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Spezifische Giemsa-Farbung von heterochromatischen
Chromosomensegmenten bei Vicia faba, Allium cepa und
Paeonia tenuifolia

B. Friebe

Institut fiir Angewandte Genetik der Freien Universitdat Berlin

Differential Giemsa Staining of Heterochromatic Regions in the Chromosomes of Vicia faba, Allium cepa and
Paeonia tenuifolia

Summary. Hypotheses for the mechanism of differential Giemsa staining of euchromatin and heterochromatin
are discussed. The banding-patterns of Vicia faba, Allium cepa and Paeonia tenuifolia are described. Hetero-
chromatic chromosome segments have been identified in metaphase chromosomes to correspond with thoseto
be found in interphase nuclei. The fact that the number of chromocenters is usually smaller than the number
of Giemsa bands in the metaphase chromosomes is supposed to be due to fusion of heterochromatic sections
during interphase. Within each species non-homologous chromosomes exhibit similar patterns. The signifi-
cance of this phenomenon, which has been called ""aequilocal heterochromacy' by Heitz, is so far unknown.

Zusammenfassung. Im theoretischen Teil werden die verschiedenen Hypothesen {iber den Mechanismus der
unterschiedlichen Giemsa-Fé&rbung von Eu- und Heterochromatin diskutiert. Im experimentellen Teil wird
das Giemsa-Bandenmuster bei Vicia faba, Allium cepa und Paeonia tenuifolia beschrieben. Sowohl in den
stark kondensierten Metaphase-Chromosomen als auch in den Interphase-Kernen kénnen die heterochroma-
tischen Chromosomensegmente auf Grund der stdrkeren Giemsa-Farbung vom Euchromatin unterschieden
werden. Die Zahl der Chromocentren ist jedoch in den meisten Fillen kleiner als die der Giemsa-~Banden
in den Metaphase-Chromosomen, was auf die Fusion heterochromatischer Chromosomenabschnitte in der
Interphase hinweist.

Innerhalb einer Art zeigen auch nicht-homologe Chromosomen ein dhnliches Giemsa-Bandenmuster.
Diese fiir eine Art charakteristische Verteilung von Eu- und Heterochromatin wurde von Heitz (1935) als
"dquilokale Heterochromatie'' bezeichnet. Die Bedeutung dieser Erscheinung ist weitgehend unbekannt.
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Genetische Experimente (Baker 1958) zeigen weiter-
hin, daB innerhalb heterochromatischer Chromoso-
mensegmente kein Crossing-over stattfindet wodurch
Unterschiede in den Kartenabstinden beim Vergleich
von Rekombinationskarten und cytologischen Chromo-
somenkarten hervorgerufen werden. Auch cytologi-
schen Beobachtungen bestatigen, dafl die Ausbildung
von Chiasmata im Heterochromatin unterdriickt wird
(Linnert 1955; Fox et al. 1973; Marks 1974).

Frenster (1969 ) konnte keine signifikanten Unter-
schiede im DNA-Histon-Verhéiltnis und in der Histon-
zusammensetzung im Eu- und Heterochromatin fest-
stellen. Dagegen unterscheiden sich eu- und hetero-
chromatische Chromosomenabschnitte im Gehalt an
Nicht-Histon-Proteinen, Phosphoproteinen und Phos-
pholipiden.

Nach Arrighi und Hsu (1971a, 1971b)z&hlt man Chro-
mosomensegmente mit intensiver Giemsa-F&rbung
zum konstitutiven Heterochromatin. Die bevorzugte
Giemsa-~F drbung von centromerischem Heterochro-
matin bezeichnet man auch als C-Banden, wédhrend
stark gefiarbte interkalare und terminale Chromoso-
menabschnitte auch als G-Banden bezeichnet werden.

Neben der Giemsa-F drbung ermoglicht auch die
von Caspersson et al. (1968) entwickelte Fluoreszenz-
Bandern.-Technik eine unterschiedliche Farbung von
Eu- urd Heterochromatin. Nach der Farbung mit fluo-
rochromen konnen im UV-Fluoreszenz-Mikroskop
charakteristische Banden beobachtet werden, die eine
weitgehende Ubereinstimmung mit den Giemsa-Banden
und den spéat replizierenden Chromosomenabschnitten
erkennen lassen (Caspersson et al. 1969; Vosa, 1970;
Ganner und Evans 1971; Evans et al. 1971). Auch die
von einigen Autoren (Rodman und Tahiliani, 1973; Yu-
nis und Sanchez 1973; Greilhuber 1974) beschriebenen
Feulgen-, Alcianblau- und Karmin-Banden sind weit-
gehend mit den Giemsa- und Fluoreszenz-Banden iden-

tisch.

2. Theoretische Betrachtungen zur differentiellen

Giemsa-Férbung

2.1, Zusammensetzung und Eigenschaften der Giemsa-
Losung

Die Giemsa-Ldsung enthélt die Farbstoffe Eosin Y,
Methylenblau und dessen Oxidationsprodukte Azur A,
B und C. Als Losungsmittel dient ein aus gleichen

Teilen bestehendes Gemisch von Methanol und Glyce-
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rin. Mit Ausnahme des Eosins rechnet man die iibri-
gen Farbstoffkomponenten zur Gruppe der Thiazine ,
die sich untereinander nur in der Anzahl der Methyl-
gruppen unterscheiden. Die Thiazinfarbstoffe zeichnen
sich durch stark ausgeprigte metachromatische Eigen-
schaften aus, das heiflit mit steigender Farbstoffkon-
zentration oder Bindung an geeignete Substrate tritt
eine Abnahme des Extinktionskoeffizienten und eine
Wellenléngenverschiebung infolge von hydrophoben
Stapeleffekten und Dimer- bzw. Polymer-Bildung auf.
Die von Comings (1975a) beobachteten Wellenldangen-
verschiebungen nach der Bindung einzelner Farbstoff-
komponenten an DNA erdéffnen Moéglichkeiten zur An-
alyse der molekularen Mechanismen der differentiel-
len Giemsa-Féarbung von Eu- und Heterochromatin.
Comings (1975a) konnte auch nach der Farbung
mit Methylenblau oder Azur A, B und C charakteri-
stische Chromomen-~-Banden beobachten. Die Farbung
mit Thionin, das keine Methylgruppe enthélt, ergabnur
in einzelnen Féllen ein schwaches Bandenmuster, was
darauf schlieflen 148t, daB das Vorhandensein von we-
nigstens einer Methylgruppe zur unterschiedlichen
Giemsa-Féarbung von Eu- und Heterochromatin erfor-
derlich ist. Eosin Y erwies sich als nichtwirksamer
Bestandteil der Giemsa-Losung, da es keine Bindung

mit DNA einzugehen vermag.

2.2. Giemsa-Techniken bei tierischen und pflanzlichen
Objekten

Fiir Sduger-Chromosomen konnten zahlreiche Giemsa-
Techniken entwickelt werden, die eine differentielle
Férbung von centromerischem (Pardueund Gall 1970;
Arrighi und Hsu 1971a; Chen und Ruddle 1971; Sumner
1972; Merrick et al. 1973; Fiskesjd 1974a) und inter-
kalarem Heterochromatin (Evans et al. 1971; Schnedl
1971; Shiraishi und Yosida 1972; Seabright 1972; Han-
sen-Melander et al. 1974} erméglichen.

Bei den meisten C-Banden-Techniken werden luft-
trockene Priparate fiir kurze Zeit mit Alkali behan-
delt. Nach dem Entwédss=rn in Alkohol wird in SSC bei
60 bis 65°C inkubiert und anschlieBend mit gepufferter
Giemsa-Lésung gefirbt. Es sind aber auch C-Banden-
Techniken bekannt, die keine Alkali-Behandlung bein-
halten (McKenzie und Lubs 1973; McKay 1973; Merrick
et al. 1973).

Kato und Moriwaki (1972) konnten nach der Behand-
lung mit den verschiedensten Agenzien (organische

und anorganische Salze, Puffer, Basen, Protein-Dena-
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turierungsmittel, Chelatbildner, Detergenzien) G-Ban-
den beobachten. Die Vorbehandlungen sind jedoch wie
McKay (1973) und Yunis und Sanchez (1973) zeigen
konnten, zur unterschiedlichen Giemsa-Farbung von
Eu- und Heterochromatin nicht unbedingt erforderlich.
Vosa und Marchi (1972) und Natarajan und Natara-
jan (1972) beschreiben erstmals die bevorzugte Giem-
sa-F arbung von pflanzlichem Heterochromatin. Es folg-
ten weitere Arbeiten von verschiedenen Autoren an un-
terschiedlichen Objekten (Schweizer 1973; Stack und
Clarke 1973a, 1973b; Takehisa und Utsumi 1973; Ddbel
et al. 1973; Sarma undNatarajan 1973; Merker 1973;
Marks und Schweizer 1974; Marks 1974; Filion 1974;
Fiskesjo 1974b; Stack 1974; Merritt und Burns 1974;
Weimarck 1974 ; Gill und Kimber 19743; 1974b; Vosa
1974; Verma und Rees 1974; El-Gadi und Elkington
1975; Darvey und Gustafson 1975; Hadlaczky und Belea
1975; Singh und Lelley 1975; Weimarck 1975).
Zwischen den Giemsa-Techniken bei Pflanzen und
Tieren bestehen nur geringfiigige Unterschiede. Nach
der Behandlung mit einem c-mitotischen Agens (Col-
chicin, y-Monobromnaphthalin, 8-Hydroxyquinolin,
Eiswasser) und dem Fixieren (Alkohol/Eisessig)
folgt in den meisten Fillen die Hydrolyse in Salzsdure.
Besondere Schwierigkeiten treten bei der Macerierung
und Préparation von pflanzlichem Gewebe auf, da die
pektin- und cellulosehaltigen Zellwédnde die Einwirkungs-
moglichkeit der verschiedenen Agenzien herabsetzen.
In vielen Fallen ist es erforderlich, die Zellwidnde
durch geeignete enzymatische Behandlung (Pektinase,
Cellulase, Cytase) abzubauen. Anschliefend werden
die isolierten meristematischen Zellen in 45 % iger Es-
sigsdure gequetscht, wobei zu beachten ist, daB die
Chromosomen geniigend ausgebreitet und dennoch nicht
aus dem Metaphase-Verband herausgeldst werden.
Nach dem Abldsender Deckglidser {(Trockeneismethode)
und dem Entwissern in Alkohol werden die Préparate
an der Luft getrocknet und anschlieBend mit verschie~
denen Agenzien {NaOH, Ba(OH) 5> Harnstoff, Ribonu-
klease, Trichloressigsiure) vorbehandelt. Danach wird
in geeigneten Puffergemischen (SSC, Mcllvaine-Puffer,
Sérensen-Phosphatpuffer) inkubiert und anschliefend

mit gepufferter Giemsa-Ldsung gefarbt.

2.3. Hypothesen {iber den Mechanismus der unter-
schiedlichen Giemsa-Farbung von Eu- und Heterochro-

matin

Die molekulare Grundlage der unterschiedlichen Giem-
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sa-Férbung von Eu- und Heterochromatin ist weitge-
hend unbekannt. Zur Zeit werden folgende Hypothesen
diskutiert:

Denaturierung und spezifische Renaturierung von

repetitiven DNA-Sequenzen

Durch Hybridisierung mit markierter Nukleinsiu-
re gelang es Pardue und Gall (1970), in den C-Banden
der Maus die Satelliten-DNA zu lokalisieren, die sich
durch einen besonders hohen Gehalt an repetitiven
DNA-Sequenzen auszeichnet. Britten und Kohne (1968)
konnten zeigen, daf diese Satelliten-DNA unter geeig-
neten Bedingungen schneller renaturiert als die {ibri-
ge DNA, Auch fiir andere heterochromatische Chro-
mosomenabschnitte konnte ein hoher Anteil an repeti~
tiven DNA-Sequenzen nachgewiesen werden. Verschie-
dene Autoren (Arrighi und Hsu 1971a, 1971b; Schnedl
1971; Evans et al. 1971) vertreten die Auffassung, daB
Denaturierung und spezifische Renaturierung von re-
petitiven DNA-Sequenzen die unterschiedliche Giem-
sa-Fiarbung von Eu- und Heterochromatin hervorru-
fen. Diese Hypothese setzt voraus, daf die Farbstoff-
komponenten der Giemsa-Losung eine besondere Affi-
nitit gegeniiber renaturierter Doppelstrang-DNA auf-
weisen.

Comings et al. (1973) konnten zeigen, daf die DNA
in centromerischem Heterochromatin in einer kiirze-
ren Zeit (20 s) renaturiert als die DNA in den Chro-
mosomenarmen (3 bis 5 min). Weiterhin konnte je-
doch fiir native, denaturierte und renaturierte DNA so-
wohl intensive als auch schwache Giemsa-Farbung nach-
gewiesen werden.

Cullis und Schweizer (1974) untersuchten den DNA-
Gehalt von verschiedenen Anemone- Arten und vergli-
chen ihn mit dem Gehalt an repetitiven DNA-Sequenzen
und der Menge an Giemsa-positivem Heterochromatin.
Es zeigte sich, daB der Gehalt an repetitiven DNA-Se-
quenzen {zwischen 53 und 67 Prozent) weder mit dem
DNA -Gehalt pro Zelle noch mit der Anzahl und Grofle
der Giemsa-Banden korreliert ist.

Weitere Einwédnde gegen diese Hypothese ergaben
sich durch Arbeiten iiber die unterschiedliche Farbung
von Doppelstrang- und Einzelstrang-DNA mit Acridin-
orange. Stockert und Lisanti (1972) konnten mit zu-
nehmender Renaturierungsdauer keine adédquate Zu-
nahme in der Anzahl und Gréfle der Giemsa-Banden
feststellen. Auch bewirkt die Nachfixierung mit Form-
aldehyd den Verlust der differentiellen Giemsa-F&r-

bung, obwohl weiterhin De- und Renaturierungsvor-
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gédnge beobachtet werden konnten. Diese Beobachtun-
gen zeigen, daBl De- und Renaturierungsvorgéange,
wenn iiberhaupt, nur einen geringen Einfluf auf die
spezifische Giemsa~F drbung von heterochromatischen

Chromosomensegmenten ausiiben.

' Selektive Extraktion von DNA

Comings et al. (1973) konnten bei den verschiedenen
C-Banden-Techniken sowohl bei der Alkali-Behandlung
als auch bei der Inkubation in SSC eine starke Extrak-
tion von DNA beobachten (insgesamt bis zu 81 Prozent ).
Biochemische und elektronenmikroskopische Befunde
zeigen, daf diese DNA vorwiegend aus den Chromoso-
menarmen extrahiert wird, wéhrend die centromeri-
sche DNA weitgehend gegen Extraktion geschiitzt ist.
Im Gegensatz dazu wird bei den meisten G-Banden-
Techniken weniger als 9 Prozent der chromosomalen
DNA extrahiert. Gegen die selektive Extraktion von
DNA als Ursache der unterschiedlichen Giemsa-~Far-
bung von Eu- und Heterochromatin spricht jedoch die
Beobachtung, daB auch nach der Behandlung mit Tryp-
sin Giemsa-Banden beobachtet werden konnten, obwohl
bei dieser Technik nur eine sehr geringe Extraktionvon

DNA (1,3 Prozent) zu verzeichnen war.

Spezifische Wechselwirkungen zwischen DNA und chro-

mosomalen Proteinen

Nach der Behandlung mit verschiedenen proteolytischen

Agenzien lassen sich eu- und heterochromatische Chro-

mosomenabschnitte auf Grund ihrer charakteristischen

Giemsa-Farbung unterscheiden, was auf den Einfluf

von bestimmten Proteinen bei der differentiellen Giem-

sa-Farbung hinweist. Nach Comings et al. (1973) han-
delt es sich dabei vorwiegend um Nicht-Histon-Prote-
ine, da die Histone bei der S&urefixierung und Hydro-
lyse weitgehend entfernt werden. Weiterhin gibt es
Hinweise dafiir, daB sowohl quantitative als auch quali-
tative Unterschiede in der Zusammensetzung der
Nicht-Histon-Proteine im Eu- und Heterochromatin
bestehen (Frenster 1969; Comings et al. 1973). Durch
den bei verschiedenen Behandlungen beobachteten Ent-
2 und Mg2

ten diese Proteine im Eu- und Heterochromatin in un-

zug von bivalenten Kationen, wie Ca +, koénn-
terschiedlicher Art und Weise sterisch veridndert wer-
den. Dadurch kénnte es zu lokalen Anderungen in der

Anordnung der Chromatinfibrillen und damit zur Aus-

bildung von Chromosomen-~Banden kommen.
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Caspersson et al. (1969) beobachteten nach der
Férbung mit Fluorochromen eine starke UV -Fluores-
zenz in A/T-reichen DNA-Sequenzen, wahrend inDNA-
Sequenzen mit hohem G/C-Gehalt eine verminderte
UV -Fluoreszenz festgestellt werden konnte. Die Ar-
beiten von Comings et al. (1975b) zeigen jedoch, daf
auch die Fluoreszenz-~Banden eher durch spezifische
DNA -Protein-Wechselwirkungen oder durch Unterschie-~
de im DNA-Gehalt als durch Unterschiede in der Ba-

senzusammensetzung der DNA hervorgerufen werden.

Unterschiedlicher Kondensationsgrad der Chromatin-

fibrillen

Durch Phasenkontrast- und UV-Mikroskopie gelang es
McKay (1973) und Marks (1974), ohne Vorbehandlung
und Farbung Chromosomen-Banden nachzuweisen, die
weitgehend mit den Giemsa-Banden identisch sind.

Nach McKay (1973) sind die Giemsa-Banden Aus-
druck einer unterschiedlichen Kondensation von Eu-
und Heterochromatin <n vivo. Die zwischen den ein-
zelnen Banden-Techniken beobachteten Unterschiede
im Bandenmuster lieflen sich dann durch den modifi-
zierenden Effekt der Vorbehandlungen auf den Konden-
sationsgrad der Chromatinfibrillen Zn situ erklédren.
Dabei konnten spezifische Wechselwirkungen zwischen
chromosomalen Proteinen und repetitiven DNA-Se-
quenzen eine hervorragende Rolle spielen.

Auch Comings und Okada (1974) gelangten auf
Grund eines Vergleichs zwischen dem G-Bandenmu-
ster mitotischer Metaphase-Chromosomen und dem
Chromomerenmuster meiotischer Pachytdn-Chromo-
somen zu der Auffassung, daB die stirkere Konden-
sation von centromerischem und interkalarem Hetero-
chromatin als Ursache der differentiellen Giemsa-
Fé&rbung anzusehen ist.

Eine weitere Bestitigung findet diese Hypothese
durch die Arbeiten von Merritt und Burns (1974), die
den EinfluB von verschiedenen c-mitotischen Agenzien
auf die differentielle Giemsa-Farbung bei Nicotiana
analysierten. Sie beobachteten zwar einen steigernden
Effekt dieser Agenzien auf die unterschiedliche Kon-
densation von Eu- und Heterochromatin, konnten aber
auch in unbehandelten Praparaten diese Unterschiede
im Phasenkontrast feststellen.

Die oben genannten Beobachtungen sprechen fiir
diese Hypothese, jedoch miissen weitere Arbeiten zei-

gen, inwieweit sie aufrecht erhalten werden kann.
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3. Beobachtungen zur differentiellen Giemsa-F&rbung
3.1. Material und Methoden

Vieta faba: Verschiedene Autoren (Vosa und Marchi
1972 ; Schweizer 1973; Takehisa und Utsumi 1973; Do~
bel et al. 1973) untersuchten das Giemsa-Bandenmu-
ster bei Vieia faba. Beim Vergleich der verschiedenen
Methoden zeigte sich jedoch, daB die beobachteten Ban
den nur eine geringe Reproduzierbarkeit aufwiesen.
Die besten Ergebnisse konnten mit der in einigen Punk
ten abgeédnderten Methode von Schweizer erzielt wer-
den:

1. Samenvon Vieta faba('Ackerperle', Ernte 1975)

auf feuchtem Perlit ankeimen

2. nach fiinf Tagen Primarwurzeln abschneiden und

fiir zwei Stunden mit einer 0,05 %igen Colchicin-
Losung behandeln

3. 3h fixieren in Athanol/BEisessig (3:1)

4. 15 - 20h in 96 %Zigen Athanol

5. 5min Hydrolyse in 0,2 N HC1 bei 60°C

6. 4h in 10 %Ziger Pektinase-Losung bei 37°C

7. 1bis 3h in 45 %iger Essigsédure

8. quetschen in 45 %iger Essigsdure

9. Deckglas absprengen (Trockeneismethode)

10. Smin in 45 %igen Athanol

11. 5min in 96 Zigen Athanol

12. lufttrocknen (ca. 72h)

13. 1h inkubieren in Mcllvaine-Puffer pH 7,2 bei
65°C
3 mal 3min waschen in ag. dest.
5min in 45 %igen Athanol
5min in 96 %igen Athanol
lufttrocknen (ca. 24h)
10 bis 15 min fidrben in 2 %iger Giemsa-Ldsung
(Merck Art 9204 verdiinnt mit Sérensen-Phos-
phatpuffer pH 7,2)
1 min waschen in aq. dest.

20. lufttrocknen (ca. 1h)

21. differenzieren in Xylol {(ca. 12h)

22. lufttrocknen (ca. 1h)

23. einbetten in Euparal
Mcllvaine-~Puffer pH 7,2: 2,75 g Zitronensdure-mono-
hydrat + 62,25g Nay, HPO, X 12 H, O/L aq. dest.
Soérensen-Phosphatpuffer pH 7,2: 8,62g Nay,HPO, X
2 H,O + 2,49g KH, PO, /L aq. dest.

Allium cepa: Zwiebeln von AZlium cepa wurden auf
feuchtem Perlit angekeimt. Nach fiinf bis acht Tagen
wurden die Wurzeln abgeschnitten und flir zwei Stunden
mit einer 0,05 Zigen Colchicin-Lésung behandelt. Die
Weiterbehandlung erfolgte nach der von Singh und Lel-
ley (1975) modifizierten Technik von Gill und Kimber
(1974a), die sich durch relative Einfachheit auszeich-
net und gut reproduzierbare Ergebnisse liefert, und
nach der bei Vieia faba beschriebene Methode.

Paeonia tenuifolia: Zur Analyse der differentiellen
Giemsa-Farbung in den meiotischen Chromosomen von
Paeonia tenuifolia wurden die Pollenmutterzellen aus
den Antheren prépariert. Die Farbung erfolgte nach
der Methode von Singh und Lelley (1975), mit der die
besten Ergebnisse erzielt werden konnten,

i4.
15.
16.
17.
18.

19.

3.2. Ergebnisse und Diskussion

Vicia faba: Vieta faba besitzt fiinf akrocentrische Chro-
mosomenpaare und ein metacentrisches Chromosomen-
paar, das den Nukleolus-Organisator enthilt. In allen
Chromosomen konnten charakteristische Giemsa-Ban-

den beobachtet werden. Die mitotischen Metaphase-
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Chromosomen lassen sich auf Grund des Giemsa-Ban-
denmusters in vier Gruppen einteilen (Abb. 1a u. b):

1. das Satellitenchromosomenpaar mit fiinf scharf
voneinander abgegrenzten Banden: eine im cenirome-
rischen Chromatin, zwei im Sat-Chromosomenarm in
der Nahe des Centromers, eine im Bereich des Nukleo-
lus-Organisators und eine im anderen Chromosomen-
arm in der Ndhe des Centromers,

2. drei Chromosomenpaare mit einer Bande in der
Mitte des langen Arms,

3. ein Chromosomenpaar mit einer starken und ei-

ner schwachen Bande in der Mitte des langen Arms,

4. ein Chromosomenpaar mit drei Banden im cen-
tromer-nahen bis mittleren Abschnitt des langen Arms.

Auch in den weitgehend entspiralisierten Prophase-
Chromosomen konnten zahlreiche Chromosomenseg-
mente mit intensiver Giemsa-F&arbung beobachtet wer-
den, deren Zahl mit zunehmendem Kondensationsgrad
der Chromosomen abnimmt. Dielnterphase-Kerne ent-
halten stark gefdrbte Chromocentren von unterschied-
licher Anzahl und GréBe (Abb.4a).

Nach einer geringfiigigen Anderung der oben be-
schriebenen Technik {bei Punkt 10., 11., 15. und 16.
statt 5 min nur 2 min entwissern in Alkohol und Redu-
zierung der Firbedauer auf 8 bis 10 min) weisen vor-
wiegend die Centromere und das mit dem Nukleolus-
Organisator assoziierte Chromatin des Satelliten-Chro-
mosoms eine intensive Giemsa-Féarbung auf (Abb. 1c).

Die beobachteten Chromosomenabschnitte mit star-
ker Giemsa-Farbung sind weitgehend mit den von an-
deren Autoren beschriebenen Giemsa-Bandenidentisch.
Keine der bisher bekannten Giemsa-Techniken ermog-
licht jedoch den Nachweis aller bei VZezia faba beobach-
teten Giemsa-Banden. Die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Methoden treten besonders bei der dif-
ferentiellen Giemsa~Féarbung im Bereich des Nukleolus-
Organisators und im centromerischen Chromatin
hervor. So konnte in Ubereinstimmung mit Vosa und
Marchi (1972), Takehisa und Utsumi (1973) sowie
Débel et al. (1973) imn Bereich des Nukleolus-Organi-
sators eine starke Bande beobachtet werden, widhrend
Schweizer (1973) in diesem Chromosomensegment
keine intensive Giemsa-Farbung feststellen konnte.
Schweizer und Dobel et al. konntenim centromerischen
Chromatin von Vicia faba keine Giemsa-Banden loka-
lisieren. Nach der oben beschriebenen Technik weisen
jedoch auch die Centromere eine intensive Giemsa-

Farbung auf. Auch die Methode von Takehisa und Ut-
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Abb.1. Vieta faba; a) Karyotyp mit G-Banden; b) mitotische Metaphase
mit G-Banden; c) mitotische Metaphase mit C-Banden

sumi gestattet u. a. eine spezifische Giemsa-F arbung
von centromerischem Chromatin.

Die meisten Giemsa-Banden entsprechen den von
Heitz (1935) bei Vieia faba beschriebenen heterochro-
matischen Chromosomensegmenten. Autoradiographi-
sche Untersuchungen (Evans 1964; Lima-de-Faria 1969)
zeigen, dall Chromosomenabschnitte mit intensiver
Giemsa-Féarbung auch eine spite DNA-Replikation und
nach der Féarbung mit Fluorochromen eine charakteri-
stische UV-Fluoreszenz aufweisen {Caspersson et al.
1969; Vosa 1970).

Trotz zahlreicher Versuche konnten in den meioti-
schen Chromosomen von Victa fabakeine Giemsa-Ban-
den beobachtet werden. Die unterschiedliche Giemsa~
Farbung von heterochromatischen Chromosomenseg-
menten in der Mitosis und Meiosis von Vieia faba deutet
auf eine besondere Struktur des Heterochromatins bei
dieser Art hin.

Allium cepa: Nach Anwendung der Methode von Singh
und Lelley (1975) konnten ausschlieBlich in den termina-
len Chromosomensegmenten der acht metacentrischen

bis submetacentrischen Chromosomenpaare mehr oder
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Abb.2. Allium cepa; a) mitotische Metaphase mit G-
Banden; b) mitotische Metaphase mit G- und C-Ban-
den

weniger starke Giemsa-Banden beobachtet werden ( Abb.
2a). Eine intensive Giemsa-Farbung weisen auch die
Chromocentrenin den Interphase-Kernen auf (Abb. 4b).
Auch nach der bei Vieia faba beschriebenen Metho-
de konnten zundchst nur in den terminalen Chromoso-
menabschnitten Giemsa-Banden beobachtet werden.
Nach der Modifizierung dieser Technik (5. 5 min Hydro-
lyse in 0,1 N HCI bei 60°C; 6. keine Pektinase-Be-
handlung; 10., 11., 15. und 16. 2 min entwédssern in
96 %igen Athanol; 12. ca. 14 Tage lufttrocknen; 18. 10
min firben in 2 %iger Giemsa-L6sung) zeigen jedoch

neben den telomerischen Chromosomenabschnitten auch
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Abb.3. Paconia tenuifolia ; a) meiotische Metaphase
I; b) meiotische Anaphase I; c) mitotische Anaphase

Abb.4. Interphase-Kerne mit Chromocentren; a) Victa faba; b)Allium cepa; c) Paconia tenuifolia
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die Centromere eine intensive Giemsa-Férbung {Abb.
2b). Weiterhin konnte in einigen Fillen auch im Be-
reich des Nukleolus-Organisators eine schwache Giem-
sa-Bande beobachtet werden.

Die beobachteten Chromosomensegmente mit diffe-
rentieller Giemsa-Farbung zeigen eine groBe Uberein-
stimmung mit den von Stack und Clarke (1973a, 1973b),
Stack (1974), Fiskesjo (1974b) und El-Gadi und El-
kington (1975) beschriebenen Giemsa-Banden. Die von
Greilhuber (1974) entwickelte Karmin-Banden-Tech-
nik und die Farbung mit Fluorochromen (Vosa 1970)
ermdoglicht nur die spezifische Farbung der termina-~
len Chromosomenabschnitte. Dagegen konnten mit
Hilfe von autoradiographischen Methoden sowohl in
telomerischem als auch in centromerischem Chroma-
tin spét replizierende DNA-Sequenzen nachgewiesen

werden.

Paeonia tenuifolia: Paeonia tenuifolia besitzt fiinf
Chromosomenpaare. Sowohl in den meiotischen (Abb.
3a und 3b) als auch in den mitotischen Chromosomen
(Abb.3c) weisen die Centromere eine intensive Giem-
sa-Farbung auf. Neben diesen centromerischen Ban-
den zeigen zwei Chromosomenpaare eine terminale
Bande in einem Chromosomenarm. Auch bei Paeonia
tenutfolia Konnten in den Interphase~Kernen stark ge-

farbte Chromocentren beobachtet werden (Abb.4c).
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