Karyotyps. Daher wurden
schon polyphyletische Entstehungsweisen fur
einzelne Charaktere vermutet, zum Beispiel
ehen fir die Gonosomen, wo man dann auch
sowohl ZW als auch XY gefunden hat (zum
Beispiel Hall, 1965; Gorman und Atkins.
1968 Bhatnagar und Yoniss, 1976). Ginz-
lich tiberholt sind jedenfalls die fritheren.
(bis etwa 1960 wissenschaftlichen Ansich-
ten, als man Reptilien und Vogel als Sauro-
psiden zusammen nahm und ihnen noch 1im
Beginn der neuen Cytogenetik die Hilfte der
DNS-Menge der Siduger und die ZW-Ge-
schlechtsbestimmung  vereinheitlichend zu-
schrieb (zum Beispiel Oguma, 1937: zahlrei-
che alte Lehrbiicher). Bei den bisher unter-
suchten Echsen hat man keineswegs so hidu-
fig erkennbare Heterosomen gefunden wie
bei den Schlangen (zum Beispiel Dallai und
Tallurt, 1969 bei Skinken; Cole und Lowe,
1967). Am hiiufigsten findet man in der so
heterogenen Unterordnung Sauria aber dhn-
lich den Schlangen. wenn auch nicht so
ausgeprigt, einen Karyotyp mit Makro- und
Mikrochromosomen: dhnlich verhilt es sich
bei den nun extra gestellten Doppelschlel-
chen (Amphisbaenia) (Huang et al.. 1967).
Zur Verkleinerung des Karvotyps - auffédllig
bei den Schuppenkriechtieren und den Vo-
geln zum Beispiel - mit wachsender Speziali-
sierung hat Bachmann (1972) in einem Dia-
oramm gezeigt. dass innerhalb der einzelnen
arosseren Gruppen die Zahl rezenter Arten
sich umgekehrt proportional zur Genom-
grosse verhilt: man kann also zur Speziali-
sierung auch noch Artbildung hinzusetzen.
Die Verkleinerung des Genoms bei konser-
vativer  Einheitlichkeit innerhalb  ganzer
Klassen steht im Kontrast zu neueren Be-

rechnungen. dass den chromosomalen Um-
strukturierungen doch eine grossere (viel-
leicht grosser als die der Mutationen?) Rolle
in der Evolution zukommt (Wilson et al..
1974). Da sich die wesentlichen Schwankun-
gen und Umstrukturierungen im Karyotyp
der genannten Gruppen auch noch im hete-
rochromatischen Bereich abspielen. wird
man zu der Frage hingeleitet. ob diese Tiere
bald am Ende ihrer Entwicklungsmoglich-
keiten angelangt sind?

Ein interessanter Zusammenhang. in den die
Chromosomen ausser der Weitergabe des
Erbmaterials einbezogen sind, berihrt die
bei den Echsen in ganz verschiedenen Fami-
lien nachgewiesene Parthenogenese. Fiir em
natiirliches Vorkommen dieses Phiinomens
handelt es sich hier wohl um die hochste
Evolutionsstufe; ber Vogeln  beobachtete
man sie hin und wieder als vitalitditsmin-
dernde Abnormitiat erblich bet einzelnen.
stark domestizierten Rassen, wie zum Bel-
spiel der Pute Beltsvilie small white und dem
Huhn dark cornish (Olsen, 1975) - in Natur
bei Reptilien hat Darevsky das Phiinomen
bet den kaukasischen Felseidechsen, Lacerta
saxicola entdeckt und zahlreiche anhingen-
de Fragen bearbeitet (Darevskij. 1958 Uz-
zell und Darevskip. 1974). In den meisten
Fialen hat sich zeigen lassen, dass die «nur-
¢ ¢ -Population», die oft extreme &kologi-
sche Nischen dicht besiedeln, aus der Hybri-
disierung von zwer bisexuellen, also norma-
len Arten entstehen. Uzzell hat allgemein flr
die bei Fischen, Amphibien und Reptilien
vorkommenden Fille von Parthenogenese
dargelegt. wie die normale Meiose bei bise-
xueller Fortpflanzung withrend einer unise-
xuellen iiberbriickt oder umgangen wird
(1970). Es ist wahrscheinlich, dass solche
Populationen relativ kiirzer existieren. da sie
in threr genetischen Einheitlichkeit weniger
anpassungsfihig sind. Man weill, dass mit
Parthenogenese Hand in Hand oft Polyploi-
die einhergeht. Dies erstreckt sich auch auf
die Echsen. niamlich auf die schon erwithnte
Gattung Lacerta, auf einige Geckonen, nim-
lich Hemidactylus garnotii (Kluge und Eck-
hardt, 1969) und auf Cnemidophorus (Pen-
nock. 19635). Diese neuweltliche Gattung ist
wohl am besten untersucht: 12 von 40 Cne-
midophorus-Arten sind parthenogenetisch.
Viele sind chromosomal gut zu unterscher-
den. aber Heterosomen besitzen sie nicht.
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Inzwischen laufen an Cnemidophorus zahi-
reiche Felduntersuchungen mit «screening»
aul’ cytogenetische  Ausnahmeexemplare
(zum Beispiel Kreuzungen im Randgebiet).
Okologische Studien. Laborzuchten mit Ver-
suchen tiber genetische Kompatibilitit von
Transplantaten und vieles andere mehr (Co-
le. 1974; Wright und Lowe. 1968. Cole und
Townsend. 1977). Die Getangenschafisnach-
zucht aus Kreuzungen von triploiden Weib-
chen mit normal bisexuellen (also diploiden)
Minnchen ergab lebenstihige. tetraploide
Junge (Cole, 1979).

Ein weiterer Ausblick fir die Forschung im
Hinblick auf die Funkuonsbezogenheit von
Chromosomen ist die Beobachtung von King
und Hayman (1978) iber dic saisonale
Schwankung der Chiasma-Haufigkeit bei
Phyllodactylus marmoratus. Es handelt sich
um e¢in Tier. bei dem die Chiasmata nicht
terminalisiert werden. Die fir die Befruch-
tung wesentlichen Spermatozoen bekommen
die Komplemente mit der niedrigsten tota-
len. aber der hochsten interstitiellen Chias-
mazahl, und diese unterliegt eben Umwelt-
cinfliissen. Es sei daran erinnert, dass die
Chiasmabildung ein wesentlicher  For-
schungsgegenstand zur Ermittiung der Ursa-
che von numerischen Chromosomenaberra-
uonen beim Menschen ist.

Als letztes Kapitel der Chromosomen-Funk-
tion sei - weil noch giinzlich ungeklirt - die
Geschlechtsbestimmung  diskutiert.  Ur-
springlich galt als Lehrmeinung, dass so
hoch entwickelte Wirbeltiere wie Reptilien
eine genetische Geschlechtsbestimmung be-
sitzen. Dies wurde gestiitzt durch die Beob-
achtung, dass sie exogen (zum Beispiel durch
Hormonbehandlung) schwer in das andere
Geschlecht umzuwandeln sind. Daher ver-
mutete man. dass, vergleichbar primitiveren
Schlangen und Echsen, ihre Gonosomen
lichtoptisch noch nicht unterscheidbar sind.
Eine Bestitigung erfuhr das, als Bull et al.
(1974) bei den 2 Staurotypus-Arten im
minnlichen Geschlecht bei einem Chromo-
somenpaar emen deuthichen Lingenunter-
schied fanden und damit diesen Schildkréten
die madnnliche Heterogametie zuschrieben.
Im Gegensatz dazu stelite nun Pieau die
These auf (1975), die Inkubationstemperatur
bestimme das Geschlecht. Seine etwas zu
geringen Zahlen von Emys orbicularis und
Testudo graeca blieben nicht unwiderspro-
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chen. Yntema (1976) bestitigte aber den
Befund im Detail an Chelydra serpentina
und machte den berechtigten Vorschlag.
man solle die Temperatur-Beeinflussbarkeit
der Geschlechtsbestimmung bei Staurotypus
triporcatus oder S.salvinii untersuchen. Wei-
tere Serien kamen hinzu: zum Teil auch
angesichis der Naturschutzbestrebungen bei
Seeschildkréten, mehr Weibchen als Minn-
chen zu erzeugen. Die gesamten Ergebnisse
hat Bull in seinem Ubersichtsartikel «Sex
Determination in Reptiles» (1980) zusam-
mengetasst und von allen Aspekten her im
Detail diskutiert. Dem Verfasser erscheinen
Jedoch die genetischen Maodelle, basierend
auf mulufaktoriellen Mechanismen, die in
Abhidngigkeit von der Umwelt ein gleichzei-
tiges Funktionieren von genetischer und
temperaturbedingter Geschlechtsbestim-
mung zeigen sollen. noch nicht ganz Uber-
zeugend. Gefunden hat man die temperatur-
abhiingige Geschlechtsbestimmung  bisher
ber 2 Familien von Echsen und 5 Familien
von Schildkroten: untersucht aber unbeein-
flussbar war eine Schlange. eine Schildkrite
und eine Echse. Dabei st es interessanter-
weise 50, dass bei den Schildkrdten bei nied-
rigen (noch physiologischen) Temperaturen
Minnchen entstehen, bei hohen Weibchen.
bei den Echsen dagegen genau umgekehrt.
Die Schwellentemperatur, die in einem be-
stimmten determinierenden  Abschnitt der
Eientwicklung beide Geschlechter schliipfen
lisst. umfasst meistens nur 1 bis 2°C und
liegt zwischen 27 und 31 °C. - Von Sites et al.
(1979) wurde dagegen die Hypothese aufge-
stellt. dass das X-Chromosom bei Stauroty-
pus nicht dasjemige Gonosom sei. das noch
im wesentlichen dem urspriinglichen Auto-
som entspreche und damit das Y-Chromo-
som als abgeleitet zu betrachten wiire, son-
dern dass das minnliche, heterogametische
Geschlecht intermedidr sei zwischen ciner
Ahnenform mit 2 Y-idhnlichen Chromoso-
men und den weiterentwickelten Weibchen:
die Autoren gingen dabei davon aus. dass
Chelydra die Urform und Staurotypus die
hoher evoluierte sei. Die aufgestellte chro-
mosomale Evolution hier erfordert jedoch
eine grossere Anzahl, nicht so schnell wahr-
scheinlicher Umstrukturierungen.

Da bei Reptilien die klassische Kreuzungs-
und Mutationsgenetik  praktisch  entfillt.
bleibt zu hoffen. dass die geduldige Verfol-




gung der eingeschlagenen, technischen Wege
sowie der Einsatz molekularbiologischer
Techniken schliesshich zur Klarung der zur
Zeit nicht 16sbaren Riitsel fithren.
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Die gonadendifferenzierende Funktion von H-Y
Antigen wihrend der Vertebratenevolution

Ulrich Muller

Als H-Y Antigen (kurz: H-Y) bezeichnet
man eine oder mehrere antigene Determi-
nanten, die mit einem auf moglichst identi-
schem genetischen Hintergrund erzeuglen
Antiserum, dem H-Y Antiserum. reagieren.
Das H-Y Anuserum wird in der Regel durch
Immunisierung weiblicher Tiere mit Haut-
oder Milzzellen minnlicher Tiere desselben
isogenen Nagerstammes (Maus, Ratte) ge-
wonnen. Da sich die beiden Geschlechter in

isogenen Inzuchtstimmen genetisch  nur
durch das Y-Chromosom unterscheiden,

miussen die AnukOrper gegen ein Antigen
oder Antigene auf den ménnlichen Zellen
gerichtet sein. die in irgend einer Weise vom
Y-Chromosom genetisch  kontrolliert wer-
den. Darauf soll das «Y» bet der Bezeich-
nung H-Y Antigen hinweisen: das «H» be-
deutet «Histokompatibilititsantigen».

H-Y findet sich auf fast allen Zellen nicht
nur méinnlicher Nager, sondern aller unter-
suchter minnlicher, nicht jedoch weibhcher
Siuger. Dartiber hinaus kann H-Y in niede-
reren Vertebraten wie Vogeln (Wachtel u.
Mitarb., 1975a), Reptilien (Zaborski u. Mit-
arb., 1979). Amphibien (Wachtel u. Miutarb.,
1975a) und Fischen (Miiller und Wolf, 1979,
Pechan u. Mitarb.. 1975) geschlechtsspezi-
fisch nachgewiesen werden. wobei das H-Y
Antiserum entweder ausschliesslich oder
aber tiberwiegend mit Zellen des heteroga-
metischen Geschlechtes reagiert. Oftensicht-
lich ist das durch das H-Y Antiserum defi-
nierte H-Y Antigen wihrend der Evelution
sehr stabil geblieben. Diese beiden Befunde,
die Stabilitit von H-Y wihrend der Evolu-
tion einerseits und seine Geschlechtsspezifi-
tiat andererseits sprechen fur eine wichtige
Aufgabe des Molekiils, die mit der priméren
Geschlechtsentwicklung, d.h. der Gonaden-
entwicklung, in Zusammenhang zu stehen
scheint (Wachtel u. Mitarb., 1975b, Ohno.
1976). Zahlreiche Befunde machen eine te-
stisdifferenzierende Funktion des H-Y Anti-

gens bei Sdugern itberaus wahrscheinlich.
Hier will ich dies am Beispiel des Auftretens
von Rinderzwicken verdeutlichen. Im An-
schluss daran sollen Befunde zur Diskussion
gestellt werden, die eine Rolle von H-Y bei
der Gonadendifferenzierung auch niederer
Vertebraten wahrscheinlich machen.

Das Auftreten von Zwicken ist seit langem
als Beispiel abnormer Geschlechisentwick-
lung bei Sdugern bekannt. Bereits 1m
18 Jahrhundert wird berichtet, dass weibli-
che Kilber, dic als Zwilling eines minnli-
chen geboren werden, steril sind (Hunter,
1779). Die betroffenen Tiere zeigen starke
Virilisierungserscheinungen der inneren Ge-
nitalien. Die Gonaden imponieren als Ovo-
testes oder kleine Testes. Differenzierungs-
produkte der Millerschen Gange wie Uteri
und Tuben sind hiufig rudimentidr oder feh-
len ganz. Statt dessen finden sich Epididymis
und Ductus deferens. die Derivate der Wolfi-
schen Giinge (siehe Jost u. Mitarb., 1973).
Wie lisst sich diese partielle Geschlechtsum-
kehr erkldren?

Die Kreisliufe von Rinderzwicken sind
durch Anastomosen miteinander verbunden.
Somit koénnen Komponenten des ménnli-
chen Tieres in das weibliche gelangen und
die beschriebenen Verminnlichungserschei-
nungen induzieren. Sowohl zelluldre als auch
hormonelle Induktoren werden diskutiert.
Die «zellulire Hypothese» (Fechheimer u.
Mitarb.. 1963) basiert auf dem Befund. dass
minnliche Zellen im weiblichen Zwicken
nachgewiesen wurden, die Zwicken somit
XX/XY Chimiren darstellen. Die minnli-
chen Zellen sollten demnach die testikuldre
Entwicklung der XX Gonade entweder di-
rekt durch Zellkontakt oder durch virihisie-
rende Stoffe veranlassen, die uber kurze
Strecken wirken. Diese Hypothesen erschei-
nen heute zweifelhaft. Das {iberzeugendste
Gegenargument erbrachten die Untersu-
chungen von Vigier und Mitarbeitern (1976),

39



die gezeigt haben. dass sich die Virilisierung
setbst nach Etablierung des XX/XY Chimii-
rismus durch Unterbindung der Anastomo-
sen verhindern lisst. Es bleibt zur Erkldrung
des Zwicken-Phianomens die «hormonelle
Hypothese» (Lillie, 1916). Bis vor kurzem
waren jedoch keine Stoffe bekannt, die a)
vom minnlichen Tier gebildet werden. b)
humoral tibertragen werden. ¢) an den Go-
naden beider Geschlechter angreifen und so
d) schliesslich testisdifferenzierend wirken
konnen. Die seit langem bekannten méinnli-
chen Sexualsteroide sind zwar fir die sekun-
didre Geschlechtsentwicklung, d.h. die Rei-
fung der Wolffschen Ginge. erforderlich.
haben jedoch bei Eutherien keinen Einfluss
auf die Gonadendifferenzierung (Jost u. Mit-
arb., 1973, Burns. 1961). Ebenso lisst das die
Entwicklung der Millerschen Giinge unter-
drickende Anti-Millersche Hormon (Josso
u. Mitarb., 1973) die Gonadenreifung offen-
bar unbeeinflusst. Alle zur Unterstittzung der
hormonellen Hypothese bendtigten Bedin-
gungen werden aber von H-Y erfullt.

Durch in vitro Versuche mit verschiedenen
Geweben minnlicher Ratten konnte gezeigt
werden., dass nur Testiszellen nachweisbare
Mengen von H-Y in das Kulturmedium ab-
geben. Die H-Y-Sekretion ist von Protein-
synthese abhingig und durch den Transla-
tions-Inhibitor  Cycloheximid  hemmbar
{Miiller u. Mitarb.. 1978b). Wihrend H-Y in
die Zellmembran aller minnlicher Zellen
mit Ausnahme diploider Keimzellen (Zenzes
u. Mitarb., 1978a) und Erythrozyten (Miiller
u. Mitarb.. 1980b) integriert ist. scheinen nur
Sertolizellen H-Y aktiv zu sezernieren. Die
Fihigkeit zur H-Y Sekretion ist nicht auf das
Embryonalstadium oder Neugeborenenalter
beschriinkt: selbst Testes adulter Tiere sezer-
nieren H-Y. Das vom Testis gebildete H-Y
wird in vivo offenbar in den Nebenhoden
abgegeben. wo es reichlich nachweisbar ist.
Ausserhalb der Geschlechtswege findet sich
freies H-Y im Serum minnlicher Sduger
{(Miller u. Mitarb.. 1980b, Wachtel u. Mit-
arb.. 1980b). Dabeil ist unbekannt, ob das
Molekiil, vom Testis gebildet. in den Kreis-
lauf gelangt, oder ob es von der Oberfliche
nichtgonadaler Zellen in die Umgebung dif-
fundiert. Auch das Serum embryonaler
ménnlicher Rinder und von Zwicken enthilt
H-Y. nicht jedoch das Serum normaler weib-
licher Rinderembryonen (Wachtel u. Mit-
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arb.. 1980b). Damit werden die beiden ersten
oben genannten Anforderungen an eine te-
stis-induzierende Substanz erfullt: H-Y wird
vom Tests sezerniert, findet sich im Serum
minnlicher Sdauger und gelangt bei Rinder-
zwicken iber die Anastomosen vom minnli-
chen in das weibliche Tier.

Damit kommen wir zum dritten Postulat, der
Moglichkeit der Interaktion des Testisinduk-
tors mit den gonadalen Zielzellen. Da das
gonadale Geschlecht - wie das Beispiel des
Rinderzwicken zeigt - nicht unbedingt mit
dem chromosomalen {bereinstimmen muss,
sollten die Gonaden beider genetischer Ge-
schiechter mit einer Bindungsstelle. d.h.
einem Rezeptor, fir die testisinduzierende
Substanz ausgestattet sein. Tatsichlich ha-
ben Bindungsstudien mit H-Y bei Ratten
ergeben. dass sowohl Testis als auch Ovar
exogen zugefuhrtes H-Y binden. somit mit
einem spezifischen Rezeptor ausgestattet
sind (Miller u. Mitarb., 1978a; Miller u.
Mitarb.. 1979a). Fur nicht-gonadale Gewebe
besteht kein Hinweis auf eine solche Bin-
dungsstelle. Ovarien vom Rind binden eben-
falls H-Y und im Zwicken findet sich H-Y in
den Gonaden (Ohno u. Mitarb., 1976). Das
Vorhandensein von H-Y in der Zwickengo-
nade mag zum Teil auf eingewanderte
minnliche Zellen zurickzutithren sein. Diese
Erkldrung st zumindest nicht vollstindig. da
der H-Y Titer in der Freemartingonade dem
mm normalen Rindertestes vergleichbar ist
(Wachtel u. Mitarb., 1980b). eine XX/XY
Chimdre jedoch einen niedereren Titer erwar-
ten hesse. Theoretisch konnte H-Y jedoch
von den eingewanderten minnlichen Zellen
abgegeben und von den weiblichen gebun-
den werden (Ohno u. Mitarb.. 1976). Dies
erscheint unwahrscheinlich, da offenbar nur
Sertolizellen H-Y aktiv sezernicren (Zenzes
u. Mitarb.. 1978a), nicht jedoch andere gona-
dale oder nicht-gonadale Zellen (Miller u.
Mitarb.. 1978b). Demnach bleibt als Erkli-
rung des hohen H-Y Titers in der Zwicken-
gonade die Annahme, dass das H-Y iiber die
Anastomosen vom minnlichen zum weibli-
chen Tier humoral gelangt. Dies wird um so
wahrscheinlicher, als Ovarien. die in vitro
mit minnlichem fetalem Kilberserum inku-
biert wurden. H-Y positiv werden (Wachtel
u. Mitarb.. 1980b).

Es bleibt noch die letzte Frage offen: Wirkt
H-Y auch testisdifferenzierend? Mit anderen




Worten: Fithrt die Bildung des H-Y /Rezep-
tor-Komplexes zur Testisorganisation? Die-
ses Problem wurde zuerst mit Hilfe von Zell-
Reorganisationsexperimenten nach Moscona
bearbeitet (Moscona. 1937). Zerlegt man ein
Ovar durch Proteolyse in Einzelzellen und
belisst die Zellen fiir 16 bis 24 Stunden bei
37 °C in Rotationskultur. so bilden sich histo-
tvpische Reaggregate. Werden die Ovarzel-
len neugeborener Ratten auf dieselbe Weise,
jedoch in Gegenwart von H-Y kultiviert. so
bilden sich testikulidre Strukturen (Zenzes u.
Mitarb.. 1978b). Die zusitzliche Zugabe von
H-Y Antiserum hebt die Wirkung von H-Y
auf. Die H-Y induzierte Konversion scheint
nicht nur morphologisch, sondern auch funk-
tionell zu erfolgen. Im Mosconaexperiment
wird der HCG Rezeptor. der nur auf Testis-
zellen Neugeborener vorhanden ist, auf kon-
vertierten Ovarien ebenfalls nachweisbar
(Miller u. Mitarb., 1978¢).

Der  entwicklungsphysiologisch  direkteste
Beleg fur eine testisinduzierende Wirkung
des H-Y wurde durch in vitro-Untersuchun-
oen an indifferenten XX Gonaden von Rin-
derembryonen in Organkultur erbracht. Die
mehrtigige Kultur der XX Gonaden in An-
wesenheit von H-Y fithrt zur Ausbildung
testikuliirer Strukturen. In Abwesenheit des
Differenzierungsfaktors entwickelt sich die
Gonade. ihrem genetischen Geschlecht ent-
sprechend. als Ovar (Nagai u. Mitarb., 1979).
Fir Eutherien ist damit eine massgebliche
Rolle des H-Y Antigens bet der Testisdiffe-
renzierung sehr wahrscheinlich. Uber die ge-
naueren Wirkungsmechanismen von H-Y
bestchen z.Zt. jedoch nur Spekulationen
(Ohno. 1976; Miiller. 1980).

Im Gegensatz zu den plazentalen Sdugern 1st
die Gonadendifferenzierung bei Marsupia-
liern und nicht-siugerartigen Vertebraten
durch Sexualsteroide beeinflussbar (siche
Mittwoch. 1973). Das Vorhandensein von H-
Y Antigen ist jedoch - wie oben ausgefithrt -
auch bei diesen Wirbeltierklassen weitge-
hend auf das heterogametische Geschlecht
beschrinkt (Gewebe des homogametischen
Geschlechts absorbieren, wenn lberhaupt.
weitaus weniger H-Y Antiserum). Somit ty-
pisiert bei Vogeln mit dem ZZ/ZW Mecha-
nismus der Geschlechtsbesimmung  das
weibliche Geschlecht H-Y positiv, der miann-
liche Vogel ist negativ (Wachtel u. Mitarb.,
1975a). Bei Amphibien kommen sowohl der

ZZ/ZW (z.B. bei Xenopus) als auch der
XX/XY Mechanismus (z.B. bet Rana) vor.
Entsprechend findet sich H-Y in ersterem
Fall im weiblichen. in letzterem im méinnl-
chen Geschlecht (Wachtel u.  Mitarb.,
1975a). Selbst bei bestimmten Fischen wie
Zahnkarpfen (Cyprinodontinae) kreuzrea-
giert das H-Y Antiserum mit dem heteroga-
metischen Geschlecht (Muller und Wolf,
1979, Pechan u. Mitarb., 1979). Ber der Fra-
ge nach emer gonadendifferenzierenden
Funktion von H-Y bei Nicht-Eutherien erge-
ben sich somit zwei zusitzliche Probleme.
I. Wirkt H-Y bei Vertebraten mit Heteroga-
metie im weiblichen Geschlecht als Differen-
zierungsfaktor des Ovars? 2. Besteht eine
Bezichung zwischen Sexualsteroiden und H-
Y derart. dass H-Y durch diese Hormone
induzierbar ist? Zur Beantwortung dieser
Fragen haben wir Versuche mit geschlechts-
konvertierten «miinnlichen» (ZZ) Vigeln
durchgefthrt (Miller u. Mitarb., 1979b.
Miiller u. Mitarb., 1980a). Die Gabe von
Ostrogenen am 3. oder 4.Embryonaltag
fithrt bei genetisch minnlichen (ZZ) Hiuh-
nern und Wachteln zu einer Feminisierung
der Gonaden: es wird ein Ovotestis angelegt.
Das Ausmass der gonadalen Geschlechtsum-
kehr erreicht noch wihrend der Embryonal-
entwicklung ein Maximum. Spiiter entwik-
kelt sich die Gonade normalerweise -~ dem
genetischen Geschlecht entsprechend - wie-
der in minnlicher Richtung. Wihrend die
Gonaden normaler ménnlicher Vogelem-
bryonen definitionsgemdss H-Y-negativ sind,
wird in den Gonaden der mit Ostrogen
behandelten ZZ-Embryonen H-Y nachweis-
bar. Nicht-gonadale Gewebe bleiben je-
doch - im Gegensatz zu normalen weibli-
chen Vogeln - H-Y negativ. Dem Feminisie-
rungsgrad entsprechend. absorbieren die
Gonaden «geschlechtsumgekehrter» mannli-
cher Hithner am 13.Embryonaltag mchr
H-Y Antiserum als am 16. Offenbar ist die
einmalige Verabreichung von Ostrogenen
nicht ausreichend. um H-Y permanent zu
induzieren. Vielmehr scheint die stindige
Anwesenheit weiblicher Sexualsteroide so-
wohl fir die andauernde Expression des -
offensichtlich nicht  W-chromosomalen -
Strukturgens fiir H-Y als auch fir die nor-
male ovarielle Reifung vonnoten zu sein. Die
Befunde legen die Vermutung nahe. dass bel
Vogeln H-Y, von Ostrogenen reguliert, als
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Differenzierungsfaktor bei der Ovarentwick-
lung wirksam ist. Dies wird um so wahr-
scheinlicher, als auch die Gonaden von Vo-
geln mut emnem spezifischen Rezeptlor fur
H-Y ausgestattet sind (Wachtel, personliche
Mitteilung), tber den die Ovardifferenzie-
rung induziert werden kann, wie 1im «Mosco-
na-Experiment» mit dissoziierten Gonaden-
zellen wahrscheinlich gemacht wurde (Zen-
zes u. Mutarb., in Vorbereitung). Das «pri-
mum  movens» der Eierstockentwicklung
sind bei Vogeln jedoch die Ostrogene.

Bei Amphibien ldsst sich H-Y in der Gonade
des homogametischen Geschlechts ebenfalls
induzieren. Dies wurde durch Versuche mit
Ostrogenbehandelten Xenopus-Froschen ge-
zeigt (Wachtel u. Mitarb.. 1980a).

Die unterschiedlichen Wirkungen von H-Y.
Testisinduktor ber Sdugern einerseits und
Differenzierungsfaktor des Ovars bel Viogeln
und Xenopus, andererseits, ldsst sich durch
verschiedene Priadetermination der Gona-
denzellen von XX/XY und ZZ/ZW Organis-
men erkliren. Das Phinomen der Priadeter-
mination soll anhand eines Experiments aus
dem Bereich der Endokrinologie verdeutlicht
werden: Das luteinisierende Hormon (LH)
stimuliert in den ovaricllen Luteal-Zellen
iiber einen spezifischen LH-Rezeptor vor al-
lem die Progesteronsynthese. Der LH-Re-
zeptor ldsst sich von Ovarzellen isolieren und
in die Zellmembran von Nebennierenrin-
den-Zellen (NNR-Zellen) einbauen. NNR-
Zellen synthetisieren normalerweise unter
dem Einfluss von ACTH Cortisol. Gibt man

nun zu einer Kultur von NNR-Zellen. auf

die der LH-Rezeptor iibertragen wurde. das
luteinisierende  Hormon. so stimuliert es
jetzt. dem Zelltyp gemiiss, Corusol (Dufau u,
Mitarb.. 1978). Entsprechend kann man an-
nehmen, dass H-Y nach Bindung an seinen
Rezeptor auf XX/XY Gonadenzellen die
Differenzierung des Testis in Gang bringt,
auf ZZ/ZW Gonadenzellen hingegen die des
Ovars. Gene, die fiir eine derartige Pradeter-
mination verantwortlich sind. kdnnten auto-
somal oder X/Z chromosomal, nicht jedoch
Y /W chromosomal sein.

Wie schon erwithnt, ist H-Y auch bei einigen
Teleosteern geschlechtsspezifisch nachweis-
bar. Die Geschlechtszugehorigkeit des Indi-
viduums ist in dieser Wirbeltierklasse oft
jedoch nicht lebenslang festgelegt. Ubergin-
ge von einem in das andere Geschlecht sind
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bekannt. ebenso wie Hermaphroditismus.
Umweltfaktoren und Sexualsteroiden scheint
hier eine zentrale Rolle beil der Gonadenent-
wicklung zuzukommen. Eine Beteiligung des
H-Y Antigens an der Organisation der hete-
rogametischen Gonade in Abhingigkeit von
den genannten Faktoren ist zu prifen: bis-
her ist daritber noch nichts bekannt.

Tab. 1. Regolation des H-Y Antigens in der Vertebra-

tenevolution
Vertebraten chromosomaler Regulation der H-Y
klasse Mechanismus  Genexpression
der
Geschiechts-
bestimmung
Eutherien XX/XY skanstitutive im
minniwchen Ge-
schlecht
Vigel 227w durch Ostrogene in-
duzierbar
Amphibien ZZ/IW durch Ostrogene in-
amp XX/XY duzierbar
durch Testosteron in-
duzierbar?
YAVAYY abhingig von ver-
Teleosteer AR flE hiingig von ve
XX/XY schiedenen exogenen

und endogenen Fak-
toren?

Zusammenfassend ldsst sich der evolutionire
Werdegang von H-Y wie folgt beschreiben
(Tab.1). H-Y erscheint geschlechtsspezifisch
in einigen Spezies der Knochenfische. Eine
Funkton bei der Gonadendifferenzierung ist
bisher nicht bekannt. Bei héheren Vertebra-
ten wie Amphibien und Vogeln konnte fir
das heterogameusche Geschlecht eine Rolle
des H-Y Antigens bei der Ovardifferenzie-
rung wahrscheinlich gemacht werden. H-Y
wirkt hier als Ostrogen-abhingiger Differen-
zterungsfaktor. Bei Eutherien wird H-Y von
Sexualsteroiden unabhingig. Es wird offen-
bar konstitutiv im heterogametischen Ge-
schlecht exprimiert und hat eine entschei-
dende Funktion bei der Organisation des
Testis.
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La formule chromosomique de Mus setulosus (Leggada):

Description du caryotype et de la spermatogénése (bandes Q, C, G et coloration argentique)
et quelques considérations sur la différentiation du genre Mus

Martine Jotterand-Bellomo

Il nous a semblé intéressant de reprendre
I"étude du polymorphisme chromosomique
chez les Mus (Leggadas) africains a la lu-
miere des méthodes de colorations différen-
tielles. Dans ce travail préliminaire. nous
présentons les résultats de I'analyse détaillée
du caryotype de Mus setulosus, de méme
quune étude méiotique portant sur un Mus
setulosus de sexe masculin. La comparaison
de ces résultats avec ceux obtenus récem-
ment chez plusieurs espéces de Mus. ainsi
que les conceptions nouvelles de la classifica-
tion des Mus eurasiatiques nous ont amenés
a discuter de quelques problémes relatifs 4 la
taxonomie et a l'évolution du genre Mus
dans son ensemble.

Mateériel et méthode

Les deux Leggadas étudiées (un det une 9)
appartiennent a lespéce Mus setulosus Gray
et proviennent d’Adiopodoumé  (Cote
d’lvoire). Elles me sont parvenues grice a
Pamabilité du Prof. P. Vogel (Insttut d’Eco-
logie. Université de Lausanne). L'¢tude des
chromosomes a porté sur des fibroblastes
cultivés 1n vitro a partir de fragments préle-
vés dans la cage thoracique selon la méthode
de Hsu et Kellogg (1960). Les préparations
chromosomiques ont été colorées de maniere
a obtenir des bandes Q (Caspersson, 1969,
1970), des bandes G (Seabright, 1971) et des
bandes C (Salamanca, 1974).

Fig. l. Mus setufosus &: 2n = 36.XY, bandes G.
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Chez le male. le matériel testiculatre a ét¢
préparé selon la méthode de Evans (1964).
Les figures chromosomiques ont fait objet
de plusieurs tvpes de coloration: bandes Q,
bandes C et coloration argentique (Howell et
Denton. 1978).

Résultats

Le carvolype
Chez les deux Mus setulosus ¢tudiés, le nom-
bre chromosomique est égal a 36. Les chro-
mosomes sexuels sont de type XX chez la
femelle et XY chez le male. Tous les chromo-
somes sont acrocentriques.

a) Bandes G

La figure | se rapporte a Mus seiulosus 3, la
figure 2 4 Mus serulosus ©. Sur la base du
nombre et de Palternance des bandes som-
bres et des bandes claires, chaque paire
chromosomique a pu étre identifiée. La com-
paraison des chromosomes du male avec
ceux de la femelle a permis de mettre en

¢vidence les chromosomes sexuels. Faire la
description détaillée de I'aspect de chacune
des paires scrait fasudieux. Clest la raison
pour laguelle nous avons établi un schéma
rendant compte du «banding pattern» carac-
téristique de chaque paire (fig.3). Une fois
identifiées. les paires autosomiques ont été
alignées selon un ordre de taille décroissant,
puis numérotées de 1 a 17. Parfois, I'aligne-
ment a été¢ difficile en raison de la similitude
de grandeur qui existe entre les chromo-
somes de certaines paires.

Les chromosomes 17 posent un probléme
dlinterprétation. Certaines figures semblent
montrer guils sont dotés d'un petit bras
court, alors que d'autres laissent supposer
quil s'agit de chromosomes acrocentriques
présentant une bande bien marguée juste en
dessous du centromére. La position de la
premiére bande sombre varie d’'un homolo-
gue a lautre, l'espace compris entre cette
derniére et Pextrémité proximale du chromo-
some €tant plus ou moins grand suivant les
17 considérés.

Le chromosome X présente 4 bandes typi-
ques, 'une située au niveau de la région

Fig 2. Mus setulosus § : 2n=36, XX, bandes G.
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centromérienne. les 3 autres se succédant le
fong du bras long.

Le chromosome Y est un élément de petite
taille qui se colore intensément sur toute sa
longueur.

b) Bandes Q (fig.4)

La réparution des zones fluorescentes et non
fluorescentes correspond étroitement & celle
des bandes G sombres et claires. Pour la
description et la répartition des bandes Q. il
est donc possible de se référer a la fig. 3.

Les centromeres des chromosomes . ainsi
que les teloméres de la paire 2 fluorescent de
maniére relativement plus intense que le
reste des chromosomes. Le chromosome Y
ne présente pas de particularité.

¢) Bandes C

Dans le but d’observer la réaction propre a
chaque chromosome, toutes les métaphases
analysées ont fait 'objet d'une double colo-
ration, d’abord par la moutarde de quina-
crine (identification des chromosomes). puis
en bandes C. Les fig.4 et 5 représentent la
méme métaphase de Mus serulosus méle
colorée de ces deux maniéres.

Les centromeéres des 17 paires autosomiques,

ainsi quceux des chromosomes sexuels, se

colorent de maniére intense. Au niveau des
paires 5 et 7, la coloration s'étend du centro-
mere jusqu'aux % de la longueur du bras
long.

Les chromosomes 17 présentent, a leur extré-
mité proximale. deux bandes sombres dont
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Fig. 3. Mus setudosus: schéma de la répartition des ban-
des G et Q. Les segments noirs correspondent aux ban-
des G. Les pomntllés recouvrent des zones gul. bien gue
moins colorées que les bandes G, le sont relativement
plus que les bandes claires, La répartition des bandes
Q est la méme que celle des bandes G, Les segments
en pointibé fluorescent relativement moins que les
bandes Q).

Finterprétaton pose les mémes problémes
que ceux €vogués & propos des bandes G,
Soit la bande terminale. qui a Iaspect d'une
petite boule. correspond & un bras court
eventuel et fa bande subterminale marque le
centromere, soit la bande terminale se situe a
I'endroit du centromére et la bande subter-
minale se situe dans le % supérieur du bras
long.

Le chromosome X présente 3 bandes carac-
téristiques. 'une au niveau du centromere,
les deux autres situées le long du bras long.
Le chromosome Y se colore uniformément.
La fig. 6 représente les autosomes des paires
5.7 et 17, de méme que les chromosomes
sexuels de Mus serulosus mile (4 méta-
phases) et de Mus senilosus femelle (4 méta-
phases). Le schéma de la coloration en ban-
des C est constant d'une métaphase a Pautre
et, en ce qui concerne les autosomes, d'un
sexe a lautre.

d) Les organisateurs nucléolaires n'ont pas
pu étre identifiés avec précision. Dans la
fig. 7 illustrant une métaphase spermatogo-
niale. cing chromosomes présentent un pré-
cipité argentique a lextrémité distale de
leurs bras longs. Deux petits points foncés
s‘observent au niveau de chaque centromére,

La spermatogénese

a) Coloration argentique

En leptoténie (fig.8a). les chromosomes
sexuels, bien individualisés. se différencient
des autosomes qui ne forment qu'une masse




Fig 4 et 5. Mus sendosus 3: la méme mélaphase colorée successivement en bandes Q et en bandes C.
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Fig. 6. Les autosomes des paires 5.
métaphases) et un Mus serulosus ¥ (4 métaphases).

diffuse et compacte. L'X et I'Y se trouvent
Fun a coté de lautre et sont situés a la
periphérie du noyau. Ils sont fins et néan-
moins plus spiralisés que les autosomes; ils se
colorent plus intensément qu'eux. Au niveau
du nucléole (nu). on distingue un précipité
argentigue important.

Au cours de la zygoténie (&b, ¢ d), les
chromosomes sexucls restent a la pénphérie
du novau: ils sont enchevétrés 'un dans
lautre ou situés Pun prés de Pautre. mais ne
presentent  aucun  signe  dappariement
(fig.9). Hs se colorent plus intensément que
les autosomes. Au niveau de ceux-ci débute
le processus de synapsis et des fragments de
complexe synaptinémique deviennent visi-
bles. Le grand précipité argentique observé
au niveau du nucléole leptoténe est fraction-
né en des Ag-NORS qui sont le plus souvent
au nombre de 5 et dont la taille augmente au
cours de la zygoténie.

Au cours de la pachvténie se développe la
vesicule sexuelle. au niveau de laquelle on
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7. 17 et les chromosomes sexuels (bandes ) chez un Mus serulosus 8 (4

observe un précipité argentique dont I'inten-
sité augmente au fur et & mesure du déroule-
ment du stade. Au sein de la vésicule
sexuelle, les chromosomes X et Y peuvent
présenter diverses orientations (fig.8e, f. g).
le chromosome X a généralement lallure
d'un U au sommet duquel il est parfors
possible d’observer une structure en «épingle
a cheveux» (fig.9g). Au cours de la pachyté-
nie. le volume de la vésicule sexuelle dimi-
nue. et les hétérochromosomes. tout en se
contractant, deviennent compacts. Malgré
leur proximité les chromosomes X et Y ne
s‘apparient pas. Au niveau des autosomes.
les éléments axiaux des complexes synapti-
némiques sont distincts. Le nombre de préai-
pités argentiques est difficile & estimer. 1l
n'est pas égal a la demi du nombre observé
en leptoténie et en zygolénie. ainst quon
pourrait s’y attendre en raison de 'apparie-
ment synaptique. Au cours de la pachyiénie,
les blocs argentiques disparaissent alors que
fes centromeéres présentent une réaction ar-
gentique positive.




En diploténie et en diacinése (fig.8h et 81),
X et I'Y sont le plus souvent éloignés 'un
de Pautre. Parfois, ils sont accollés, mais il
sagit plutdt d’un rapprochement extréme di
a un artéfact technique que d'une association
véritable, LX et I'Y restent relativement plus
colorés que les autosomes. Ceux-ci réagissent
faiblement a la coloration argentique. On
note néanmoins un 1éger précipité au niveau
des centroméres. Il n'y a pas trace de nu-
cléotes ou d'Ag-NORS.

Les fig.8k et 81 se rapportent a des méta-
phases L. P'une (81) plus avancée que Mautre.
La aussi. il n'v a pas d’Ag-NORS et les
centromeres se colorent posiivement.

by Bandes C

Les fig. 10a, b. ¢ et d se rapportent a des
pachyténies. la premiére étant la moins
avancée. ainsi qu'en atteste larrangement
des autosomes «en bouquet». Dans ces 4
figures. on distingue la vésicule sexuelle (la
morphologie de I'X et de I'Y n’est pas claire).
les centromeéres des autosomes €t une masse
sombre. parfois deux. a Uintérieur desquelles
se distinguent deux ¢léments dont les pro-
prictés hétérochromatiques laissent supposer
qu’il S’agit des bivalents 5 et 7. La comparai-
son de plusieurs noyvaux pachytenes montre
que la disposition de ces deux bivalents peut
varier & l'intérieur de la vésicule. I n'y a pas

Fig. 7. Mus setulosus: mé-
taphase  spermatogoniale
colorée selon 1a méthode
argentique. Cing chromo-
somes présentent un pré-
cipité argentique a Uextré-
mit¢ distale de leurs bras
longs (fieches).

d’appariement au niveau des régions hétéro-
chromatiques des chromosomes 5 et 7. La
vésicule hétérochromatique est  toujours
fortement colorée. ce qui laisse supposer
accumulation a cet endroit de certains pro-
duits de synthése. En diploténie et diacineése
(fig. 10e. £, g), les tétrades 5 et 7 s"identifient
facilement. d’une part en raison de leurs
propriétés hétérochromatiques et dlautre
part parce que la terminalisation des chias-
mas y a lieu beaucoup plus rapidement
qu'au niveau des autres autosomes. Dans la
figure 10e. les chromosomes X et Y sont dans
le prolongement 'un de lautre. Lidentifica-
tion des zones hétérochromatiques permet de
montrer que Passociation a lieu entre le
télomere du bras long du chromosome X et
Fun des téloméres du chromosome Y. Dans
la fig.f. I'X et I'Y sont proches sans étre
associés. Dans ce cas, I'Y se trouve a proxi-
mité du centromere de I'X. Dans la fig. 10g.
FX ET LY sont tout a fait séparés. L'X
présente une allure particuliére «en anneau»
a cause du rapprochement de ses deux télo-
meres. Une telle configuration a €été observée
a plusieurs reprises.

Les fig. 10h et ise rapportent a deux sperma-
tocytes en métaphase 1L Uun doté du chro-
mosome X et I'autre du chromosome Y. A
noter les chromosomes 5 et 7 dans les deux
métaphases.
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Fig. v, Représentation graphique de X et de VY colores par le nitrate drargent: a) leptoténie. b, c. d) zvgoténie,
¢. 1) pachyténie jeune. g) pachviénic avancée,

Bien que I'X et I'Y restent & proximité I'un de autre, il n'y a pas d’appariement. L’X et 'Y peuvent occuper diverses
positions I'un par rapport & Pautre. L'X est généralement replié¢ et prend la forme d'un U, Parfois. en pachyténie
avancée [g), il est possible de distinguer une structure «en épingle 4 cheveuxn au sommet de la courbe de PX, LY
peut ére replié ou rectiligne. Les pointiliés signalent les zones de coloration argenlique intense.

Discussion Lappariement incomplet de I'X et de I'Y

représente un phénomeéne commun chez les

La vésicule sexuelle et le comportement
méiotique de X et de 'Y,

Chez tes Mammiferes en général, les chro-
mosomes X et Y forment. au cours de la
pachyténie. une structure amorphe que lon
appelle la vésicule sexuelle. Comme cest le
cas chez Mus musculus, les chromosomes
sexuels et la vésicule sexuelle de M. serulosus
ont la propriéte de se colorer intensément en
présence de nitrate d’argent, alors que les
bivalents autosomiques ne réagissent pas ou
presque pas a la coloration argentique. Pa-
thak et Hsu (1979) supposent que cette diffé-
rence de colorabilité réside dans le fait que
les autosomes sont le site d'une transcription
intense alors que les chromosomes sexuels
sont «inertes». L'X a généralement la forme
d’un U au sommet duquel on observe parfois

jusqu'ict chez 5

Mammiféres, indépendant de la taille et de
la morphologic des chromosomes sexuels
(Pathak, 1980). Par contre, 'absence d’appa-
riement synaptique entre X et I'Y repré-
sente une sitwation rare. qui a €été déerite
espéces de Mammiferes
seulement, soit Monaodelphis dimidiata (opos-
sum a queue courte). Psammonys obesus (rat
des sables). Didelphis virginiana (oppossum
de Virginie), Baionys musculus («southern
pigmy mouse») et Microtus agresiis {(campa-
gnol des champs).

Le comportement méiotique des chromo-
somes sexuels de Mus setulosus ressemble
étroitement a celui des héterochromosomes
de Didelphis virginiana. Dans notre matériel.
il n’a pas ¢té possible de mettre en évidence
un complexe synaptinémique entre I'X et
I'Y. Dans les figures diploténiques ou I'X et

'Y se trouvent situés 'un a coté de Pautre.
on a davantage 'impression dune proximite
que d'une association. D’ailleurs. les cas de
proximité sont rares puisque sur 37 figures

une configuration en «épingle a cheveuxn.
Nous n’avons pas observé un site de synthese
particulier le long du chromosome X comme
clest e cas chez Mus musculus.

Fie. 8 Mus setulosus: les difi¢rents stades de la spermatogénése selon la coloration argentique. En leptoténie (a), X
et 'Y se colorent plus intensément gue les awtosomes. Hs sont situés 4 la périphérie du noyau. Un précipité
argentique important permet de mettre le nueléole (nuy en évidence. Au cours de la zygoténie (b, ¢. d). les chromo-
somes sexuels gardent la propriété de se colorer plus intensément que les autosomes. lls restent en bordure du
novau. Quelques fragments de complexe synaptinémique (C8) apparaissent. On note dans chagque noyau plusieurs
précipités argentiques de grande tatle. Lors de la pachyténie (e, . g) apparait la vésicule sexuelle qui se colore
fortement par le nitrate d’argent et au sein de laquelle I'X et I'Y présentent diverses orientations. Au fur et a mesure
que la pachyténie avance. les chromosomes sexuels se raccourcissent. Les éléments axiaux des €S sont distinets. Les
centroméres autosomiques se colorent positivement. Les bivalents 5 et 7 s'identifient facilement (g. fleches): ils ne
présentent pas de chiasmas au niveau des zones hétérochromatiques. Entre e et g, le nombre et la tuille des précipités
argentiques diminuent. En diploténic et diacinése (h, i). les chromosomes sexuels sont contractés et se colorent
vivement. La terminalisation des chiasmas s'effcctue rés rapidement au miveau des bivalents 5 et 7 (h). Les
centroméres se colorent positivement. Il n'y a pas &’Ag- NOR. En métaphases 1 (k. 1), les centromeres se colorent
positivement: il n'y a pas trace de nuciéole ou d’Ag-NOR.
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analysées, 24 révelent des chromosomes tout
a fait séparés. 9 des chromosomes sexuels
proches, mais non associés, et 4 montrent I'X
ct I'Y dans le prolongement 'un de Pautre.
Solari et Ashley (1977) proposent qu’il n'y a
pas formation de complexe synaptinémique
entre U'X et 'Y de Psarmmomys obesus parce
que les régions d'appariement ont été dépla-
cées ou modifiées par 'addition de maténel
hétérochromatique a lextrémité de I'X. Chez
Mus setulosus, le chromosome X présente
une bande hétérochromatique subterminale
et I'Y est entiérement hétérochromatique.
"absence d’appariement pourrait résulter de
la nature des extrémités distales de I'X et de
Y. En effet. Gropp et al. (1969) chez Erina-
ceus europaeus ¢t Zenzes et Wolff (1971) chez
Microtus agrestis ont démontré qu'il n’y a
pas formation de chiasma au niveau des
zones hétérochromatiques lors de la pro-
phase de premiere division méiotique.

Se basant sur leurs observations portant chez
Baiomys musculus et Didelphis virginiana,
Pathak et al. (1980) pensent qu'en I'absence
de complexe synaptinémique, les téloméres
cux-mémes  peuvent constituer une zone
dappariement  entre  les  chromosomes
sexuels. Le repli des bras chromosomiques et
Fassociation des téloméres autologues mon-
trent qu'il existe autant d’homologie entre les
télomeres de I'X quentre les téloméres de I'X
et de 1'Y. Les téloméres de I'X de Mus
serulosus manifestent une telle homologie car
il n’est pas rare de trouver des figures diplo-
téniques ou diacinétiques ou cet élément,
repli¢ sur lui-méme. prend la forme d’un
anneau.

Le comportemeni méiotique des
chromosomes des paires S et 7.

Gagne (1972, 73, 74) et Stahl (1974) ont
montré qu'au cours des stades zygotenes et
pachyténes de la spermatogénése humaine,
les zones hétérochromatiques des chromo-

somes 1. 9 et 16 sont associ¢es a des para-
méres, sortes de vésicules ayant Uaspect de
petits nucléoles. Les mémes observations ont
¢té faites sur les ovocvtes humains au méme
stade. L’hétérochromatine constitutive. dont
Factivité de transcription est nulle dans les
cellules somatiques, pourrait éire le site
d'une syntheése active au cours de la pro-
phase de la premiére division méiotique. La
grande ressemblance quil y a entre nucléoles
et paraméres a laissé supposer que ceux-ci
pourralent consister en -RNA et en pro-
téines ribosomales. Des expériences d’hybri-
disation in situ ont montré qu’il ne s’agit pas
de r-RNA [8S ou 28 S.

Le comportement méiotique des segments
hétérochromatiques des paires 5 et 7 de Mus
setulosus ressemble A celui de hétérochro-
matine des chromosomes humains 1. 9 et 16.
S’il nest pas possible de mettre en évidence
des paraméres analogues a ceux observés par
Gagné et Stahl. la coloration en bandes C de
méme que la coloration argentique révélent
Faccumulation de matériel de synthese au
niveau de ces deux bivalents qui, dans la
plupart des figures. se trouvent proches 'un
de 'autre, voire enchevétres.

Lactivité des NORS au cours de la
spermalogénése

La colorauon argentique constitue un test de
Factivité des organmsateurs nucléolaires car
seuls les NORS qui sont en phase de syn-
thése ou qui l'ont été précédemment se colo-
rent positivement. Hofgéirtner et al. (1979)
ont montré que la synthése du RNA riboso-
mal et la coloration argentique déclinent au
cours de la fin de la pachvténie. pour devenir
imiperceptible en diploténie. en diacinése et
lors des métaphases L et 11 1l en va de méme
chez Mus setulosus ou, de la pachyténie au
premier stade de la spermiogénése. il n'y a
pas ’Ag-NORS décelables. De la diploténie
a la métaphase IL les centromeéres se colorent

Fig. 10. Mus serulosus: les différents stades de la spermatogénése selon la coloration en bandes C. Dans les noyaux
pachyténes (a, b. ¢, d). on observe deux vésicules, la vésicule sexuelle (VS). ot il est difficile de préciser le contour de
I'X et de I'Y. et une vésicule sombre & Pintérieur de laquelle se distinguent deux éléments hétérochromatiques
(bivalents 5 et 7). En diacinése et métaphase 1 (e. [, g). les tétrades 5 et 7 ¢'identifient facilement (fléches), L'X et I'Y
ne sont pas associés, méme s'ils se situent dans le protongement Pun de Pautre. A noter 'X en anncau (g). Les figures
h et i se rapportent a deux spermatocytes en métaphase 1, Pun doté d'un X (h), Fautre d'un Y (i). Dans les deux cas.
les chromosomes § et 7 s'identifient aisément (fleches). De la prophase 4 la métaphase L les centroméres se colorent

intensément,
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positivement a I'image de ce qui se passe
chez Mus musculus (Pathak et al. 1979).

Le genre Mus: taxonomie et évolution

Ellermann (1941, 1947) répartit les Mus qu’il
considére comme un genre parfaitement na-
turel en six groupes, dont trois groupes eura-
slatiques  hooduga/dunni, cervicolor/muscu-
lus, platythrix et trois groupes africains bufo-
iriton. minutoides el tenellus.

L’hypothese classique de la différentiation
des espéces du genre Mus (Jotterand 1971)
repose sur deux criteres, les données cytogé-
nétques traditionnelles et les données statis-
tiques (Matthey. 1958-1970) sclon lesquelles
chez les Euthériens plus du 50% des formules
chromosomiques sont situées dans le «spec-
tre des valeurs modales» (2n compris entre
40 et 56). Chez les Muridac. le 62.6% des
especes sont comprises dans cette bande et
fes valeurs inférieures 4 40 ne se rencontrent
que dans le 5.5% des cas. 11 était donc tentant
d’attribuer un caractéere primitif aux formes
avant les nombres diploides les plus élevés,
donc de considérer Mus dunni comme la
souris la plus proche de Pancétre du genre
(Matthey et Petter, 1968). dont auraient déri-
ve les Mus des groupes musculus et booduga
puis, plus loin, ceux du groupe plaivihrix et
les Mus africains.

Des arguments modernes relevant de P'écolo-
gie, des ectoparasites, de la cytologie et de la
morphologie montrent que Ellermann est
allé trop loin dans son désir de simplifier la
classification des Mus. Marshall (1977) pro-
pose de répartir les souris asiatiques en 3
sous-genres:  Pyromys  («spiny-mice») qui
groupe les especes saxicola., platythrix, shor-
wridgei,  phillipsi et fernandosi,  Coelomys
(«shrew micen) avec M. pahari. M.mayori,
M. crociduroides, M. vulcani, M. famulus ¢t
Mus constitué par M.caroli, M.cervicolor,
M. cookii, M. dunni, M. booduga, M. booduga
fulvidiventris, M.booduga lepidoides, Mus
musculus et sous-espéces, M. poschiavinus.

Les données cytogénétiques relatives & ces 3
entités systématiques sont nombreuses. tout
en étant incomplétes.

Si les données traditionnelles ont permis de
formuler un schéma simple et satisfaisant de
la différentiation des Mus eurasiatiques. les
résultats actuels sont beaucoup plus difficiles
a interpréter. Non seulement, ils ne permet-
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tent pas de confirmer les hypothéses précé-
dentes, mais encore ils ne suggérent aucune
relation caryologique simple entre les trois
entités systématiques de Marshall,

Le sous-genre Pyromys présente une grande
diversité chromosomique, les nombres di-
ploides oscillant entre 22 et 49, les NF entre
26 et 52 (Pathak. 1970. Dhanda et al.. 1973,
Satya Prakash, 1972). Si I'on tient compte du
wspectre des valeurs modales». on pourrait
etre tenté de considérer Mus shoriridgei
(Gropp et al. 1973) comme Pancétre du
groupe. Cependant, la nature de son caryo-
type et surtout la présence de chromosomes
surnuméraires rendent une telle hypothése
caduque.

Nous n'avons pas assez de données sur les
Coelomys (Gropp et al.. 1973) pour qu’il soit
possible d’envisager la cviotaxonomie de ce
groupe.

La plupart des espéces du sous-genre Mus
presentent le méme arrangement chromati-
nien. méme si dans certains cas le nombre
diploide est inférieur a 40 (Markvong et al.,
1975, Dev et al.. 1976, Hsu et al. 1978). Si la
réalisation de fusions centriques implique
des modifications structurelies au niveau des
régions centromériennes. elle ne modific pas
la réparttion de Peuchromatine et de I'hété-
rochromatine le long des bras chromosomi-
ques (Gropp et al., 1970-72. Capanna et al..
1976). Le cas de Mus dunni est particulier
(Markvong et al.. 1975). Les propriétés héte-
rochromatiques des chromosomes de cette
espeéce (X, Y. bras courts autosomiques) ne
permettent pas de confirmer Phypothése se-
fon laquelle Mus booduga dériverait de Mus
dunni par inversions péricentriques et trans-
locations (Matthey et Petter. 1968). Les deux
especes différant par leur contenu en hétéro-
chromatine. il est probable que le caryotype
de Mus dunni tre son origine de celui de
Mus booduga par Thétérochromatinisation
d’une partie du génome ou par la duplica-
tion répétée de certains segments hétérochro-
matiques. Mus booduga ¢t Mus dunni sont
sympatriques et Markvong (1975) d'ajouter:
«It 1s tempting to speculate that heterochro-
matin may play a role in species isolation».
La situation observée chez Mus dunni se
rapproche de celle décrite par Pathak et al.
(1973) chez les Peromyscus.

Linterprétation des différences caryotypi-
ques qui existent entre Mus, Pyromys et




Coelomys est rendue d’autant plus difficile
que dans ces deux derniers sous-genres la
répartition des zones eu- et hétérochromati-
ques est mal connue. Les scules données
dont nous disposons consistent en 'é¢tude
comparée des caryotypes de Mus shortridged,
Mus pahari et Mus musculus qui en présen-
tent aucune analogie de «banding pattern»
(Hsu et al.. 1978).

La différentiation des Muridae a partir des
Cricetidae remonte au Miocéne et 1l est
généralement admis gu'elle a eu hieu dans le
Sud Est Asiatique. La présence de Murnidae
en Afrique implique la migration de ceux-ci
a travers les régions subdésertiques irako-
iraniennes et certaines formes de savanes.
seules aptes a supporter les conditions écolo-
giques d'alors, atteignirent FArabie, d'ou a la
faveur de connexions terrestres unissant
celle-ci a PAfrique, elles gagnérent ce cont-
nent au Miocéne supérieur et au Pliocene.
La découverte de Muridae fossiles dans le
Teruaire africain pourrait conduire & modi-
fier cette conception. Le berceau du groupe
serait en Afrique et le peuplement de I'Asie
se serait ultérieurement produit. Thenius
(1969) esume que cette hypothése est néan-
moins moins probable.

Les Mus africains des groupes bufo/triton,
minutoides et tenellus sont trés disparates et
Petter (Jotterand. 1971) renonce a constituer
des groupes d'espéces a partir des Leggadas
africaines. Mus setulosus avec ses chromo-
somes sexuels de type primitif (Jotterand.
1971). son nombre diploide et son nombre
fondamental de 36. s¢ rapproche le plus de
Pancétre présompuf des Mus africains. Les
critéres morphologiques et caryologiques tra-
dittonnels font dériver Mus setulosus des
Mus du groupe muscrlus.

L'analyse comparée des bandes G révele de
nombreuses analogies entre Mus musculus et
Mus setulosus. Les paires serulosus 4. 12, 13,
I4 et 15 sThomologuent parfaitement aux
paires musculus 1. 10, 11, 12 et 13 respective-
ment. Les chromosomes 6 de serulosus se
rapprochent étroitement des 8 de musculus,
bien que ceux-ci présentent un petit espace
clair juxtacentromérien qui fait défaut sur les
6 de setulosus. Les chromosomes 8 de serulo-
sus présentent un probléme d’homologie.
Dotés d’une zone claire intercalaire aisément
reconnaissable, ils sont aussi proches des
chromosomes 3 que des chromosomes 8 de

musculus. Cependant, compte tenu de 'éten-
due de la zone claire intercalaire. les chromo-
somes 8 de serulosus semblent sTapparenter
davantage aux musculus 8 gu'aux musculus
3. Les paires serulosus 1 et 2 sshomologuent
partiellement (¥ distaux) aux paires 9 et 14
de Mus musculus. Les chromosomes serulosus
10 présentent un espace clair caractéristique
en dessous du centromére que 'on retrouve.
bien que légérement déplace. le long du bras
long des chromosomes musculus 2. Les paires
serulosus 16 et 17 sont difficiles a comparer
car leur «banding pattern» n’a rien de parti-
culier. Néanmoins, il est possible de les rap-
procher des paires musculus 18 et 16 respec-
tivement. Les paires 3, 5. 7. 9 et 11 de Mus
setulosus n'ont pas d’homologues chez Mus
musculus. Le chromosome X de serulosus
présente la méme morphologie et la méme
succession de bandes que I'X de la sours
domestique. Le chromosome Y, le plus petit
des chromosomes dans les deux complé-
ments respectifs, se colore de maniere unifor-
me dans les deux especes.

Chez Mus musculus, seuls les centromeres
réagissent en bandes C. La situation s’aveére
légérement différente chez Mus setulosus oh,
en plus des centromeres, 4 paires chromoso-
miques répondent positivement a la colora-
tion. Les paires 5 et 7 présentent un bloc
hétérochromatique s'étendant sur les
proximaux du bras long. Il est intéressant de
rappeler que autoradiographie (Jotterand.
1972) a révélé dans les deux sexes la pré-
sence de 4 autosomes particuliers dont les
bras longs sont presque entierement late
replicating. La paire 17 présente deux ban-
des sombres dont I'étendue peut varier lé-
gérement d’'un homologue a "autre. Le chro-
mosome X présente un centromere tres colo-
ré, une premiére bande sombre située un peu
en dessous du centromére. et une deuxieme
bande, relativement moins importante, si-
tuée 4 la limite entre les 2¢ et 3¢ tiers distaux.
Le chromosome Y est entiérement hétéro-
chromatique et late replicating (Jotterand.
1972). En plus des bandes C que nous ve-
nons de décrire, on observe le long de cer-
tains autosomes des segments qui. bien que
beaucoup moins colorés que les bandes C. le
sont légérement plus que le reste du bras. La
morphologie de ces zones n’étant pas bien
définie, et le caractére de la coloration lais-
sant supposer qu'il ne s’agit pas d’hétéro-
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chromatine constitutive traditionnelle. nous
n’en tendrons pas compte ici.

La grande ressemblance qui existe entre les
caryotypes de Mus musculus et de Mus setu-
losus confirme Thypothése selon laquelle
Mus setulosus dériverait des Mus du groupe
musculus. Néanmoins, P'existence de paires
non homologues et plus particuliérement les
différences qui résident au niveau de la
disposition et de I'é¢tendue des zones hétéro-
chromatiques démontrent que le caryotype
de Mus setulosus, en dérivant du type muscu-
lus, a fait Uobjet de plusieurs remaniements
chromosomiques dont il n’est pas possible de
déterminer la nature précise, malgré le raf-
finement des méthodes de coloration diffé-
rentielles.

Faute de connaissances sur les «banding
pattern» des Pyromys et des Coelomys, nous
navons puy comparer Mus setulosus.

Résumé

Les chromosomes de Mus setulosus sont dé-
crits en bandes G. Q et C. Chez le 4. cing
chromosomes sont dotés d’un Ag-NOR, situé
a extrémuté distale du bras long. Les divi-
sions méiotiques de Mus serulosus & ont été
étudiées selon la coloration argentique et en
bandes C. L'X et I'Y restent {'un prés de
Pautre au cours des stades leptoténe, zygo-
tene et pachytene; ils n'établissent pas d’as-
sociation end-to-end ou side-by-side. Lors de
la diploténie. de la diacinése et de la méta-
phase . ils sont le plus souvent éloignés I'un
de 'autre., A la pachyténie, les bivalents 3 et
7 sont situés 'un & c6té de Pautre et s’entou-
rent d'une «vésicule hétérochromatique». La
syntheése du r-RNA décline vers la fin de la
pachyténie et s'arréte pendant la diploténie.
la diacinese. les métaphases I et I1. Au cours
de ces quatre derniers stades. les centroméres
sont Ag-positifs. L’étude comparée des don-
nées récentes de la systématique et de la
cytogénétique permet de faire quelgues con-
sidérations sur la cytotaxonomie des Mus
eurasiatiques et africains. L’analyse compa-
rée des bandes G révéle de nombreuses
analogies entre Mus musculus et Mus setulo-
sus, ce qui confirme Uhypothése selon la-
quelle Mus setulosus dériverait des Mus du
groupe musculus. Néanmoins, existence de
paires non-homologues et les différences qui
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résident au niveau de la distribution et
I¢tendue des zones hétérochromatiques dé-
montrent que la dérivation du caryotype de

setulosus a partir de celui de musculus a

impliqué des remaniements chromosomi-
ques complexes, dont la nature n’a pu étre
precisée malgré le raffinement des méthodes
de coloration actuelles.
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Evolution chromosomique chez les primates

Bernard Dutrillaux, Jérome Couturier.

Les progres de la cytogénétique comparée
des primates ont suivi ceux de la cytogénéti-
que humaine. Au début des zmnées‘ 60, Chia-
relli (1961). Hamerton et coll. (1961). Chu u
Bender (1962) parmi d’autres ont trouvé
quiil existait des ressemblances entre le ca-
rvotype de T'homme et celui des grands
singes: chimpanzé. gorille et orang-outang.
Ces études furent poursuivies par Uanalyse
de nombreuses espéces vivantes, ¢t un grand
catalogue descriptif a ¢té étabh (Hsu et Ber-
nischke, 1967-1977). Toutefois, la faible ré-
solution des méthodes cytogénétiques an-
ciennes a empéché toute comparaison vala-
ble. sauf pour des espéces étroitement appa-
rentées. et dont les chromosomes ont évolué
par remaniements simples.
Les années 70 virent le développement des
méthodes de marquage chromosomique, qui
allaient changer radicalement les potentiali-
tés de la cytogénétique. Ces potentialités
furent exploitées dés 1972-1973 par Turleau
et coll. (1972). Bobrow et Madan (1973).
Dutrillaux et coll. (1973). Lejeune et coll
(1973), Pearson (1973), Warburton et coll.
(1973) et d’autres encore. Toutefois, ces com-
paraisons restérent immub aux grands sin-
ges. Jusqu’a ce que Garver et coll. (1977) et
Grouchy et coll. (1977) proposent une com-
paraison du marquage chromosomique et de
la cartographie de quelques génes entre
Fhomme et deux cercopithécoides, au moins
pour quelques chromosomes.
Depuis quelques années, une étude plus sys-
tématique a ¢té entreprise au laboratoire, sur
prés de 150 espeéces de primates, et de mam-
miféres non primates. montrant que les ana-
logies chromosomiques peuvent étre totales
entre 'homme et les cercopithécoides (Du-
trillaux et coll., 1978 a et b) et aussi entre ces
derniers et les singes américains (phatyrhi-
niens) et les primates les plus primitifs que
sont les prosimiens (Dutrillaux, 197%a et b).
Actuellement, le caryotype de la moitié envi-
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ron des especes de primates vivants a été
analysé et comparé. ce qui permet de propo-
ser quelques conclusions générales concer-
nant I’évolution de cet ordre.

Les comparaisons chromosomiques

Identité des bandes chromosomiques
euchromatigues

(L’euchromatine représente la partie non va-
riable des chromosomes, qui porte les génes)
Ayant commencé par I'étude approfondie du
carvotype humain. une comparaison systé-
matique a ¢té réahlisée, avec des espéces de
plus en plus distantes. Ces comparaisons ont
necessite des centaines danalyses. avece plu-
sieurs méthodes différentes pour chaque es-
pece et il est évident qu'il n'est pas possible
d’en donner le détail ici. Aussi n'indique-
rons-nous que quelques étapes importantes.
Entre Phomme et les grands singes. une
identité compléte des bandes a pu étre mon-
trée (Dutrillaux, 1975). Les différences chro-
mosomiques portent sur des remaniements
équilibrés, des inversions surtout, ne §ac-
compagnant d’aucune perte ou gain de ma-
tériel. A peu prés autant de remaniements
séparent le caryotype de 'homme de celui de
chacune des espéces de grands singes. et
aussi de ces especes entre elles.

Une identité de bandes guasi compléte est
¢galement observée si 'on compare le carvo-
type humain & celui des diverses espéces de
cercopithecoides. tels les babouins, les maca-
ques et les cercopithéques (Dutrillaux et
coll.. 1978 a. b) que 25 a 40 remaniements de
structure équilibrés séparent, selon les es-
peces considérées,

Une 1dentité de bandes aussi grande existe si
'on compare 'homme aux platyrhiniens, tels
le singe capucin (Cebus capucinus) ou le
singe laineux (Lagothrix lagothricha), et plus




de 30 remaniements séparent leurs caryo-
types (Dutrilaux 1979 a, Dutrillaux et coll..
1980 a).

L'étude. étendue aux prosimiens, tel le Mi-
crocebus murinus montrait encore une gran-
de similarité de marquage (Dutrillaux,
1979 b).

En conclusion, il semble que les structures
cuchromatiques soient restées quantitative-
ment et qualitativement stables durant toute
'évolution des primates. Dans les cas ou il
n'est pas possible d’en faire une démonstra-
tion compléte, des raisons purement techni-
ques peuvent étre invoquées, telles que la
présence de microchromosomes difficiles a
analyser.

Si 'on compare maintenant les chromosomes
des primates a ceux d’espéces appartenant &
dautres ordres de mammiféres. il est aussi
évident que de grandes similarités existent.
Ainsi, on peut trouver les correspondances
entre les chromosomes du lapin, appartenant
a lordre des Lagomorpha et ceux de
Fhomme. Environ 50 remaniements différen-
cient ces 2 caryotypes (Dutrillaux et coll.,
1980 b).

Carrographie génétique comparée

Pour quelques espéces, des génes ont été
localisés sur les chromosomes, et ces localisa-
tions ont été comparées. Les résultats obte-
nus peuvent étre ainsi résumés:

- parmi les grands singes et 'homme, des
génes identiques ont été localisés sur des
chromosomes présumés analogues, aprés
comparaison des bandes (Garver et coll,
1977, Grouchy et coll., 1977).

- parmi les cercopithecoides, plusieurs chro-
mosomes de Macaca mulatta (singe rhésus),
Papio papio (babouin) et de Cercopithecus
aethiops (singe vert) sont porteurs de génes
déja localisés sur leurs analogues présumés
chez '’homme et les grands singes (Garver et
coll.. 1977, Grouchy et coll., 1977).

- chez le singe capucin, 5 génes ont été
localisés 1a ou T'on pensait qu’il serait aprés
la comparaison des bandes chromosomiques
(Créau-Goldberg et coll., 1980).

Bien sur, ces résultats demeurent tres frag-
mentaires, en regard des mulliers de génes
possédés par ces espéces. Il n’en demeure pas
moins qu’ils sont en moyenne trés conver-
gents et si quelques contradictions demeu-

.

rent, il est plus que probable qu'elles puis-
sent étre mises au compte des erreurs techni-
ques.

Des & présent, nous pouvons donc conclure
que d’une espece de primate a lautre, les
mémes bandes chromosomiques portent en
régle les mémes génes.

Il est dommage que ni le lapin, dont les
chromosomes sont relativement faciles a
comparer a ceux de 'homme, n1 méme au-
cun carnivore, n'ait fait 'objet d’une étude
de la cartographie génique.

Il est aussi dommage que le seul mammifere
non primate étudié intensivement soit la
sourts, car cet animal posséde. a notre avis,
un caryotype extrémement différencié, qu’il
est trés difficile de comparer avec celui des
primates. De nombreuses translocations et
fissions sont probablement intervenues pour
former le caryotype de la souris (données
non publiées). Toutefois, pour quelques seg-
ments chromosomiques, une analogie peut-
étre proposée avec prudence: MMU (Mus
musculus)4 = HSA (Homosapiens)sp. MMU
11 (distal) = HSA 17, MMU 12 (distal) = HSA
14, et MMU 16 (distal) = HSA 21 et les locali-
sations géniques sont en trés bon accord.

Analyse chromosomique a haute résolution

Les techniques de synchronisation des cul-
tures développées récemment permettent
'observation de longs chromosomes, avec de
nombreuses bandes: environ 1000 par caryo-
type haploide. Ces techniques appliquées
aux grands singes ¢t a 'homme confirment
largement les résultats obtenus avant (Yunis,
1980, résultats personnels non publiés). Ap-
pliquées aux singes du nouveau monde, ces
mémes techniques ont permis de progresser
dans Panalyse (Dutrillaux et coll., 1980 a). de
méme quappliquées a la comparaison
homme-non primate (Dutnillaux et coll,
1980 b).

A titre d'exemple, la figure | montre la
comparaison entre des chromosomes d’un
cercopithécoide (Allenopithecus nigroviridis)
et ceux de '’homme.

La séquence de réplication de 'ADN

La séquence de réplication de PADN est trés
caractéristique d'un chromosome donné.
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Cette étude permet donc d’obtenir une nou-
velle cartographie chromosomique. basée sur
la dynamique de synthése du composant
essentiel qu'est FADN.

Quelques comparaisons ont été effectuees a
ce jour avec précision: elles montrent que la
méme séquence de réplication existe pour les
chromosomes analogues de 'homme et du
chimpanzé (Viegas-Péquignot et coll., 1978)
¢t pour les chromosomes analogues de
"homme et du singe capucin (Couturier et
Dutrillaux. 1981), entre autres especes analy-
sées.

Ces résultats montrent que la séquence de
réplication de 'ADN n’a pas ¢été¢ modifiée
par les remaniements de structure gui sont
intervenus durant plusieurs dizaines de mil-
lions d'années d’évolution des primates.

La phylogénie chromosomique

Deux types principaux d’informations peu-
vent étre trés des comparaisons chromoso-
miques intéressant les questions phylogéni-
ques.

Le premier reléve de la mise en évidence de
chromosomes strictement identiques chez
deux ou plusicurs espéces. Cecl ameéne a
penser que ces espéces avaient un ou des
ancétres communs possédant ces mémes
chromosomes. Ainsi peut-on progressive-
ment. reconstituer des carvotypes de plus en
plus anciens, en comparant des especes de
plus en plus ¢loignées. CTest amnsi que nous
avons successivement ¢établi le carvotype de
lancétre commun aux Pongidae et aux Ho-
minidae. puis celui de ancétre commun de
ces dernters et des Cercopithécoides. puis
celur de tous les simiens, et enfin celul de
tous les primates (Dutrillaux, 1979 b).

Un méme raisonnement a été suivi pour
PFordre des lagomorphes. celui des carni-
vores. et celur des rongeurs. Ce qut est frap-
pant, c’est que ces caryolypes ancestraux,
indépendamment reconstitués se  ressem-
blent beaucoup. ce qui signifie sans doute
que les ancétres communs a ces 4 ordres de
mammiféres possédaient eux-méme un ca-
ryotype trés semblable.

C’est ainsi que 'on peut proposer la reconsti-
tution du caryotype de ces mammiféres pri-
mitifs (fig.2). qui selon les données de la
paléontologie. auraient vécu il v a quelques
100 millions d’années. Pour quelques chro-
mosomes, il a fallu faire un choix entre deux
ou plusieurs posstbilités. de sorte que ce
caryotype n'est pas entierement certain.
Toutefois, nous estimons qu’il est pour Pes-
sentiel trés proche de la réalité.

Le second type d’information résulte de
analyse des remaniements de structure.
Ainsi, pour les seuls primates, plus de 200
remaniements ont pu &tre  reconstitués.
Ceux-ci ont progressivement modifi¢  les
chromosomes ancestraux pour leur donner
leur aspect actuel.

Pour un chromosome donné. les remanie-
ments sont survenus selon un ordre qu’il est
possible de reconstituer, ce qui permet de
situer les espéces portant les différentes for-
mes de ce chromosome les unes par rapport
aux autres. Ainsi, en considérant I'ensemble
du caryotype, peut-on construire une généa-
logie des espéces dont la figure 3 donne une
représentation partielle des résultats obtenus.
L’évolution des catarhiniens se trouve indi-
quée. a lexclusion des gibbons et des co-
lobes, dont I'étude n’est pas achevée. Chaque
trait représente un remaniement chromoso-
mique, et chaque numéro correspond a celui
du chromosome humain qui a pris sa confi-
guration actuelle. Ainsi. 'X et le 19 se sont
formés avant la séparation des platyrhiniens
et des catarhiniens. On peut donc les dater a
plus de 40-50 millions d’années, & partir des
données paléontologiques concernant ces
groupes. A U'inverse les chromosomes 1. 2. 9.
17 et 18 sont parmi les derniers formés dans
évolution de Phomme, puisquon ne les
observe que dans notre espéce.

La figure 3 montre aussi qu'une évolution
dichotomique, avec séparation brutale des
nouvelles espéces est fort peu probable. Ain-
si. en ce qui concerne les Hominidae. il est
évident qu'ils sont détachés des Pongidae
aprés un long moment d’évolution com-
mune. Leur émergence s'est effectuée a par-
tir d’'une population ancestrale commune

Fig. /. Comparaison des chromosomes humains, & gauche. avec ceux d'un cercopithécoide (Allenopithecus
nigroviridis). La numérotation correspond & celle des chromosomes humains. Bien gu'une trentaine de remanie-
ments séparent les deux caryvotypes. les ressemblances de beaucoup de chromosomes restent évidentes.
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Fig. 2. Reconstitution du caryotype présumé de ancétre commun aux primates, lagomorphes. rongeurs et carni-
vores. Les numéros sur fe c6té indiquent les analogies avec les chromosomes humains. If n'a pas été possible de
choisir entre plusieurs possibilités pour les chromosomes sexuels. qui ne sont pas représentés,

avec les précurseurs des gorilles et chimpan-
zés actuels. Cette émergence a ¢té progres-
sive, faisant intervenir des croisements suc-
cessifs avec des ancétres différents par un,
deux ou plusieurs chromosomes.

Le dogme souvent avancé «une espéce = un
caryotype» ne résiste pas & la vérification
expérimentale. Ainsi, parmu les quelques 70
espéces que nous avons analysées, plusieurs
groupes de 2. 3 et méme un groupe de plus
de 10 espeéces s"avérent posséder un méme
caryotype. A linverse. il n'est pas rare de
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trouver 2 ou plusieurs caryotypes différents
au sein d’'une méme espece. chez des ani-
maux de méme phénotype.

Un autre «a priorin» doit donc étre supprimé:
celui du rdle primordial. voire indispensable
des changements chromosomiques dans la
spéciation.

La figure 4 donne un autre aperqu de 'évolu-
tion chromosomique de quelques primates.
Par rapport a la figure 3. les représentations
ont ¢té légérement simplifiées. et un groupe
de Lémurs de Madagascar a été ajouté.




Chaque type de remaniement a été indiqué.
et il est frappant de constater qu’ils ne sont
pas réparts aléatoirement. Les fusions Ro-
bertsoniennes prédominent chez les Lémurs.
les fissions chez les Cercopithéques et les
inversions chez les Pongidae et Hominidae.

Il est difficile de donner une explication
univoque a cette constatation. dans la me-
sure ou les remaniements dont nous parlons
sont survenus 1l v a fort longtemps, chez des
especes ancestrales dont nous ignorons tout
sur les modes de vie. et en particulier sur les
agents mutagénes auxquels elles étaient sou-
mises et sur leur mode de reproduction.

Sélection et mutations

Comme toujours, en ce qui concerne I'évolu-
tion. ce que 'on met en évidence résulte d’un
double processus: la mutagenése et la sélec-
tion.

En ce qui concerne l'effet de la sélection.
NOUs SOMmMes assez peu armeés pour en tester
les conséquences. En effet. il faudrait connai-
tre les types de remaniements et la fréquence
de leur survenue, et juger de leur transmis-
sion.

Parmi les primates, seule 'espeéce humaine a
été suffisamment étudiée pour que 'on sache,
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Fig. 3. Evolution chromosomique des catarhiniens.

Cladogramme représentant la phylogénie des Catarrhini, établi exclusivement d’aprés 'étude chromosomique. Les
Colobidae n'ont pas été étudiés en détail. Les Hylobatidae restent difficiles & situer exactement. lls se détachent du
tronc commun entre les points C et E. Chague trait représente un remaniement de structure.

HSA = H. sapiens. PTR = P.1roglodytes, PPA = P. paniscus, GGO = G. gorilia. PPY = P. pygmaeus, ANL= A nigroviri-
dis. MTA = M. walapoin, EPA = E. patas, CAE = Coaerhiops, CHO = C.{'Heesti, CCE = C.cephus, CNI= C nictitans,
CMO = C mitis opistocticus, CHA = C. Hamlyni, CMG = C fmona) Grayi, CMM = C. (monaj mona, CNE= C ne-
glectus, CD1 = C. diana.

63



EPA

MTA
PAP
MMy
MFA HEa
ANI CGA 5
AE MSH PPY %
¢ > - ppy O 5
) E [ o
e 1] 0‘5\0 o O o g —
> S = Q
P ¥ Ay o S
cHo = PONGIDAE % S
7. ““
S 2 = PPA
? . LMA
% Q)
co ° LFA .
' CERCOPITHECIDAE g
7y
7,
p % ’/;CNE 3
3 2 ° HGG
CMS & G
cvo cce
cMmM
CHA CPG
3 Robertsonian transiocation Su& .&\&
i LCO
@ other interchromosomal S\@\& .
O pericentric inversion
LEMURIDAE
O paracentric inversion aV VA
® other intrachromosomal
t fission

Fig. 4. Schém
noms d’espé
macaco, LFF
VYVA = Varecia  variegata.  HSt= Hapalemur
HGS = H. g species. MFA = Macaca fuscicularis, MMU
s, MSH = Mandrillus sphinx.

sbmus,

a peu pres, quels sont les remaniements
existant dans la population. Les transloca-
tions réciproques et les translocations Ro-
bertsoniennes  sont  les  plus  fréquentes
(F4:1p. 1000): les inversions sont beaucoup
plus rares (f=:1p. 10000) et les fissions ex-
ceptionnelles (non chiffrable) (Hamerton et
coll.. 1973).

Les translocations. qui sont fort rares dans
"évolution des Pongidae et des Hominidae,
ont donc dues étre ¢liminées. par sélection,
sans doute parce qu'elles perturbent trop la
reproduction (semi-stérilité, fausses-couches
et naissance d’anormaux).

A T'inverse, les inversions péricentriques sont
fréequentes dans I'évolution et rares dans la
population humaine. Elles ont donc été
beaucoup moins éliminées. par la sélection,
ce qui se congoit assez bien car elles entrai-
nent moins de troubles de la reproduction
que les translocations, en général.
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4 simphfié montrant les types de remaniements survenus, Les codes de 3 letires correspondent a des
>s. Beaucoup sont expliqués & la figure 3. Pour les autres: PFU = Phaner furcifer, EMA = Lemur
= L. fulvuy fulvus, LFC = L. [ eollaris. LYA = L. falbocollaris, LCO = L. coronaius, LCA = L. caita.

M.

HGG = Hogriseus  griseus,  HGO = H.g occidentalis,
mutatia, PAP = Papio papio. CGA = Cercocebus galeri-

Toutefois. Peffet de la sélection n'explique
pas toutl. en particubier le fait que les rema-
niements se trouvent groupés selon leur type.
dans les différentes branches de 'arbre que
nous avons reconstruit.

Ceci nous conduit & penser gue les mutations
chromosomiques ne surviennent pas au ha-
sard. et deux expérimentations ont été con-
duites. en utilisant les radiations ionisantes
(rayons y}comme agent mutagene.

~ Apres irradiation de cellules humaines «n
vitron, une cinquantaine d’inversions péri-
centrique ont pu &tre mises en évidence:
plusieurs d’entre elles reproduisent des chro-
mosomes observés chez d’autres espéces.
comme le montre la figure 5.

Si 'on considére qu'il existe théoriquement
un tres grand nombre de possibilités de
«fabriquer» des inversions. il est surprenant
que dans deux petits échantillons. on tende a
retrouver les mémes.




 IRRADIATED HUMAN CELLS -

Cette expérimentation nest pas achevée.
¢'est pourquoi nous ne donnons pas de fré-
gquences, mais les résultats sont déja tres
significatfs,

Apreés irradiation de cellules de cercopi-
theques., dont 'évolution chromosomique
Sest faite surtout par fission. on retrouve
précisément ce type de remaniements assez
souvent, alors qu'il est ranssime chez les
autres especes. lei encore, I'expérimentation
doit étre poursuivie. mais les résultats sont
déja significaufs.

Ces deux expériences montrent done que les
points de cassure et d*échanges chromosomi-
gques ne sont pas aléatoires. peut-élre n'en
existe-t-1 qu'un nombre limité par chromo-
some. et d'autre part que la mutagenese peult
étre assez spéaifique d'un groupe d'animaux
donné. Elles montrent aussi que les muta-
tions conservées par 'évolution traduisent
assez bien la mutagenése. au moins pour
certaines catégories de remaniements. el que
Peflet de la sélection n'est pas toujours aussi
important qu'on a pu le penser. puisque
celle-ci ne masque pas complétement la spé-
cificité des mutations.

Enfin. une derniére approche de ces muta-
tions consiste a comparer qualitativement les
remantements fixés au cours de I'évolution et
ceux survenant de nos jours dans lespece
humaine.

Fig. 5. Llinversion  péri-
centrigue  du chromoso-
me 5. induite par Pura-
diation de  cellules  bhu-
maines, reproduit le chro-
mosome  équivalent chez
le chimpanzeé.

Si 'on considére done les inversions. rares
dans la population humaine. mais fréquentes
au cours d'évolution, on s'apergoit rapide-
ment qu'une bonne partie. entre 10 et 20 p.
100 de chaque échantllon reprodunt les
mémes chromosomes que ceux de lautre
échantitlon. Clest alnsi que nous avons pro-
pos¢ Pexistence de mutations chromosomi-
gues «reverse». lorsque P'inversion reproduit
un chromosome ancestral. et de mutations
«convergentes», lorsque, le chromosome de
type humain étant ancestral, inversion re-
produit le méme ¢lément que celui d'un
autre primate, dérivé de ['¢lément humain
(Dutrilaux, 1979 b). La figure 6 en montre
des exemples.

Ces résultats renforcent beaucoun, c'est évi-
dent. la notion que les mutations chromoso-
miques ne sont pas aléatoires.

Finalement, I'évolution chromosomigue ap-
parait canalisée par un mécanisme qui pour
Iinstant nous échappe. Toutefors, il est trés
probable que ce mécanisme soit lui-méme
dicté par la constitution du matériel généu-
que des groupes d’animaux considérés. Ainsi
une ou plusieurs mutations génigues. ou en
tous cas infra-chromosomiques, seraient ca-
pables d’orienter pour une part la mutage-
nése chromosomique.

Cette spécificité des mutations chromosomi-
ques apparait alors comme un fort adjuvant
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Fig. 6. a et b: Mutations «reverse» du chromosome 9 et du 7. Dans 'un et Pautre cas, le remaniement chromosomi-
que reproduit un chromosome ancestral encore observe pour le 9 chez ie gorille (GGO) el Vorang-outang (PPY ). ¢t
pour le 7 chez le gorille sculement.

¢ Mutation convergente du chromosome 10. La méme inversion péricentrigue & donné le chromosome 10 du gorille

el est observée, 4 'état hétérozygote chez Fhomme.

de Peffet de barriere reproductive, puisque
les caryotypes étant de plus en plus «spéciali-
sés» les hybridations imnter-groupes devien-
draient vite impossibles.
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Zytogenetik im Dienste der Nutztierzucht

Gerald Stranzinger

Einleitung

Eine etwas freiziigige Definition fur die Tier-
zucht konnte so lauten: Tierzucht ist das
Bestreben und Handeln. nach den gegenwiir-
tigen bestehenden praktischen und wissen-
schaftlichen Kenntnissen und wirtschaftli-
chen Bedingungen die besten Tiere oder
deren Kemmzellen fur die Erzeugung der
nichsten Generation auszusuchen und zu-
sammenzufithren, um eine fortpflanzungsfa-
hige neue Generation zu erzeugen.

Um dieses Ziel zu erreichen. hat es in der
Geschichte der Tierzucht verschiedene Pha-
sen gegeben. wober die Tierbeurteilung,
Tiermessung. Populationsgenetik und Zell-
genetik den historischen Verlauf wiederge-
ben. Heute bilden alle 4 Methoden, zwar in
unterschiedlicher Gewichtung, die Eckpfeiler
der Tierzuchtwissenschaften. Der Begriff
Tierproduktion 1st dieser Umschreibung
iibergeordnet, ein Tierproduzent muss also
nicht unbedingt ein Tierzichter sein.

Die Zytogenetik ist eine rel. junge Wissen-
schaft, die die Zytologie und Genetik verbin-
det und das Verhalten der Chromosomen
und Gene in den Zellen in bezug auf die
Vererbung und Variation betrachtet,

Ein Fortpflanzungszyklus zwischen zwei Ge-
nerationen beinhaltet verschiedene Ab-
schnitte, die biologisch signifikantesten Pha-
sen sind Geburt - Wachstum - Reproduk-
tion und Tod. wobei innerhalb eines Indivi-
duums die funktionell genetischen Teile die
Zellen, Chromosomen. Gene und Genpro-
dukte sind.

Hier setzt die Bedeutung der Zvtogenetik in
der Tierzucht ein.

Die grossen Aufwendungen und Erkenntnis-
se in der Humangenetik, Zell- und Moleku-
larbiologie. Botanik und Zoologie haben
auch fir die Tierzucht grossen Nutzen ge-
bracht. obwohl daraus nicht der Name Nutz-
tierzucht abgeleitet werden kann. Auch
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wenn zunchmend mehr Wissenschafter in
ca, 30 Labors um die Welt herum sich um die
Anwendung moderner zytogenetischer Me-
thoden in der Tierzucht bemithen, ist doch
noch ein gewaltiger Riickstand gegentiber
der Humangenetik zu verzeichnen.

Gregor Mendel legte die Grundlagen fir die
Populationsgenetik. Watson und Crick ga-
ben der experimentellen Genetik ein Funda-
ment. auf dem sich auch die Zytogenetk
entwickeln konnte. T.C. Hsu beschreibt in
seinen historischen Perspektiven (1980) den
harten Weg all jener Zytogenetiker, die mit
wenig offizieller Unterstiitzung sowie man-
gelhaften Methoden und Geriten, die Uni-
versalitdt der zytogenetischen Phinomene
von der Fliege bis zum Menschen erarbeite-
ten. Zu dieser Chromosomentheorie der Ver-
erbung hat R. Matthey 1n dieser schwierigen
Situation durch seine Arbeiten viel beigetra-
gen und durch die Entdeckung eines mor-
phologisch signifikaten Phinomens der weit-
gehend konstanten Anzahl an Chromoso-
menarme, von thm auch Nombre fondamen-
tal (NF) genannt. einen Meilenstein in die
Zytogenetiklandschaft gesetzt. Seither und
besonders in den letzten 15 Jahren war eine
enorme Entwicklung zyvtogenetischer Techni-
ken zu verzeichnen, die zur genauen Be-
schretbung der Chromosomen fihrten. Be-
sonders hervorzuheben sind die Binderungs-
farbungen an den Chromosomen (Caspers-
son et al., 1973), die zur exakten Bezeich-
nung und Zuordnung der Chromosomen
dienen. Der kleinste morphologisch darstell-
bare und eindeutig in den Generationen
verfolgbare genetische Komplex ist heute
noch das Chromosom bzw. Abschnitte des-
selben. Die lineare Anordnung dieser Gen-
triger ist erwiesen und nur durch Sekundir-
und Tertidrstrukturen scheinbar unterbro-
chen. Genetische Kopplungseinheiten sind
auf eine verschiedene Anzahl von Chromo-
somen verteilt. wobei die Anzahl und Form




der Chromosomen fur jede Spezies charakte-
ristisch ist. Bei Sdugern variert sie im diploi-
den Zustand von 6 bei Muntjakus muntjak
bis zu 88 bei Geocapromis brownii.

Alle Abweichungen vom Normalzustand der
Chromosomenstrukturen und der Zusam-
mensetzung werden Aberrationen genannt,
wobel  polymorphe Erscheinungen einen
fliessenden Ubergang zu den merphologisch
erkennbaren Mutationen darstellen. Ob sie
in allen Fiillen auch Anomalien sind. soll
hier nicht diskutiert werden, fur eine Eintei-
lung wird aber dieser Begriff verwendet. Zu
den Chromosomenanomalien rechnet man
alle autosomalen und gonosomalen sowie
strukturelle und numerische Abweichungen.
Als Struktur-verdndernde Eingriffe an Chro-
mosomen sind Briiche und Verwachsungen
in Form von Inversionen, Defizienzen, Dele-
tionen. Duplikationen und Translokationen
aufzuzihlen. Numerische Anomalien. sind
Polyploidien und Aneuploidien, wobei Mo-
satke und Chimiren Sonderformen darstel-
len.

Zytogenetik bei bestimmten Tierarten
Das Pferd: Equus caballus 2n = 64

Von der Entwicklungsgeschichte her be-
trachtet. ist das Pferd dusserst interessant
und aufschlussreich. sowohl fiir sich selbst
wie auch in Verbindung mit dem Menschen.
Die Hippologen haben so manchen Abstam-

mungsdisput ausgefochten. Die Chromoso-
menzahl und Kreuzbarkeit der Equiden soll
in der Tab.l aufgezeigt werden. In dieser
Tabelle kommen die Erkenntnisse von Mat-
they itber die Nombre fondamental sehr gut
zum Ausdruck. da generell mit zunehmen-
den Differenzen die Kreuzbarkeit beein-
triachtigt ist. Zusitzliche Bianderungsfirbun-
gen an den Chromosomen der Ausgangsty-
pen und Kreuzungsprodukte zeigen, dass zu
den Fusions- und Fissionsmechanismen, die
die Anzahl der Chromosomenarme verin-
dern. auch Translokationen. Inversionen und
eventuell Duplikationen und Deletionen zur
Spezialisierung beigetragen haben. Die re-
produktive Diskontinuitdt besteht nicht in
allen Fillen, ist aber bet den Pferd X Esels-
kreuzungen allgemein bekannt und diente zu
sehr interessanten weiteren Studien, wie der
Inaktivierung von X-Chromosomen in der
frithembryonalen Phase weiblicher Zygoten.
Dieses Phinomen wird durch die Lyons
Hypothese (Lvyon. 1962) gut umschrieben
und hat im Lichte neuester Erkenntnisse
tiber die Repressortheorie des H-Y-Antigens
neue Aktualitit erlangt. Fir die Pferdeziich-
ter ist das XO Syndrom bei Stuten von
Bedeutung. Diese geschlechtschromosomale
Abnormitidt tritt bei Pferden erstaunhcher-
weise sehr hidufig auf (Chandley et al. 1975)
und kann am Phinotyp durch schwiicheren
Wuchs und z. T. durch verinderte Genitalien
erkannt werden.

Dieser Befund ist aber erst an jedem einzel-
nen Tier durch eine Chromosomenanalyse

Tab. 1. Chromosomenzahl. Nombre fondamental und Kreuzbarkeit bei Equiden.

Metaz. Akroz. Total Nombre Hybriden
fondamental
3 % é g 5 § 3 g
Lo —
E. przewalsku 25 26 41 40 60 91 92 i
Mongol. Wildpferd |
E. caballus 27 28 37 36 64 91 92 _j ooy e
Dom. Pferd } ]
E. asinus 40 40 22 22 62 102 102 = i N
Esel | 1 i
E. hemionus onager 45 46 I 10 56 101 102 2 iJ f
Onager {Pers) ; i
E. grevyi 4 3412 12 46 80 80 el -
Grevy Zebra J
E. burchelli boehmt 36 8 44 80
Grant's Zebra
E. zebra hartmannae 29 30 3 2 32 61 02

Hartmann’s Zebra

* fruchtbar
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zu bestitigen. Das X Chromosom beim Pferd
ist durch eine Binderungsfirbung (G. Q
oder R-Band) eindeutig festzustellen und
zeigt durch G-Béander am kurzen Arm ein
schwiicheres Band am telomeren Ende zum
Unterschied vom zweiten morphologisch
dhnlichen autosomen Chromosom mit einem
starken Band (Abb.1). Das X-Chromosom
ist deshalb als das zweitgrosste submetazen-

Tab.2. Chromosomenmessungen beim Pferd

Chromoso-~  Messergebnisse

men- @ der Einzelwerte*

bezeichnung RGL ALV

Al 214,41 14,97 61,10 2:32
A2 144,19 10,28 59.88 4.24
A3 141,17 8.91 63.62 4.89
Ad 134,36 10,87 65,16 6,67
AS 126,24 10.39 58,04 5.87
Ab 123.62 7.54 56.29 4,36
A7 119.13 10,16 60.45 6.80
A 143.30 6,49 60,74 1.83
B! 114,55 6,62 59,53 4,37
B2 113,27 7,26 56,71 4,54
B3 105,55 7.44 57,25 4.08
B4 86,22 9,00 53.19 348
BS 78,87 5,81 53,48 3.92
B6 68,98 7.92 55,82 3.64
B 94,21 5,61 56,00 1.93
Cl 116,33 6.58 *3 minnliche Tiere,
C2 110.37 5,90 3 weibliche Tiere
C3 106.31 5.47 und 5 Metaphasen
C4 101,33 6.635 pro Tier.

C5 96,06 5,82

Co 92.46 6,72

C7 85,13 6,58

C 100.91 4,41

B 78.95 5,32

D2 72,73 5,85

D3 69,92 6,41

D4 64.31 5,54

Ds 62,71 4.61

Dé 58.87 5.36

D7 35,10 4,11

D 65,92 3.85

El 52,54 5,17

E2 51,07 592

E3 47.66 4,87

E4 44.30 7,98

E 48,75 4,36

X 155,32 11,67 61.62 4.24
Y 39,79 953

RGL = Relative Gesamtlinge
ALV = Armlangenverhiltnis
% = Mittelwert, s = Standardabweichung
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trische Chromosom im Karyotyp zu bezeich-
nen. Das Y-Chromosom bei Pferd weist, wie
bei allen anderen Sidugern, einen Grossenpo-
lymorphismus auf, st aber zumeist das klein-
ste akro- bis telozentrische Chromosom im
gesamten Komplement und weist kein signi-
fikantes Band im Vergleich zu den kleinsten
autosomen Chromosomen auf.

Das Rind: Bos taurus und Bos indicus 2n = 60

Das bisher eindeutigste chromosomale Un-
terscheidungskriterium zwischen taurus und
indicus stellt das Y-Chromosom dar, bei
taurus submetazentrisch, bei indicus akro-
zentrisch. Dieser Unterschied, neben sicher
noch weiteren Disharmonien, die wuner-
forscht sind, bringt be1 Kreuzungstieren und
Neuziichtungen von Rassen in ariden Gebie-
ten, wie bei Santa Gertrudis, Bonsmara und
Belmont, Schwierigkeiten in der Fruchtbar-
keit, da sich beide Komplemente in 2. und
3. Generation durch spezielle Segregationser-
scheinungen als inkompatibel erweisen. Dies
sind fur Zuchtungsprojekte der Entwick-
lungshilfe sehr wesentliche Ergebnisse der
Forschung, da sie

1. schwerwiegende  Verluste
(20 Prozent weniger Kilber)
2. beim langen Generationsintervall be1 Rin-
dern relativ spét sichtbare Folgen haben.
Das Rind ist vielleicht von den landwirt-
schaftlichen Nutztieren am besten zytogene-
tisch untersucht worden.

In der Tab.4 und 5 werden die bisher be-
schriebenen Chromosomenanomalien aufge-
fuhrt (Popescu, 1980)

Der Fusionstyp 1/29 und der Chiméarismus
sind die herausragenden Erscheinungen, so
dass ich hieriiber etwas ausfithrlicher berich-
ten werde.

verursachen

Tab.3. Anzah! geborene Kailber bei verschiedenen
Kreuzungsstufen der Belmont Rasse mit Bos taurus und
indicus Chromoesomenanteile

Generation Linie AX Linie BX Linie HS
Erste 76* 81 70

20%
Zweite <+ Dritte 77 61 67

AX = Afnikaner Kreuzungslinie

BX = Brahman Kreuzungslinie

HS == Hereford + Shorthorn

* = Prozentanteil geborener Kilber
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Die Vereimigung des grossten (1) und klein-
sten (29) autosomen Chromosoms zu einem
Markerchromosom 1/29 als Zentromerfu-
ston beschiftigt die Tierziichter besonders,
da es in Frequenzen von 0-70% in verschie-
denen Populationen auftritt und die Frucht-
barkeit der Trédgertiere betrofien sein soll.
Art und Zeutpunkt der Entstehung sind un-
bekannt, die Auswirkungen in der Tierzucht
sehr umstritten. Theoretische Uberlegungen
wetsen auf mogliche fruchtbarkeitsmindern-
de Effekte hin, speziell im Hinblick auf Non-
Disjunction in der Meiose und dadurch auf-
tretende unbalancierte Gameten. Dies ist
aber nie eindeutig fur alle Fusionstypen be-
wiesen worden. Eine Zusammentfassung der
heterozygoten Tridgerstiere im Aufspaltungs-
verhiltnis ihrer weiblichen Nachkommen
zeigt, dass jeder Stier sein eigenes Charakte-

ristikum hat und keine Verallgemeinerung
moglich ist (Tab.6). Gibt man den Spermien
mit oder ohne Fusionschromosomen diesel-
be Chance, eine Eizelle zu befruchten und
analystert die Nachkommen (Tab.7), so zeigt
sich. dass Spermien mit den Fusionschromo-
somen keinen selektiven Nachteil in der Be-
fruchtung und Embryonalentwicklung ha-
ben. Diese Ergebnisse der eigenen Untersu-
chungen aus Tab.6 und 7 veranlassen mich
daher zu folgenden Schlussfolgerungen.

Eine stindige Verdnderung der Chromoso-
men und dadurch entstehende Abweichun-
gen vom Standardkarvotyp muss im Evolu-
tionsgeschehen auftreten und bildet in threr
Frequenz innerhalb einer Population ein
Equilibrium, welches durch Selektionsvor-
und Nachteile in Balance gehalten wird.
Dieser Zustand wird durch jede Gen-Um-
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Tab.4. In der Literatur beschriebene Zentromerfusionen beim Rind

Nr.  betroffene Rasse Phinotvp Autoren
Chromosomen
1 1/29 viele normal viele
2 2/4 engl. Schwarzbunte normal Pollock, 1972
3 3/4 Limousin normal Popescu, 1977
4 5.6/15.17 Dexter - Eldridge, 1974
8 71172025 Blonde Limousin ? Darre et al., 1974
6 8/9 Braunvich 2 Tschudi, 1977
7 13721 Mosaike Holstein-Friestan normal Kovacs et al., 1973
8 11.12/15.16 Simmental normal Bruere et Chapman. 1973, Harvey 1974
9 1/25 Fleckvieh normal Stranzinger. Foerster” 1976
10 14/28 Holstein abnormal Ellsworth et al., 1979
1 14724 ? 7 Di Bernadino, 1979
12 25/27 Grauvieh normal De Giovanni et al., 1979
i3 5/21 Japanese Black normal Masuda et al., 1980

welt Interaktion veriindert, dies kann sehr
kurzfristig geschehen oder durch Isolation
lange Zeitrdume beanspruchen. Jede neue
Chromosomenmutation muss aber dieses
Sieb durchlaufen, um sich etablieren zu kon-
nen. Die Chromosomenmutation alleine gibt
daher keine Auskunft iiber deren Uberle-
benschance, es miissen die auf diesen Chro-
mosomen liegenden Gene in ithrer Auspri-
gung und Genwirkung und deren epistati-
schen Effekte beriicksichtigt werden. Ohne
Forschung auf dem Gebiete der Genkartie-
rung sind diese Effekte nicht verifizierbar.
und daher gehen unsere Bemiithungen in
diese Richtung. Die Reduzierung der Er-
scheinungen auf einfache Genwirkungen.
Selektionsmechanismen und Phinotypen ist
daher die erste Aufgabe der Tierzuchtfor-

Der Chimirismus writt beim Rind in Form
von Intersexen, Freemartuns oder Zwicken
auf. Durch Gefiissanastomosen bei Zwillin-
gen in der Plazenta werden sowohi foetale
Zellen wie humorale Stoffe ausgetauscht.
Der wirksamste Stofl fiir die Geschlechtsdif-
ferenzierung durfie das H-Y Antigen sein
und jede weitere Forschung auf dem Gebiet
des Chimédnsmus muss diese Erkenntnisse in
die Betrachtungen einbezichen.

Fir die Tierziichtung wire der gonadale
Chimiarismus interessant (Stranzinger et. al.,
1981), da in der kiinstlichen Besamung und
Zuchtwertschitzung sowie im Embryotrans-
fer genetische Auswirkungen zu erwarten
sind.

Wie kann der gonadale Chiminsmus ein-
deutig erfasst und untersucht werden? Ein

schung. Beispiel  soll  diesen  Fall  verdeutlichen
Tab.5. In der Literatur beschriebene Chromaosomenaberrationen beim Rind
Typ betroffene Rasse Phinotyp Autoren
Chromosomen

Translokation 27,29 Guernsey Normal Bongso und Basrur (1976)
Translokation X/Autosom Schwedische Rote  Normal Gustavsson et al. (19683

und Weisse
Translokation X/13 1/4 Brown Swiss  Normal Eldridge (1977

und 3/4 Holstein
Tandem Translokation 1718 Dinische Rote Normal Hansen (1969)
Reziproke Translokation  (10:11)(41:14y  Fleckvieh Normal Mayr et al. {1979)
Perizentrische 7 Charolais x free-martin Short et al. (1969)
Inversion Guernsey
Perizentrische i4 Normande Normal Popescu (1972, 19763
Inversion
Insertion 16 Charolais Normal Moraes (1978)
Verldngertes Y Y Ayrshire Normal Fechhemmer (1973)
Verldangertes Y Y Charolais Normal Cribiu und Popescu (1974)
Chimiren XX/YY viele 4 normal viele

¥ free-martin
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Tab. 6. Zusammenfassung einzelner Nachkommenuntersuchungen von heterozygoten Zentromerfusionsstieren

I 11 1 v v Vi
Rasse Bulle Bayr. BV Brown Swiss Bayr. Fleckv.  CH Simm. CH Simm. Summe
Kuhmaterial Bayr. BV CH BV Bayr. Fleckv.  CH Simm. CH Simm.
Anz. Tochter
untersucht 392 46 73 45 59 615
Davon Het.
Zentromerfus. 182 22 15 22 22 263
in % 46.5 47.8 20.5 48.8 37.2 428
Signifikanz n.s. n.s. XXX n.s. n.s. XXX

(P=20,03) (P<20,0%)

Autoren Stranzinger Stranzinger Stranzinger Zahner Zahner

Forster 1976 (unverdffentl.)  Forster 76 1977 1977

BV = Braunvieh, Simm. = Simmentaler Fleckvich

(Abb.2). Mit Hilfe von Markerchromoso-
men, in unserem Fall die vorher besprochene
1/29 Zentromerfusion, kann beir Zwillingen
dieses Phinomen gut untersucht werden. Als
fEndzustand sollte durch den Zellaustausch
tibher die Plazenta in der Frihphase der
embryonalen Entwicklung Zellen des Zwil-
lingspartners in die Gonaden des zweiten
Partners eingebaut werden. Es wurde auch
beim Menschen bewiesen. dass weibliche
Zellen im Hoden des Zwillingspartners zu
Spermien sich entwickeln und Nachkommen
erzeugen konnen. In der Tierzucht ergeben
sich daraus weitreichende Konsequenzen,
von der Verschiebung des Geschlechtsver-
hiltnisses angefangen bis zur grossen Ver-
mehrungsrate eines weiblichen Individuums
tiber integrierte gonadale Zellen im minnh-
chen Zwillingspartner, der zur Zucht einge-
setzt wird.

Generell werden alle Stiere, die in der kiinst-
lichen Besamung in der Schweiz eingesetzt

Tab, 7. Mischspermacinsatz von verschiedenen Zentro-
merfusionsstieren

Mischung Kither  Kilber Theor. Vorteil

Total 1.Stier  erwartet®* 1. .Suer
ither 2. Ster

Jomick

38760 164 98 81.75 + 291%

Fasnick

39/60 172 124 76.- + 27.91%

Jonfas

38759 216 68 102, — 15,74%

* korrigiert nach unterschiedlicher Anzahl Kilber
Fasan > Jonny > Nick

werden. auf thre Chromosomenstruktur un-
tersucht und. wenn Anomalien auftreten, aus
der Zucht ausgeschieden.

Das Schaf: Ovis aries 2n = 54.

Beim Schaf wurden die in der Schweiz ver-
tretenen Rassen kaum zytogenetisch unter-
sucht. Aus Neuseeland liegen jedoch interes-
sante chromosomale Untersuchungen vor,
die ebenfalls Zentromerfusionen betreffen
und in Tab.8 in Verbindung mit der unter-
schiedlichen Chromosomenzah! betr Wild-
schafen aufgezeigt werden (Bruere, 1975).
Da diese Fusionstypen von Bruere durch
gezielte Paarungen kombintert wurden und
bei einer grosseren Zahl die Fruchtbarkeits-
verhiltnisse studiert werden konnten, sind
diese Untersuchungen richtungsweisend auf
dem Ziichtungssektor. Keine Fruchtbarkeits-
reduktionen sind durch diese Fusionstypen
beim Schaf festgestellt worden.

Autosomale Monosomen, selbst in Mosaik-
form, fihrten beim Schaf zu schwerwiegen-
den Skelettanomalien.

Die Ziege: Capra hircus 2n = 60

Ahnlich wie beim Rind und Schaf findet man
auch ber der Ziege die Zentromerfusionen
verschiedener autosomer  Chromosomen
(Abb.3).

Zytogenetisch interessant ist jedoch bei der
Ziege die Kopplung des Hornlosigkeitsgens
mit der Bildung von Intersexen, die zur
Verschiebung des Geschlechtsverhiltnisses
und fiir den Zichter zu wirtschaftlichen Ver-
lusten fihren, Auch hier spielt das H-Y
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Abb. 2. Gonadaler Chimérismus #
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Antigen eine Rolle. hier diirften sich 2 unab-
hingige Mutationen so nahe aneinander be-
finden, dass es zu dieser engen Kopplung
dieses Phinomens kam. In Verbindung dazu
steht auch die Gyndkomastie bei Ziegenbok-
ken, Pseudomidnnchen mit 2 X-Chromoso-
men und der Samenstau. Da in vielen Ge-
bieten hornlose Ziegen bevorzugt werden,
sind dabei auftretende wirtschaftliche Verlu-
ste unausbleiblich.

Das Schwein: Sus scrofa ferrus 2n = 38

Im Produktionswert hegt diese Tierart als
Nutztier an zweiter Stelle in der Schweiz.
Durch seine hohe Reproduktionsrate be-
dingt. sind zvtogenetische Aspekte, die die
Fruchtbarkeit beeinflussen, besonders inter-
essant. Da beim Schwein die kiinstliche Be-
samung ebenfalls zunechmend eingesetzt
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wird. sind genauere zyvtogenetische Untersu-
chungen als zuchthygienische Massnahme zu
bezeichnen. In welchem Ausmass eine Chro-
mosomenmutation eines Ebers die Frucht-
barkeit der von ithm gedeckten oder besam-
ten Sauen beeinflusste, zeigt die Darstellung
der Daten von Henricson und Bickstrom
(1964) Tab.9.

Die  Chromosomenmutationsrate  scheint
beim Schwein relativ hoch zu liegen. da
mehrere Translokationstiere in der Literatur
beschrieben wurden. Die Fruchtbarkeit n
Form geborener Ferkel war immer stark
beeintriachugt.

Fir die Genkartierung haben wir solche
Tiere Gber die Bestrahlung von Spermien
erzeugt, wobei die 2. Generation der Translo-
kationsindividuen vorhiegt (1.4; 1.16; 2.15;
5.15;) und auch hier die Wurfgrosse bei 2-6




Tab. 8. Chromosomenzahl bei Wildschalarten und Mutationsformen bei Kulturrassen

!
|
|
|
%

Muftlonschaf Uralschaf

OVis musimon ovis vignei
ovis orientalis
2n= 54 2n=38

Argalischaf Nordamerik. Bighorn

OVi$ ammon ovis canadiensis

2n =54

2n =50 &

Sibirisches Schreeschaf
ovis mivicola

2n=352

Domestizierte Schafe

2n=54

Ferkel legt. der schweizerische Durchschnitt
der Abferkelergebnisse liegt bei 9 Ferkel.
Das europiische Wildschwein hat 2n =36

Chromosomen. wobei die Hausschweine-
chromosomen Nr. 15 und 17 als Fusionschro-
mosom vorliegen (Abb.4). Die Kreuzung
zwischen Hausschwein und Wildschwein st
ohne Schwierigkeiten mdoglich, und die F,

Tabh. 8. Ferkelzahlunterschiede zwischen einem Transio-
kationseber und einem normalen Eber bei Anpaarung
der gleichen Muttersauen (nach Henricson u. Bick-

srom, 1964) (4, 14 Translokation; Reading System
Hg~. 13+

I Paarung 6\ X 51 9

L Warf X = 5.1 Ferkel \E/

2. Paarung 24 X (Z‘

2. Wurf J/X =12,7 Ferkel

3, Paarung ® 21 2

3. Waurf X = 5.6 Ferkel

TR = Translokationster; N = normales Tier

M M,

Individuen spalten nach Mendelschen Re-
geln in threr Chromosomenzahl wieder auf.
Fir uns sind diese Kreuzungen aus verschie-
dener Sicht sehr interessant, da sie

1. Markerchromosom tragen.

2. sonstige polymorphe Chromosomen bei
Wild- und Hausschwein auftreten,

und damit die Segregation von Chromoso-
men oder Segmente davon in Familienana-
lysen untersucht werden konnen. Dies ist der
normale Weg zur Genkartierung, wie er vor
dem Erscheinen der Zellhybridisationsme-
thoden auch bet Tier und Mensch durchge-
fithrt wurde, aber heute durch die speziellen
Bandfirbemethoden effizienter geworden ist.
C-Band polymorphe Chromosomen kennen
wir von Nr. 16 und 17 und bei den Wild-
schwein-Hausschweinkreuzungen die Nr. 13,
16 und 18. Damit sind 10 Autosome mar-
kiert, also mehr als 50% des Genoms. Hier ist
auch eine Antwort auf die Ausnutzung von
Genen aus Wildpopulationen in  unserer
Zuchtrasse, deren Chromosomen in Kreu-
zungspopulationen verfolgt werden konnen,
zu geben, da allgemein angenommen wird,
dass diese Wildformen gegeniiber Umwelt-

7



Abb. 3. Zentromerfusion bet Ziege.

einflisssen besser gewappnet sind. Dies triffl
nach eigenen vorliufigen Untersuchungen
nicht zu. speziell die Krankheitsresistenz
konnte bei Kreuzungsnachkommen nicht
verbessert werden. Zusitzlich wird die Vor-
hersage bestimmter Leistungserwartung aus
diesen Tieren sehr ungenau. was fiir den
Tierziichter und Konsument cin grosses fi-
nanzielles Risiko bedeutet.

Makrochromosomen)

Das Gefliigel. speziell durch die Umkehrung
der Geschlechtschromosomen beim homoga-
metisch minnlichen Tier und heterogame-
tisch weiblichen Tier zytogenetisch interes-
sant, ist besonders in der Chromosomenfor-
schung stark eingesetzt worden. Ein beson-
deres Phinomen konnte hierbei mit Hilfe
von Markerchromosomen von Fechheimer
und Mitarbeiter (1979) geklirt werden. Das
Auftreten von verschiedenen haploiden Zell-
linien. neben der normalen diploiden Form
innerhalb einzelner Individuen wird durch
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das Eindringen mchrerer Spermien in dic
Eizelle und die selbstindige Entwicklung
verschiedener Spermien zu haploiden Zelli-
nien ausgelost.

Eine unterschiedlich hohe erbliche Disposi-
tion liegt bei verschiedenen genetischen Her-
kiinften vor. Der Einsatz von Mischsperma
aus verschiedenen Hihnen mit unterschiedli-
chen Translokationschromosomen war Vor-
aussetzung fir diese Studien.

ZLytogenetische Methoden in der Biotechnik

Einige technische Methoden haben in der
Tierzucht Eingang gefunden. In den letzten
20 Jahren ist die kiinstliche Besamung eine
Standardmethode  geworden.  Besondere
Auswirkungen hatte diese Methode auf die
Zuchistruktur. aber auch der Zuchterfolg ist
in Verbindung mit dem Einsatz der Popula-
tionsgenetik entsprechend hoch gewesen, Im
Extremfall kann ein Stier auf diese Weise
ca. 100000 Kialber zeugen. ein Eber sicher
einige Tausend Nachkommen und bei den




Ahb. 4. Fusionschromosom bet Wildschwein.

anderen Tierarten sind dieselben Verhitlinis-
se gegeben. Es leuchtet daher ein. dass bei
dieser Vermehrungsrate eine genaue geneti-
sche Analyse vorgeschaltet w erden muss und
erst nach umm Testeinsatz und der Uber-
’)ruiung aller Parameter ein genereller Ein-
satz erlaubt wird. Zunchmend werden daher
auch biochemische. zellgenetische und chro-
mosomale Analysen durchgefithrt. Diese
Untersuchungen dienen mehr der Erbfehler-
prophylaxe und weniger den genetischen
und p:oduktxonstuhmbehtn Uberlegungen.
Ein Wunschtraum ist noch immer dlc exakte
Spermientrennung. um  weibliche  oder
minnliche Nachkommen gezielt zu erzeu-
gen. Auch hier werden in der Experimental-
phase zytogenetische Methoden cingesetzt.
insbesondere um den Erfolg der Trennung
moglichst rasch an Hand der Geschlechts-
chromosomen konstatieren zu konnen.
Realitit wurde die Auftrennung nach Ge-
schlecht beim Embryotransfer, einer weite-
ren biotechnischen Methode. da iiber eine
Zellentnahme und  Chromosomenanalyse
das Geschlecht des Embryos bestimmt wer-

den kann. bevor der Embryo wieder auf em
Empfingertier iibertragen wird. Dieser Vor-
gang kommt der Amniocentese beim Men-

schen sehr nahe. Beim Rind wurde die Am-

niocentese ebenfalls  erfolgreich  durchge-
fihrt, hat aber keine direkte Anwendung

gefunden. da es keine Alternativen nach
Kenntnis des Gegchiechtcs oder einer Ab-
normitit gibt, als das Kalb austragen zu
lassen und dann der Verwertung zuzufihren.
Sowoh! fiir die Theorie wie auch i der
Praxis kann die Zytogenetik wertvolle Er-
kenntnisse liefern. In der Tierzucht werden
heute noch viele Massnahmen auf Grund
von empirisch ermittelten Annahmen getrot-
fen. Diese sind zu uberpriifen und mit Test-
verfahren wie 2z B. auch zytogenetischen
Techniken aufzukliren.

Tierzucht bedeutet Selektion; die genctische
Variation ist eine Voraussetzung fur die Se-
fektion. Eigenschaften erkennbar machen,
die als Selektionsmerkmale effizient genutzt
werden konnen, dazu sind ebenfalls Chro-
mosomenanalysen unter Verwendung von
Markerchromosomen aufschlussreich. Segre-
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gationsanalysen in Populationen geben Ein-
sicht in Bezichungen von Determinanten, die
fur den Aufbau und den Erhalt einer Tierpo-
pulation entscheidend sind. Ausnahmen in
der allgemeinen genetischen Gesetzmiissig-
keit sind ziichterisch interessante Sonderfil-
le. die zumeist ihren Ursprung in Neukombi-
nanten oder Mutanten haben. Als Allele sind
Genmutationen in ihrer Frequenz in einer
Population bedeutsam und haben grosse
Auswirkungen, sofern diese Genorte gekop-
pelte Eigenschaften, wie positive oder negati-
ve ziichterische Merkmale, beinhalten. Se-
lektion auf wenige Eigenschaften stort das
genetische Gleichgewicht und damit wird ein
Selektionsdruck auf eine Population ausge-
l6st. In der Folge werden meiotische Abliu-
fe. wie Crossing over, Segregation und Diffe-
renzierungsvorginge sowie die  Befruch-
tungskapazitit und embryonale Sterblichkeit
beeinflusst. Zusitzliche biotechnische Me-
thoden, wie die kiinstliche Besamung, geben
diesen Entwicklungen eine erhohte Wirk-
samkeit,

Zusammenfassung

Die Tierzucht konnte viele experimentelle
Erkenntnisse aus anderen Disziplinen auf-
greifen und ohne viel zusitzlichen Aufwand
in der Theorie und Praxis einsetzen. Es sind
aber nicht alle biologischen und zytogeneti-
schen Phidnomene direkt Gibertragbar, und
daher muss die Tierzuchtforschung eigene
Akuvititen entwickeln. Im Austausch der
Erfahrungen zwischen den einzelnen Diszi-
plinen kann durchaus auch das Tier wertvol-
le Informationen fir den Menschen liefern,
wenn auch meist mit umgekehrten Vorzei-
chen, wie das Fruchtbarkeitsgeschehen auf-
zeigt: Antibabypille beim Mensch und Su-
perovulation beim Tier. Im Vordergrund
der zytogenetischen Untersuchungen
steht die Aufklirung genetischer Phino-
mene, die mit biotechnischen und popula-
tionsgenetischen Analysen nicht erklirbar
sind und meist am Tier selbst untersucht
werden milssen. Besondere Bedeutung ha-
ben die Embryonalverluste in der Tierzucht,
deren kausale Ursachen zumeist in Letalge-
nen und Chromosomenanomalien gesucht
werden miissen. Bei der Aufzdhlung ecinzel-
ner zytogenetischer Erkenntnisse bei den
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verschiedenen Nutztierarten wie  Pferd,
Rind, Schaf, Ziege, Schwein und Gefliigel
liegt der Schwerpunkt immer im Einsatz der
Tiere zur Zucht. Bezichungen zu produk-
tonstechnischen Aspekten haben zur Zeit
kaum Bedeutung. obwohl in Zukunft iiber
die Genkartierung Auswirkungen zu erwar-
ten sind. Die Symbiose der Populationsgene-
tik mit der Zytogenetik in der Tierzucht ist
sehr interessant. da dem Einzeltier als Indivi-
duum wieder mehr Aufmerksamkeit ge-
schenkt wird.

Die Arbeiten von R. Matthey sind den Tier-
ziichtern wohl bekannt. Gerade das Zentro-
merfusionsgeschehen bei allen Nutztierarten
steht im direkten Zusammenhang mit den
wertvollen Erkenntnissen von R. Matthey,
die von vielen Zytogenetikern in ihrer Be-
deutung lange nicht erkannt wurden.
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