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168 T. C. Majupuria, The functional anatomy and histophysiology . .. - W. Lucken

the Department of Zoology Tribhovan University Kathmandu, at the eve of the Ecolgei, and Sniva
Seminar on the Tropical Highlands encouraged the author for the publication. :
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W. Lueken und W. Foerster, Chromosomenuntersuchungen bei Fischen .. . 169

x and Snrvastava 1965, Kowavast 1965, Ligper 1963, Murasoro, Onxo
1 Arxix 1968, Nayvan 1966, Nocusa 1960, Onxo and Arcisy 1966, Onxo.
aanoro, Caristian and Arkiy 1967, Post 1965, Roserrs 1964, Scirer. 1966,
pres e Carana 1964). Eine ginzlich andere Problemstellung liegt bei
orbildenden interspezifischen Xiphophorus-Bastarden (Poeciliidae) vor (s.
. Freve und Zesxance 1967). Die Intensitiit des malignen Wachstums kann
¢ durch Riickkreuzung gesteigert werden (Zusammenfassung s. Axpens
). Um die genetischen Bedingungen fiir die Tumormanifestation verstehen
nnen, ist es wesentlich zu wissen, welche Chromosomen jeder Spezies in

ve of the Ecolg,
lion,

romastix hardyy
Wirbeltiere, Mo
ardwiclii, Gray, the

R96.

P —— tkreuzungsbastarden verschiedener Generationen enthalten sind. Markie-
se. B. Vel sgene fir die Chromosomen sind dafiir jedoch kaum auszunutzen, da die

er bekannten Farblaktoren bei den Zahnkarpfen auf ganz bestimmte Chro-
act. Roy. Soe. Lg omen konzentriert sind (s. Kariaay and Arz 1966). So blieb nur der Weg
en. durch eine cytologische Analyse die chromosomale Konstitution der

ptilia. Z. wiss. et riden aulzukliren.

Bei der Inangriffnahme der Arbeit zeigte es sich jedoch, daf} die bei der
otypanalyse von Fischen bisher angewendeten Methoden nicht ausreich-
Das liegt vor allem an der geringen Ausbeule geeigneter Stadien bei Aus-
ich- oder Quetschverfahren. Zwar ist dies durch die von McePrar und Joxes
(66) eingeliihrte Verwendung von Kiemenepithelzellen entscheidend verbes-
worden. Trotzdem erwies sich in unseren Versuchen erst eine Methode als
niigend erfolgreich, die aul der Zellkultur in vitro basiert. Roserrs (1964)
. bereits zu seiner Analyse von Centrarchiden-Karyvotypen die gebriiuchliche
webekultur herangezogen. Sie erfordert jedoch einen erheblichen materiellen
nd manuellen Aufwand. Unser Ziel ist es daher gewesen, ein Verfahren aus-

. beiten. das die giinstigen Eigenschalten der in vitro-Zellkultur auf ein-
wrph. Jb. 30 (1902), herem Wege auszunulzen erlaubt. Es sollte ebensogut mit alten wie mit
meidechse, Jena., 8 angen FExemplaren von Fischarten durchzufiihren sein, und die Fische sollten
Ermittlung ihres Karyotyps moglichst schadlos iiberleben, damit sie fiir
itere Untersuchungen zur Verfiigung bleiben. Diese Methode, ihre univer-
lle Anwendbarkeit, und die ersten damit gewonnenen Ergebnisse werden im
lgenden behandelt.

Lwiekii, Gray,
hemipenes in Upg-
6) 2.

en miinnlichen

icklungsformen dj
Wiss, zu Berlin,

n lizard of Bengal,

Giellen
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~ Ausgangsmaterial sind Flossenteile, zweckmiiBigerweise aus der Riicken-
oder aus der Schwanzflosse. Sie werden in emer phosphatgepullerten Salz-
sung (PBS) nach Duisecco und Voer (1954), die entsprechend den Angaben
on Pritzxer und Grirzven (1964) verdiinnt ist, in Stiicke von etwa 2 mm
antenliinge zerschnitten. Die PBS wird jeweils vor Gebrauch aus drei Stamm-
sungen 1m Yerhiltnis a :b :e wie 8 :1 : 1 gemischt und sterilfiltriert. Die

bsungen haben folgende Zusammenselzung :

a) NaCl 8,0 g; KCl 0.2 g; NayHPO; X 12 Hy0 2,9 g; KH,PO; 0.2 g in
1100 ml H,0.

kte bei Untersu-
166, Kanne 1964,

enetisches Instituly
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170 W. Lueken und W. Foerster, Chromosomenuntersuchungen bei Fischen .
b) CaCl, 0, gin 137.5 ml H,0.
e) MgCly x 6 Hy0 0.1 g in 137.5 ml H50.

Zur Desinfektion enthilt die PBS je ml 200 IE Penicillin sowie 20 p Stpep,
myein. Nach etwa 30miniitigem Aufenthalt werden die Explantate auf st
Deckgliser iibertragen und mit einem kleinen Tropfen Nahrmedium hedeg
Es muf} so iiber das Deckglas verstrichen werden, dafl das Explantat fest 4
der Oberlliiche haftet. weil andernfalls ein Auswaschen der Zellen meist upg,
bunden wird. Das Nihrmedium setzt sich zusammen aus 20 Teilen Medjy
199, 4 Teilen Kilberserum (beides von der Fa. Difco) und 9 Teilen ]J]des
hertem Wasser., sowie 100 1E Penicillin und 10 y Stroplmnvrm je ml J,
Deckglas wird in ein Reagenzglas eingeschoben, das durch einen dichtsch]
Benden Stoplen verschlossen wird. In einem Brutschrank entsprechender Te
peratur miissen die Reagenzgliiser in genau horizontaler Lage gehalten werd
Das Auswandern von Zellen beginnt nach einer bestimmten Latenzzeit, {
artspezifisch ist und von wenigen Stunden bis — selten — ein bis zwei Ta
dauert. Um das Austrocknen der Kulturen zu verhindern, empfiehlt es si
einen Tropfen Wasser an die Reagenzglaswandung zu geben.

Die

E e
. %a

R

i L

Dieses Kulturverfahren ist die unmittelbare Basis fiir die Chromosome
darstellung selbst. Wenn Zellen in diinner Schicht um das Explantat hery
aul dem Deckglas ausgebreitet sind. wird mit Hilfe einer Pasteur-Pipette
sches Niithrmedium aufgetropft, in dem Colchicin im Verhiiltnis 1 : 50 000
1 : 100 000 gelost ist. Nach geniigender Einwirkungsdauer (drei Stunden hab
sich als giinstige Zeit erwiesen) wird das Priiparat mit hypotonischer Lisy
vorbehandelt (Hsv and Posmerar 1953). Dazu wird das Niahrmedium durch
Hinzufiigen von destilliertern Wasser verdriingt. Ein Rest anhaltenden M
diums sorgt dafiir, dafl dabei eine stark verdiinnte Lésung entsteht, die noch
alle Ingredienzien des urspriinglichen Milieus enthiilt. Nach 45 min wird i
Alkohol-Essigsiiure (3 : 1) fixiert. Auf die Fixation folgt ein villiges Trock
lassen des Priiparats an der Luft (Rorurers and Soxoviren 1958). bchlchh .
wird mit Oreein-Essigsiiure gefiirbt. Vor dem Auflegen des Deckglases aul
einen Objektiriiger wird das Explantal am besten entfernt, damit die bchlch
dicke der Farbeltsung reduziert und eine Schriglage des Dcckglases verhindert
wird.

Die Ausbeute an Mitosestadien ist gewdhnlich schon 6 ]na /;:8 Stunden:
nach dem Ansetzen der Kulturen hoch genug. Das hat, wie Versuche gezeigt
haben, den Vorteil, dall es meist nicht erforderlich ist, unter véllig sterilen Be
dingungen zu arbeiten. Denn die Priparate werden schon aufgearbeitet, bevor
Bakterien die Kulturen zerstoren kénnen. Das gilt besonders bei der Unter
suchung von Kaltwasser-Fischen, deren Zellen schon bei Zimmertemperat
oder darunter auswandern und sich teilen. Die Methode ist also auch aullerha
eines gul eingerichteten Laboratoriums sehr wohl anwendbar, Es sei auch nodh
daraul hingewiesen, dal} sie dullerst dkonomisch ist, da bei Einsatz einer Fil=
triersprilze jeweils nur wenige Troplen Nihrmedium je Deckglas, das mehrere
Explantate enthalten kann, verbraucht werden.

W. Lucken und f
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Ergebnisse und Diskussion

Die universelle Anwendbarkeit wurde an folgenden Spezies verschiedener
ematischer Stellung getestet (Nomenklatur nach Srersa 1959)

Ameiurus nebulosus (Le Sueur. 1819)

Anguilla anguilla (Linné, 1758)
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Abb. 3. C-Metaphaseplatte von Hyphessobrycon innesi (4). Die Mehrzahl der Chromosomen ist mela_zm'J 5. (-Metaphasplatte va

trisch, Das ist an diesen noch nicht voll kontrahierten Chromoesomen besonders klar zu crkennen; spi
trennen sich die Tochterchromosomen hiufig voneinander. 2Zn = 36
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Abb. 4. C-Metaphaseplatte von Hemigrammus a;-ylhm;'.gmu (@), Nur wenige metazentrische Elemente.
4 = A

Gasterosteus aculeatus Linné, 1758
Hemigrammus erythrozonus Durbin, 1909
Hyphessobrycon innesi Myers, 1936
Idus idus (Linné, 1758)
Lebistes reticulatus (Peters, 1859)
Petromyzon planeri? Bloch, 1784
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C-Mctaphasplatte von Idus idus (juv.). Trotz der hohen Zahl der Chromosomen (2n = 51) viele
metazentrische Elemente

Prerophyllum scalare (Lichtenstein, 1823)
Rasbora heteromorpha Duncker. 1904
Niphophorus helleri Heckel, 1848

X. maculatus (Giinther, 18366)

X. montezumae Jordan and Snyder, 1900
X. variatus (Meek, 1904)

X. xiphidium Hubbs and Gordon.

Von diesen Fischen wurden im allgemeinen lediglich orientierende Ver-
e angesetzt. um zu priifen, ob unter den gegebenen Bedingungen Zellen
wachsen und auch Mitosen durchfithren. Trotz des geringen eingesetzten -
rials (nur die Niphophorus-Arten wurden intensiver untersucht) konnte
fast allen Fiillen ein Erfolg erzielt, d. h. ein Bild iiber die chromosomale
tur der gepriiften Tiere gewonnen werden. Dabei ist noch besonders zu
en. daB sowohl die Salzlosung als auch das Nihrmediuom i den oben
webenen Zusammensetzungen angewendet wurden. Durch Modifikation
Konzentrationen liefle sich, wenn nétig. sogar noch eine bessere Anpas-
g an bestimmte zu untersuchende Formen erreichen. Bei der nun folgenden
prechung einiger der erzielten Resultate wird. entsprechend der urspriing-
hen Zielsetzung. zuniichst auf die Zahnkarplen eingegangen.

Aus den bisher verdflentlichten Metaphasebildern von Xiphophorus-Arten
hervor, dal} alle Formen einheitlich 48 terminale Chromosomen besitzen.
ese weisen zwar unterschiedliche Lingen aul, sind jedoch durch Uberginge
teinander verbunden. Eine Differenzierung zwischen den Karyotypen der
elnen Spezies war danach nicht maglich (neuere Literatur: Onxo and Atgix
66, Freye und Zesxance 1967). Demgegeniiber sind jetzt mit Hilfe der
en Methode doch leine Unterschiede sichtbar geworden. Zur Erleichlerung
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der Demonstration sind die Chromosomensiilze von X. monlezumae ssp, B Woistelbun

tezi Rosen und ven X. xiphidium in Form von Karyogrammen wiedergeg ; Ceiot sith &

(Abb. 1 und 2). Bei beiden Arten ist jeweils das erste Paar der Chromoson i éstalt?eriind

von allen iibrigen auf Grund der deutlich sublerminalen Lage der Centromepay fg;asamt e
abgehoben. Diese individualisierbaren Elemente einer Art sind dariiber hin  ostaentipg
von denen der anderen an Hand der Armlingen-Indices zu unterscheiden, B d 3 hervo

den iibrigen Chromosomen ergeben sich fiir die behandelten Arten unterse &3 Chromosor)
liche Verteilungen aufl die GréBengruppen. d. h. die Anzahlen der jeweils g, B o onite ;'
ten und der kleinsten Elemente dilferieren. Und schlielilich zeichnet sich ng, n Cesanitzabll
N. wiphidium im minnlichen Geschlecht durch den Besitz eines Helerosomen. : e gilt fiir andy
paares mit einem besenders langen Partner aus. Auch bei den anderen untep. B cinfachd
suchten Spezies liegen die Karvotyp-Unterschiede in diesen Bereichen (s, 5 4 der Rober@l
Forrsten und Luekex 1968). Eine umfassende Darstellung der Ergebnisse v B .2kl der Chro i
Niphophorus-Arten ist in Yorbereitung. Auf jeden Fall lassen die hier skizz 1 Uberlegungen:

ten Resultate erkennen. dall es mdaglich sein wird, mindestens einen Teil
Chromosomen eines Bastards den Ausgangsarten zuzuordnen.
Von den anderen Untersuchungsobjekten werden einige Befunde miy,

teilt. die fiir Fragen der Karvotypevolution bei Fischen bedeutsam sind. Dijg A method for
Abbildungen dazu wurden in erster Linie im Hinblick aul die Darstellung d sed on a simple cell
Chromosomenmorphologie ausgewiihlt. Aus Abb. 3 lillt sich ablesen. dali d without use of
Anzahl der Chromosomen von Hyphessobrycon innesi erheblich geringer e ted in a glass
als 48, die Zahl. die tibereinstimmend fiir mehrere andere Arten derselben Gags : own out. The
tung angegeben ist (s. Post 1965). Sie liegt bei 36. Diese Abweichung von cell layer i
Zahl 48 innerhalb einer Gattung ist vor allem deshalb auffillig, weil diese Za [t dry. and stained
im allgemeinen selbst bei weit entfernt vonemander stehenden Fischgrupp wumae and X,
konstant ist. Da von den anderen Spezies der Gattung nur Chromosomen a 3 well as morp
der Meiosis analysiert wurden, die alle mehr oder weniger punktformig er- we been stated: T
scheinen. lilt sich leider nicht entscheiden. ob die Reduktion der Zahl bei | ) srbrijcon innesi,
innesi durch Versechmelzung von Elementen zustande gekommen ist. Die grob ' differences ol
Zahl von + metazentrischen Chromosomen legt diesen Gedanken an sich nah than has been ¢
Es sei noch daraul hingewiesen, dall Heterogenitit der Chromosomenzahlen Herrn Prof. Dr. F.
innerhalb einer Gattung bet den Fischen recht selten isl. sie ist vor allem v citsmbglichkeiten

= Hilfe zu g

Gattungen der Rivulinae bekannt (Screer 196G6). : &
fiir die Bereitst,

Von noch zwei weiteren Arten konnte erstmals die Chromosomenzahl
stimmt werden. Dazu gehiort Hemigrammus erythrozonus  (Characida
(Abb. 4), der wie verwandte Arten (s. Post 1965) diploid 48 Chromosomen b
sitzt. Die zweite Spezies ist Idus idus (Cyprinidae) mit 2n = 52 (Abb. 5). Die F.: Tumour form
Zahl stimmt iiherein mit den von Lienen (1954) Fiar verwandte Arten ermittel- . Experientia 3§

¥ ‘ . . . 5 : Comparative u-l
ten Zahlen, doch zeigl sich erst jetzt. daB unerwartet viele metazentrische Ele= BVsac., Biotogy B

menle vorliegen. xo, R., and M. Vot

Wie aus allen Abbildungen ersichtlich ist, konnen innerhalb einer Spezie iruses, J. exp. Me
die Metaphasechromosomen sehr erhebliche Griollen- und Gestaltdifferenzen : W.. and ‘WL
aufweisen. Dieser Befund steht im Widerspruch zu der von Post (1965) “Hiim‘igcﬂmgj

Hand von Meiosechromosomen aufgestellten Annahme von weitgehender R
Gleichartigkeil der Chromosomengestalt bei Fischen, die eine wesentliche Ro (1967) 267—275.
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. seine VYorstellung {iber die Evolution der Karyotypen hei den Fischen
Es zeigt sich also. dal die Chromosomen wiihrend der Meiosis doch stir-
n Gestaltveriinderungen unterliegen. als bisher meist angenommen wurde,
insgesamt bei den Fischen eine erhebliche unerwartete Manniglalligkeit
2 Chromosomentypen vorhanden ist. geht besonders aus einem Vergleich der
). 1 und 3 hervor. Dabei muBl noch bhetont werden, daB z B. Idus idus bei

52 Chromosomen — fiir Fische eine relativ hohe Zahl — viele = meta-
sche Elemente besitzt, withrend Hemigrammus erythrozonus bei einer ge-
ren Gesamtzahl (48) nur wenige metazentrische Chromosomen aufweisl.
elbe gilt fiir andere Formen, z. B. die Niphophorus-Arten. Es liegen also
r keine einfachen Bezichungen zwischen Chromosomenzahlen und -for-
nach der Robertsonschen Regel vor. Aus allen Befunden folgt. dall neben
Anzahl der Chromosomen auch verstirkt ihre Morphologie bei phylogene-
hen Uberlegungen mit herangezogen werden muf.

oumimaryw
: . {; ‘
’ B("fun(lt‘ ln[t o

cutsam sind. Die. A method for chromosome preparation of fishes is described. which is
» Darstellung d ed on a simple cell culture technique: explants from fins are placed on cover
ablesen. dafB} d without use ol plasma. covered with a drop of nutritional medium and
blich geringer ated in a glass tube in horizontal position for 24—48 heurs. until cells
1 derselben Coll grown oul. Then colchicine-containing medium is added. and 3 hours
eichung von d the cell layer is treated with hypotonie solution, fixed with acetoaleohol.
r. weil diese Zahll dry. and stained with aceto-orcein. In this way., caryolypes of Xiphophorus
en Fischgruppe | tezumae and X. xiphidium (Poeciliidae) have been established. and num-
hromosomen aus s well as morphological features of chromosomes of the following species
punktformig been stated: Hemigrammus erythrozonus (Characidae), 2n — 48: Hy-
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