
Bonn. zool. Beitr. Bd. 39 H. 1 S. 49—58 Bonn, März 1988

Durchflußzytophotometrische DNA-Bestimmung bei

ausgewählten Amphibien- und Reptilien-Arten

Wolfgang Ulrich, Barbara Fritz & Johannes Peter Fritz

Abstract. Flow cytometric DNA-determinations were made from cells of 10 amphibian

and 16 reptile species stained with the DNA specific fluorochrome DAPI. The absolute

DNA content (in pg/cell) was calculated by using chicken red blood cells as an internal

standard. Nucleated red blood cells had a lower DNA content than cells prepared from

tissues. Different values of nuclear DNA in erythrocytes from female and male animals

were determined within the genus Xenopus, females being a little bit higher in DNA
amount. Intragenic DNA contents of amphibians and reptiles are almost uniform. Dif-

ferences between species of the same family and within single genera could be detected.

Flow cytometry is a suitable, rapid and sensitive technique for direct and quantitative ex-

amination of cellular DNA and may be used as an additional cytogenetic marker in the

taxonomy of animals.

Key words. Flow cytometry, DNA content, amphibians, reptiles.

Einleitung

Genetische Untersuchungsmethoden liefern in vielen Fällen entscheidende Grund-

lagen für die zoologische Taxonomie und Phylogenie. Weit verbreitet sind bisher

Chromosomenanalysen, Serumproteinelektrophorese, Immunologie und DNA-Hy-
bridisierung. Als weitere Methode wurde die Bestimmung der Polynukleotidsequen-

zen der DNA beschrieben (Hoyer et al. 1964). Eine neue, einfache, sensitive und

schnelle Technik zytogenetischer DNA-Untersuchungen ist die Durchflußzytophoto-

metrie (Flow Zytometrie, engl. Flow Cytometry, abgekürzt FCM; Crissman et al

1975, Mendeisohn 1980). Unter Verwendung von internen Standards mit bekanntem

DNA-Gehalt pro Zelle, wie z. B. Hühnererythrozyten, kann der absolute DNA-Ge-
halt (in pg/Zelle) von unbekanntem Zellmaterial bestimmt werden. Grundvorausset-

zung der FCM-Technik ist die Herstellung von Einzelzellsuspensionen. Dieses kann

durch enzymatische Aufarbeitung oder mechanische Zerkleinerung von Geweben
(Zante et al. 1976, Brattain 1979, Thornthwaite et al. 1980) erfolgen. Bei höheren Ver-

tebraten mit Ausnahme der meisten Säuger bietet sich zudem die Untersuchung von

Blutzellen an, da die Erythrozyten dieser Tiere über einen intakten Zellkern ver-

fügen. Die ersten durchflußzytophotometrischen DNA-Untersuchungen an Amphi-
bien wurden von Coulson und Mitarbeitern (1977) durchgeführt.

In dieser Arbeit soll der Einsatz der Flow Zytometrie zur Bestimmung des DNA-
Gehalts als zusätzliches taxonomisches Kriterium am Beispiel einiger Amphibien
und Reptilien dargestellt werden.

Material und Methoden

Eine Amphibienart und die meisten Reptilien wurden auf Exkursionen in den Nahen Osten
(Ägypten, Syrien) und Südwest-Arabien (Arabische Republik Jemen) gesammelt. Eine genaue
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Beschreibung der geographischen Verbreitung, Morphologie und Ökologie liegt bereits vor

(Fritz 1985, Schütte 1986, Fritz & Schütte 1987a, 1987b, 1987c). Alle weiteren untersuchten

Amphibien stammen aus Nachzuchten (Schütte & Spieler 1986). Folgende Arten (mit Ur-
sprungsgebiet) wurden mit der FCM-Methode untersucht:

Amphibia: Urodela

Pipidae: Pipa carvalhoi (Brasilien)

Pipa pipa (Peru)

Xenopus borealis (Kenia)

Xenopus laevis (Südafrika)

Xenopus muelleri (Südliches Afrika)

Xenopus tropicalis (Elfenbeinküste)

Xenopus spec. (Süd-Amerika)

Bufo pentoni tihamicus (Arabische Republik Jemen)
Bufo guttatus (Süd-Amerika)

Osteocephalus verruciger (Peru)

Bufonidae:

Hylidae:

Reptilia: Sauria

Gekkonidae:

Agamidae:

Scincidae:

Chamaeleonidae:

Hemidactylus flaviviridis (Hoddeidah; Jemen)
Hemidactylus frenatus (unbekannt)

Hemidactylus turcicus parken (Bajil; Jemen)
Ptyodactylus hasselquistii (At Tur; Jemen)
Ptyodactylus guttatus (Assuan; Ägypten)
Ptyodactylus annularis (Assuan; Ägypten)
Tarentola annularis (Assuan; Ägypten)
Agama impalearis (Marokko)
Agama yemenensis (Sana'a; Jemen)
Agama stellio (Dara'a; Syrien)

Chalcides ocellatus (Kreta; Griechenland)

Chalcides ocellatus (Palmyra; Syrien)

Mabuya brevicollis (At Tur; Jemen)
Mabuya brevicollis (Hoddeidah; Jemen)
Chamaeleo calyptratus (Damt; Jemen)
Chamaeleo calyptratus (Volksrepublik Jemen)

Hühnererythrozyten (CRBC) wurden zur Eichung des Flow Zytometers und als interner

Standard verwendet. Der absolute DNA-Gehalt der CRBC wurde in Vorversuchen nach der

Diphenylaminmethode von Burton (1956) gegen Kälberthymus-DNA bestimmt. Der Mittel-

wert der Messungen betrug 2.37±0.16 pg. Dieser Wert stimmt mit dem in der Literatur ange-

gebenen Werte von 2.33 pg (Altman & Katz 1976, Fasman 1976) annähernd überein (ein Unter-

schied von 2 % bei der eigenen Messung). Als Basis wurde der absolute DNA-Gehalt von 2.33

pg/CRBC für die durchflußzytophotometrischen Untersuchungen herangezogen.

Zellaufarbeitung, DNA-Färbung und FCM-Messungen: Blutzellen wurden durch die von

Joger et al. (1986) beschriebene Methode für Reptilien gewonnen. Bei Amphibien wurde das

Blut durch venöse Punktion im Mundwinkel entnommen. Bei beiden Gruppen wurde pro Art

Blut von je einem Individuum mehrfach untersucht. Die Erythrozyten wurden in Plastikröhr-

chen mit 3.8 % Na-Zitrat und 0.02 °7o EDTA zur Verhinderung von Blutgerinnung überführt.

Ein Tropfen der Erythrozytensuspension wurde zur DNA-Färbung verwendet. Er wurde in ei-

ne Färbelösung von 10 fxg/ml DAPI (4 16 Ldiamidinophenylindol) in Phosphatpuffer (PBS) pH
7.2 mit 0.5 % Triton X-100 zugegeben. Weiteres Amphibienmaterial stammte von Kaulquap-
pen in frühen Entwicklungsstadien (Stadium 10—25; Sokol 1975). Zellmaterial aus Reptilien-

gewebe (Herz, Leber, Lunge) stammte von Tieren, die für histologische und morphologische

Untersuchungen bereitgestellt wurden. Das Zellmaterial aus Geweben wurde direkt bei der

Aufarbeitung nach der Methode von Thornthwaite et al. (1980) gefärbt. Die Zellen wurden
dann ohne Fixierung mit einem PAS-II-Pulse Zytophotometer (Fa. Partee AG, Arles-

heim-Schweiz) gemessen (Ulrich & Ulrich 1986).
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Abb. 1: DNA-Histogramme DAPI gefärbter Zellen, (a und b) Hühnererytrozyten (CRBC); (c)

Kaulquappenzellen von Xenopus laevis; (d) Erythrozyten von Agama yemenensis; (e) simul-

tane Messung von Hühnererythrozyten und X. laevis Zellen; (f) simultane Messung von
Hühnererythrozyten und A. yemenensis Zellen, n = Anzahl der gemessenen Partikel.
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Tabelle 1: Durchflußzytophotometrische DNA-Gehalts-Bestimmungen von Amphibien-
zellen.

Sex*) Probe Anzahl DNA-Gehalt CV-Werte Karyotyp

Species der

Messungen

pro Zelle

(Pg)

(%) (2n)**)

Pipidae

:

Pipa carvalhoi w. Blut 3 5,57±0,08 4,0—4,4 22

m. Blut 3 5 58+0 05 4 3—4 5 22

n. b. Quappe 4 5,61±0,05 2,5—2,6 22

Pwa DÍDÜ m. Blut 3 5 21+0,03 5 1—5 2 20

Xenopus borealis w. Blut 3 7,70±0,17 3,8—4,0 36

m. Blut 3 7,59±0,08 3,1—3,4 36

Xenopus laevis w. Blut 4 7,09±0,12 4,1-4,6 36

m. Blut 3 6,97+0,11 3,8—4,2 36

n. b. Quappe 6 7,97±0,08 1,7-3,1 36

Xenopus muelleri w. Blut 3 7,36±0,10 3,3—4,4 36

m. Blut 3 7,09±0,27 4,3—6,4 36

s\cfiupuo irupiLuiij w. UlnrDl U L j
-j o£_i_r> rv-i
j , ÖD ILU,Uj zu

m. Blut 3 3,73±0,06 4,3-4,6 20

Xenopus spec. w. Blut 3 7,06+0,19 4,2-4,4

n. b. Quappe 5 7,76+0,29 2,2—3,2

Bufonidae:
Bufo pentoni tihamicus u. Blut 3 6,40+0,07 3,4-3,5

Bufo guttatus u. Quappe 3 7,90+0,14 3,8—4,7

Hy lidae

:

Osteocephalus verruciger u. Quappe 2 6,52+0,23 3,5—4,6

*) Sex: w. = weiblich; m. = männlich; n. b. = nicht bestimmbar; u. = unbekannt

**) Literatur: Morescalchi (1973, 1981); Thiebaud & Fischberg (1977)

Ergebnisse

Sämtliche FCM-Histogramme der Amphibien- und Reptilienzellen zeigen das cha-

rakteristische DNA-Verteilungsmuster mit Peaks für 2C-Zellen (diploide Zellen der

Gl- und G0-Phasen des Zellzyklus) und 4C-Zellen (tetraploide Zellen der G2-Phase

und der Mitose). Zwischen diesen Peaks befindet sich der Anteil der Zellen, die die

S-Phase (DNA-Replikation) durchlaufen. Zellen, die aus Geweben präpariert wur-

den, besitzen einen höheren S-Phase-Anteil als kernhaltige Erythrozyten. Abbildung

1 zeigt die DNA-Histogramme von Hühnererythrozyten, Kaulquappenzellen von Xe-

nopus laevis und von Erythrozyten von Agama yemenensis. Die Bestimmung des ab-

soluten DNA-Gehalts ergibt bei den getesteten Amphibien für die Familie Bufonidae

6,40—7,90 pg und für Osteocephalus verruciger aus der Familie der Hylidae 6,52 pg
DNA/Zelle (s. Tabelle 1). Ein Vergleich der beiden Genera Pipa und Xenopus ergibt

einen niedrigeren DNA-Gehalt bei den Pipa-Axizn (5,21—5,58 pg) gegenüber 7—8 pg
bei den Xenopus-Species. Eine Ausnahme stellt Xenopus tropicalis dar, der mit

3,73—3,86 pg DNA etwa halb so viel genetisches Material besitzt wie die anderen

untersuchten Xenopus-Artcn. Außerdem konnte an den Xenopus-Arten ein um
1,4—3,7 °7o höherer DNA-Gehalt in den kernhaltigen Erythrozyten von weiblichen

Tieren festgestellt werden (s. auch Tabelle 1).
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Abb. 2: Vergleich von DNA-Histogrammen, (a) Erythrozyten von Xenopus tropicalis; (b)
Erythrozyten von Agama yemenensis; (c) Erythrozyten von X. laevis; (d) Erythrozyten von A.
stellio; (e) simultane Messung von X. tropicalis und X. laevis; (f) simultane Messung von A.
yemenensis und A. stellio. n = Anzahl der gemessenen Partikel.
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Tabelle 2: Durchflußzytophotometrische DNA-Gehalts-Bestimmungen von Reptilien-

zellen.

Sex*) Probe Anzahl DNA-Gehalt CV-Werte Karyotyp

Species der

Messungen

pro Zelle

(pg)

(%) (2n)**)

Gekkonidae:
Hemidactylus ßaviviridis u. Blut 3 4,49±0,07 2,8—5,8 46

Hemidactylus frenatus u. Blut 3 4,96±0,19 3,9-5,4 46

Hemidactylus turcicus

parkeri w. Blut 2 3,49±0,07 3,4-4,5 44

Ptyodactylus hasselquistii u. Blut 3 4,24±0,05 3,0-4,4 40

Ptyodactylus guttatus w. Blut 3 3,82±0,06 2,5-3,5 —
Tarentola annularis u. Blut 4 4,50±0,14 3,4—6,8 —
Agamidae

:

Agama impalearis u. Blut 3 3,60±0,01 2,4—2,8

Agama yemenensis w. Blut 4 3,68±0,10 2,5—5,1

Agama stellio w. Blut 3 4,36±0,06 2,3—2,9 36

9 r* i n p i H a p •JviiitlUaC.

Ks flU IL (ucj (yCtííUí mj

(Kreta) mni • RlutUl Li L
i
1 3 36 1 1 7 — V 1—01

Chalcides ocellatus

(Palmyra) u. Blut 3 3,23±0,22 3,4—3,9 26 (28)

Mabuya brevicollis

(At Tur) m. Blut 5 2,55±0,05 2,9—3,4

Mabuya brevicollis

(Hoddeidah) u. Blut 3 2,71 ±0,16 7,1—8,1

u. Herz 1 3,15 2,6

u. Leber 1 3,29 3,5 —
u. Lunge 1 3,18 3,5

Mabuya quinquetaeniata w. Blut 7 2,64±0,14 3,4—3,5

Chamaeleonidae:
Chamaeleo calyptratus

(Jemen) m. Blut 3 3,90±0,08 3,8—4,0

m. Herz 1 4,45 4,0

m. Leber 1 4,51 4,1

Chamaeleo calyptratus

(DRY***) m. Blut 2 3,93±0,07 3,4-4,9

*) siehe Tabelle 1; **) Literatur: Gorman (1973); Moody & Hutterer (1978); ***) DRY = Demokratische Volksrepublik Jemen

Bei den untersuchten Reptilien ergeben sich Werte von 3,49—4,96 pg in der Familie

der Gekkonidae, 3,60—4,36 pg bei den Agamidae, 2,55—3,36 bei den Scincidae und

für Chamaeleo calyptratus 3,9 pg/Zelle. Diese Ergebnisse entstammen Analysen an

Erythrozyten; einen Überblick bietet Tabelle 2. Die in den Tabellen wiedergegebenen

CV-Werte (Variationskoeffizienten) sind ein Gradmesser für die Genauigkeit der sta-

tistischen Verteilung bei der Messung von einigen Tausend Einzelzellen während

einer einzigen FCM-Messung. Der CV-Wert in dieser Arbeit wurde nach der Formel

von Thornthwaite et al. (1980) berechnet. In Abbildung 2 sind DNA-Histogramme
wiedergegeben, die Unterschiede im DNA-Gehalt von Species innerhalb einer Fami-

lie zeigen.
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Unterschiedliche DNA-Werte ergaben sich auch zwischen Zellen, die aus Gewebe

präpariert wurden, und den kernhaltigen Erythrozyten. Ein höherer Wert wurde da-

bei in den Gewebezellen ermittelt (siehe Tab. 1 und 2). Ähnliche Verhältnisse gelten

auch für murine und menschliche Gewebezellen und Lymphozyten (Tab. 3).

Tabelle 3: Vergleich des Kern-DNA-Gehalts tierischer Blut- und Gewebezellen.

Species Ursprung der Proben*)

FCM-Messung
des Kern-DNA-
Gehalts (pg)

Literatur-DNA-

Werte**)

Amphibien

:

Pipa carvalhoi Blut (brythrozyten) C C"7 / C CO
5,57/5,5ö

Gewebe (Quappe) 5,61

Xenopus laevis Blut (Erythrozyten) 6,97/7,09 6,0/6,3

Gewebe (Quappe) 7,97 8,4

Xenopus spec. Blut (Erythrozyten) 7,06

Gewebe (Quappe) 7,76

Reptilien

:

Mabuya brevicollis Blut (Erythrozyten) 2,55/2,71

Gewebe (Herz/Leber) 3,15—3,29

Chamaeleo calyptratus Blut (Erythrozyten) 3,90/3,93

Gewebe (Herz/Leber) 4,45—4,51

Säuger

:

Mus musculus Blut (Lymphozyten) 5,87 5,31/5,64

Gewebe (Herz/Leber) 6,81 6,0/6,6

Homo sapiens Blut (w. Lymphozyten) 6,59 6,50

Blut (m. Lymphozyten) 6,42 6,50

Gewebe (Fibroblasten) 7,95 7,94

*) w. = weiblich; m. = männlich; **) Literatur: Altman & Katz (1976); Fasman (1976)

Diskussion

Die Technik der Flow Zytometrie ist eine einfache, schnelle und äußerst sensitive Me-
thode zur Bestimmung von zellulärer DNA (Crissman et al. 1975, Mendelsohn 1980).

Die gesamte Prozedur der Präparation, Färbung und Messung mit Ausgabe der Meß-
daten dauert ungefähr 10 Minuten. Nur ein einziger Blutstropfen wird benötigt, um
Tausende von Zellen in Suspension für die FCM-Analyse zu haben. Dies erscheint

besonders von Vorteil für zytogenetische Untersuchungen an kleinen Arten bzw. an

Species, die nur in wenigen Exemplaren verfügbar sind. Sehr wichtig für DNA-Un-
tersuchungen ist es jedoch, nur homologes Zellmaterial für Vergleichszwecke heran-

zuziehen. So besitzen Blut- und Gewebezellen unterschiedliche DNA-Werte (Altman

& Katz 1976).

Innerhalb der verschiedenen Amphibien- und Reptilienfamilien kam es oftmals

während des evolutionären Prozesses zu einer quantitativen Differenzierung des ge-

netischen Materials; dies gilt sowohl für die Anzahl der Chromosomen als auch für

die DNA-Menge. Innerhalb der hier untersuchten Familien läßt sich die Differenzie-
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rungstendenz mittels der FCM-Methode gut belegen. Die Ergebnisse stimmen hier-

bei vollständig mit den Resultaten der bereits früher durchgeführten Karyotypanaly-

sen überein. innerhalb der untersuchten Pipidae treten 20—36 Chromosomen (Mo-

rescalchi 1973, 1981) auf, bei Echsen aus den Familien Gekkonidae 32—46, Agami-
dae 20—38 (Moody & Hutterer 1978), Scincidae 24—32 und Chamaeleonidae

20—34 (Gorman 1973).

Auch innerhalb einer Gattung sind unterschiedliche Chromosomenzahlen nicht

selten {Xenopus laevis 36, X. tropicalis 20; Hemidactylus ßaviviridris 46, H. turcicus

44) (Gorman 1973; Thiebaud & Fischberg 1977). Duchflußzytophotometrische Mes-

sungen erlauben hingegen Aussagen über den absoluten oder relativen DNA-Gehalt.

Die DNA-Menge ist hierbei charakteristisch für den jeweiligen Genotyp; da die

Variabilität gering ist, kann der Wert als arttypisch angesehen werden. Höhere DNA-
Werte korrespondieren mit zunehmender Chromosomenzahl wie z. B. in der Gattung

Xenopus; X. tropicalis mit 20 Chromosomen wird als sehr alte Art angesehen, die

völlig abweicht von den Arten mit 36 Chromosomen (Thiebaud & Fischberg 1977,

Reumer & Graf 1986). Die Zunahme der DNA bei diesen Tieren wird als Duplikation

von genetischem Material interpretiert (Dournon et al. 1984). Unterschiedliche

DNA-Werte von weiblichen und männlichen Tieren ergaben sich ebenfalls bei den

FCM-Analysen. Diese Unterschiede weisen auf Veränderungen in der chromosoma-

len Konstitution der einzelnen Geschlechter hin. Bei Säugetieren sind spezifische Ge-

schlechtschromosomen (X, Y) mit unterschiedlichem DNA-Gehalt dafür verantwort-

lich. Bei Amphibien sollen heteromorphe Regionen einzelner Chromosomen dafür

ursächlich sein (Dournon et al. 1984).

Bei dem bisher nicht klassifizierten Xenopus aus Tansania (Xenopus spec.) ergaben

sich Ähnlichkeiten mit Xenopus laevis. Die FCM-Daten lassen auf eine enge Bezie-

hung beider Arten schließen. Karyotypanalysen bestätigen diesen Befund (Schütte

persönl. Mitteilung). Untersuchungen der Hemidactylus-Arten zeigten signifikante

Unterschiede im DNA-Gehalt. H. (turcicus) parkeri weist einen geringeren DNA-
Gehalt auf als H. flaviviridis. Diese Daten stimmen mit Karyotypanalysen beider

Arten überein (Gorman 1973). Ähnliche Ergebnisse erbrachten Messungen bei Ptyo-

dactylus. P guttatus zeigt geringere DNA-Werte als P. hasselquistii. Die frühere An-

nahme, daß P guttatus eine Subspecies von P hasselquistii sei (Werner 1965) kann

damit widerlegt werden, was gut mit den serologischen und morphologischen Ergeb-

nissen von Heimes (1982) übereinstimmt. Untersuchungen an den Agamiden ergaben

Unterschiede im DNA-Gehalt/Zelle. Der Karyotyp von 2n = 36 mit 12 metazen-

trischen Chromosomen und 24 Mikrochromosomen ist für Agama stellio typisch

und wird als primitive Form innerhalb der Gattung angesehen (Moody & Hutterer

1978). Bei Agama impalearis und yemenensis mit bisher unbekanntem Karyotyp wur-

den niedrigere DNA-Werte als bei A. stellio ermittelt. Dieses deutet auf einen Verlust

von genetischem Material bei beiden Arten hin, z. B. Verlust an repetitiven Se-

quenzen. Die Ergebnisse an den beiden Skinken Chalcides ocellatus und Mabuya bre-

vicollis zeigen, daß die DNA-Menge bei verschiedenen geographischen Populationen

konstant ist. So weisen C. ocellatus aus Kreta und Syrien nahezu identische Mengen
genetischen Materials auf, ebenso die untersuchte dunkle und helle Form (Fritz &
Schütte, im Druck) von M brevicollis. Gleiches gilt für Chamaeleo calyptratus aus

dem Nord- und Süd-Jemen.
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Zusammenfassung

Durchflußzytophotometrische DNA-Bestimmungen wurden an Zellmaterial aus 10

Amphibien- und 16 Reptilien-Species durchgeführt. Die Zellen wurden mit dem DNA-spezifi-

schen Fluorochrom DAPI gefärbt, und der absolute DNA-Gehalt/Zelle wurde unter Verwen-

dung von Hühnererythrozyten als internem Standard mit bekanntem DNA-Gehalt ermittelt.

Dabei zeigten kernhaltige Erythrozyten einen geringeren DNA-Wert als Zellen, die aus Ge-

weben präpariert wurden. Unterschiede im DNA-Gehalt konnte auch bei Erythrozyten von

weiblichen und männlichen Tieren in der Gattung Xenopus festgestellt werden, weibliche Tiere

zeigten etwas höhere DNA-Werte als männliche. Für jede der untersuchten Species konnte ein

charakteristischer DNA-Gehalt ermittelt werden. Für vergleichende durchflußzytophotome-

trische Untersuchungen ist es unbedingt erforderlich, gleichartiges Zellmaterial zu verwenden,

wie an den unterschiedlichen Werten von Blut- und Gewebezellen demonstriert. Die Durch-

flußzytophotometrie erscheint als schnelle und sensitive Methode bei der Bestimmung zellu-

lärer DNA geeignet, als zusätzlicher zytogenetischer Marker in der zoologischen Taxonomie
eingesetzt zu werden.
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