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Dif fe ren t i a l  G i e m s a  Staining of H e t e r o c h r o m a t i e  Regions  in the C h r o m o s o m e s  of Vicia faba, Allium cepa and 
Paeonia tenui folia 

S u m m a r y .  Hypo theses  for  the m e c h a n i s m  of d i f f e r en t i a l  G i e m s a  s ta in ing  of e u c h r o m a t i n  and h e t e r o c h r o m a t i n  
a r e  d i s c u s s e d .  The b a n d i n g - p a t t e r n s  of Vicia faba, Allium cepa and Paeonia tenuifo~ia a r e  d e s c r i b e d .  H e t e r o -  
c h r o m a t i c  c h r o m o s o m e  s e g m e n t s  have  been ident i f ied  in m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s  to c o r r e s p o n d  with those  to 
be found in i n t e r p h a s e  nuc l e i .  The fact  that  the n u m b e r  of c h r o m o c e n t e r s  is  usua l ly  s m a l l e r  than the n u m b e r  
of G i e m s a  bands in the m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s  is  supposed  to be due to fus ion of h e t e r o c h r o m a t i c  s ec t ions  
dur ing i n t e r p h a s e .  Within each s p e c i e s  non-homologous  c h r o m o s o m e s  exhibit  s i m i l a r  p a t t e r n s .  The s ign i f i -  
cance  of th is  phenomenon ,  which has been  ca l l ed  " a e q u i l o c a l  h e t e r o c h r o m a c y "  by He i t z ,  i s  so f a r  unknown. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  Im t h e o r e t i s c h e n  Teil  werden  die v e r s c h i e d e n e n  Hypothesen  fiber den M e c h a n i s m u s  de r  
u n t e r s c h i e d l i c h e n  Giemsa-F~ i rbung  yon E u -  und H e t e r o c h r o m a t i n  d i s k u t i e r t .  Im e x p e r i m e n t e l l e n  Tell  wi rd  
das G i e m s a - B a n d e n m u s t e r  bei Vicia faba, Allium cepa und Paeonia tenuifolia b e s c h r i e b e n .  Sowohl in den 
s t a r k  kondens i e r t en  M e t a p h a s e - C h r o m o s o m e n  a ls  auch in den I n t e r p h a s e - K e r n e n  kbnnen die  h e t e r o c h r o m a -  
t i s chen  C h r o m o s o m e n s e g m e n t e  auf Grund de r  s t ~ r k e r e n  Giemsa-F~i rbung  vom E u c h r o m a t i n  u n t e r s c h i e d e n  
w e r d e n .  Die Zahl de r  C h r o m o c e n t r e n  is t  jedoch in den m e i s t e n  F~illen k l e i n e r  a ls  die  de r  G i e m s a - B a n d e n  
in den M e t a p h a s e - C h r o m o s o m e n ,  was auf die F u s i o n  h e t e r o c h r o m a t i s c h e r  C h r o m o s o m e n a b s c h n i t t e  in de r  
I n t e rphase  h inwe i s t .  

Innerha lb  e i n e r  Ar t  ze igen  auch n i c h t - h o m o l o g e  C h r o m o s o m e n  ein ~hnl iches  G i e m s a - B a n d e n m u s t e r .  
D i e s e  ftir e ine  Ar t  c h a r a k t e r i s t i s c h e  Ver t e i l ung  yon E u -  und H e t e r o c h r o m a t i n  wurde  yon Hei tz  (1935) a ls  
" i iqu i loka le  H e t e r o c h r o m a t i e "  b e z e i c h n e t .  Die Bedeutung d i e s e r  E r s c h e i n u n g  ist  wei tgehend unbekannt .  

1. E in le i tung 

Die yon G i e m s a  1935 en twicke l t e  A z u r - E o s i n - L 6 s u n g  

findet se i t  l angem i h r e  Anwendung in de r  F~rbung  yon 

P r o t o z o e n  und B l u t a u s s t r i c h e n .  Die s p e z i f i s c h e  G i e m -  

sa-F~irbung yon h e t e r o c h r o m a t i s c h e n  C h r o m o s o m e n -  

s e g m e n t e n  wurde z u e r s t  yon P a r d u e  und Gall  1970 im 

c e n t r o m e r i s c h e n  C h r o m a t i n  de r  Maus beobach te t .  D a r -  

auf aufbauend konnten F~irbetechniken en twickel t  w e t -  

den,  die e ine  Iden t i f i z i e rung  e i n z e l n e r  C h r o m o s o m e n  

auf Grund i h r e s  G i e m s a - B a n d e n m u s t e r s  e r m S g l i c h e n .  

Dami t  wurde  e ine  g e n a u e r e  Ana lyse  yon c h r o m o s o m a -  

len A b e r r a t i o n e n  mSgl i ch ,  was b e s o n d e r s  ffir die  Hu-  

mancy togene t ik  yon g r o g e r  Bedeutung i s t .  E ine  w e i t e -  

r e  Anwendung l inden die Banden-Techniken  in d e r  Zfich- 

t ungs fo r s chung ,  so zum B e i s p i e l  bei  d e r  G e n o m a n a l y s e  

von Tritieale, wo man W e i z e n -  und R o g g e n - C h r o m o -  

s o m e n  auf Grund c h a r a k t e r i s t i s c h e r  G i e m s a - B a n d e n  

u n t e r s c h e i d e n  kann.  We i t e rh in  se i  auf die  groBe Be-  

deutung d i e s e r  Methoden bei  t a x o n o m i s c h e n  und phylo-  

g e n e t i s c h e n  Unte r suchungen  h ingewie sen .  

Nach He i t z  1935 beze i chne t  man  C h r o m o s o m e n a b -  

s chn i t t e ,  die  in d e r  I n t e r p h a s e  und in t ier  m i t o t i s c h e n  

und meiotischen Prophase auf Grund der st~rkeren 

Kondensation des Chromatins eine intensivere F~irbung 

als die fibrigen Chromosomenabschnitte aufweisen, als 

heterochromatisch. Fakultatives Heterochromatin zeigt 

in homologen Chromosomensegmenten einen unterschied- 

lichen Kondensationsgrad, w~ihrend konstitutives oder 

strukturelles Heterochromatin in beiden homologen 

Chromosomen auf Grund der stiirkeren Kondensation 

vom Euchromatin unterschieden werden kann. 

Heterochromatische Chromosomensegmente lassen 

sich durch folgende Eigenschaften charakterisieren: 

I. DNA-Replikation findet sp~ter als im Euchro- 

matin statt 

2. hoher Gehalt an repetitiven DNA-Sequenzen 

3. starke unspezifische Paarungstendenzen 

4. spezifische Reaktionen auf K~ilte-Behandlung 

5. nach Applikation yon chemischen Mutagenenbe- 

vorzugt an Aberrationen beteiligt 

6. charakteristische F~rbeeigenschaften. 

Heterochromatische Chromosomenabschnitte sind 

weitgehend transcriptionsinaktiv und enthalten nur sel- 

ten Major-Gene (Barigozzi und Di Pasquale 1953). 
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Gene t i sche  E x p e r i m e n t e  (Baker  1958) ze igen  w e i t e r -  

h in ,  dab i nne rha lb  h e t e r o c h r o m a t i s c h e r  Ch romoso -  

m e n s e g m e n t e  kein C r o s s i n g - o v e r  s ta t t f indet  wodureh 

Un te r sch iede  in den Kar t enabs t~nden  be im Verg le ich  

von Rekombina t ionska r t en  und cyto logischen  Chromo-  

s o m e n k a r t e n  h e r v o r g e r u f e n  we rden .  Auch cyto logi -  

schen  Beobachtungen best~itigen, dab die Ausbi ldung 

yon Ch iasmata  im H e t e r o c h r o m a t i n  unterdr i ick t  wi rd  

(Linner t  1955; Fox et a l .  1973; Marks  1974).  

F r e n s t e r  (1969) konnte keine s ign i f ikanten  Un te r -  

schiede  im DNA-His ton-Verh~i l tn is  und in der  His ton-  

z u s a m m e n s e t z u n g  im Eu-  und H e t e r o c h r o m a t i n  fes t -  

s t e l l en .  Dagegen un t e r s che iden  s ich eu-  und h e t e r o -  

c h r o m a t i s c h e  C h r o m o s o m e n a b s c h n i t t e  im Gehalt  an 

N i c h t - H i s t o n - P r o t e i n e n ,  Phosphopro te inen  und P hos -  

phol ipiden ~ 

N a c h A r r i g h i u n d H s u  (1971a, 1971b)z~ihlt m a n C h r o -  

m o s o m e n s e g m e n t e  mit  i n t e n s i v e r  Giemsa-F~ i rbung  

zum kons t i tu t iven  H e t e r o c h r o m a t i n .  Die bevorzug te  

G i e m s a - F ~ r b u n g  yon c e n t r o m e r i s c h e m  H e t e r o c h r o -  

matin bezeichnet man auch als C-Banden, w~ihrend 

stark gef~irbte interkalare und terminale Chromoso- 

menabschnitte auch als G-Banden bezeichnet werden. 

Neben der Giemsa-F~irbung ermSglicht auch die 

yon Caspersson et al. (1968) entwickelte Fluoreszenz- 

Bander~-Technik eine unterschiedliche F~irbung yon 

Eu- urd Heterochromatin. Nach der F~rbung mit fluo- 

rochromen kSnnen im UV-Fluoreszenz-Mikroskop 

charakteristisehe Banden beobachtet werden, die eine 

weitgehende tJbereinstimmung mit den Giemsa-Banden 

und den sp~t replizierenden Chromosomenabschnitten 

erkennen lassen (Caspersson et al. 1969; Vosa, 1970; 

Ganner und Evans 1971; Evans et al. 1971). Auch die 

yon 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- undFluoreszenz-Banden iden- 

tisch. 

2. Theore t i sche  Be t rach tungen  zu r  d i f f e ren t i e l l en  

Giemsa-F~irbun~ 

2.1. Zusammensetzung und Eigenschaften der Giemsa- 

LSsung 

Die Giemsa-LSsung enth~ilt die Farbstoffe Eosin Y, 

Methylenblau und dessen Oxidationsprodukte Azur A, 

B und C. Als LSsungsmittel dient ein aus gleichen 

Teilen bestehendes Gemisch von Methanol und Glyce- 
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r i n .  Mit Ausnahme des E o s i n s  rechne t  man die i ib r i -  

gen Fa rbs to f fkomponen ten  zu r  Gruppe der  Thiaz ine ,  

die s ich u n t e r e i n a n d e r  n u t  in der  Anzahl  de r  Methyl -  

g ruppen  u n t e r s c h e i d e n .  Die Thiaz infarbs tof fe  ze ichnen 

s ich durch s t a r k  ausgepr~igte m e t a c h r o m a t i s c h e  E igen -  

schaf ten  aus ,  das heiBt mi t  s t e igende r  F a r b s to f fkon -  

zen t r a t i on  oder  Bindung an geeignete  Subs t ra te  t r i t t  

e ine  Abnahme des Ext ink t ionskoef f iz ien ten  und eine 

Wel len lRngenversch iebung  infolge yon hydrophoben 

Stapeleffekten und D i m e r -  bzw.  P o l y m e r - B i l d u n g  auf.  

Die von Comings  (1975a) beobach te ten  Wellenl~ingen- 

v e r s c h i e b u n g e n  nach der  Bindung e i n z e l n e r  F a r b s t o f f -  

komponenten  an DNA erSffnen M6gl ichkei ten  zur  An-  

a lyse  der  m o l e k u l a r e n  Me c ha n i sme n  der  d i f f e r en t i e l -  

len  Giemsa-F~i rbung  yon Eu -  und H e t e r o c h r o m a t i n .  

Comings  (1975a) konnte auch nach der  F~rbung  

mit  Methylenblau  oder  Azur  A, B und C c h a r a k t e r i -  

s t i sche  C h r o m o m e n - B a n d e n  beobachten .  Die F~irbung 

mit  Thionin,  das keine Methylgruppe enth~ilt, e rgab  nur  

in e inze lnen  F~illen ein schwaches  B a n d e n m u s t e r ,  was 

darauf  schl ieBen l~Bt, dab das Vorhandense in  yon we-  

n igs t ens  e i ne r  Methylgruppe zur  u n t e r s c h i e d l i c h e n  

Giemsa-F~i rbung  yon E u -  und H e t e r o c h r o m a t i n  e r f o r -  

de r l i ch  i s t .  Eos in  Y e rwie s  s ich  a ls  n i c h t w i r k s a m e r  

Bes tandte i l  der  G i e m s a - L b s u n g ,  da es ke ine  Bindung 

mit  DNA einzugehen v e r m a g .  

2 . 2 .  G i e m s a - T e c h n i k e n  bei t i e r i s c h e n  und pf lanz l ichen  

Objekten 

F i i r  S i u g e r - C h r o m o s o m e n  konnten zah l re i che  G i e m s a -  

Techniken entwickel t  werden ,  die e ine  d i f fe ren t i e l l e  

F~irbung yon c e n t r o m e r i s c h e m  ( P a r d u e u n d  Gall 1970 ; 

Ar r igh i  und Hsu 1971a; Chen und Ruddle 1971 ; Sumner  

1972; M e r r i c k  et a l .  1973; F i s k e s j 6  1974a) und i n t e r -  

k a l a r e m  H e t e r o c h r o m a t i n  (Evans  et a l .  1971; Schnedl 

1971; Shi ra i sh i  und Yosida 1972; Seabr ight  1972; Han-  

s e n - M e l a n d e r  et a l .  1974) e r m b g l i c h e n .  

Bei den m e i s t e n  C-Banden-Techn iken  werden  luft-  

t rockene  Pr~iparate  fiir kurze  Zei t  mi t  Alkali  behan-  

de l t .  Nach dem Entw~issern in Alkohol wi rd  in SSC bei  

60 bis  65 0 C inkub ie r t  und anschl ieBend mit gepuf fe r te r  

G i e msa - Lbsung  gefi i rbt .  Es  s ind abe r  auch C - B a n d e n -  

Techniken bekannt ,  die ke ine  Alka l i -Behand lung  be in -  

ha l ten  (McKenzie  und Lubs 1973 ; McKay 1973 ; M e r r i c k  

et a l .  1973).  

Kato und Moriwaki  (1972) konnten  nach der  Behand-  

lung mit  den v e r s c h i e d e n s t e n  Agenz ien  (o rgan i sche  

und ano rgan i sche  Sa lze ,  Pu f f e r ,  Basen ,  P r o t e i n - D e n a -  
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t u r i e r u n g s m i t t e l ,  Che la tb i ldne r ,  De t e rgenz i en )  G - B a n -  

den beobachten. Die Vorbehandlungen sind jedoch wie 

McKay (1973) und Yunis  und Sanchez (1973) ze igen  

konnten ,  zu r  u n t e r s c h i e d l i c h e n  Giemsa-F~ i rbung  yon 

Eu -  und H e t e r o c h r o m a t i n  nicht  unbedingt  e r f o r d e r l i c h .  

Vosa und Marchi  (1972) und Na t a r a j an  und N a t a r a -  

jan (1972) b e s c h r e i b e n  e r s t m a l s  die  bevorzug te  G i e m -  

sa-F~i rbung yon p f lanz l i chem H e t e r o c h r o m a t i n .  Es  folg-  

ten  we i t e r e  A r b e i t e n  yon v e r s c h i e d e n e n  Autoren  an un -  

t e r s c h i e d l i c h e n  Objekten (Schweizer  1973; Stack und 

Cla rke  1973a, 1973b; Takehisa  und Utsumi 1973; DSbel 

et a l .  1973; S a r m a  u n d N a t a r a j a n  1973; M e r k e r  1973 ; 

Marks  und Sehweizer  1974 ; Marks  1974; F i l i o n  1974 ; 

F i s k e s j 5  1974b; Stack 1974 ; M e r r i t t  und Burns  1974 ; 

W e i m a r c k  1974; Gil l  und K i m b e r  1974a; 1974b; Vosa 

1974 ; V e r m a  und Bees 1974 ; E1-Gadi und Elkington 

1975 ; Darvey  und Gus ta fson  1975 ; Hadlaczky und Belea  

1975 ; Singh und Lelley 1975 ; W e i m a r c k  1975).  

Zwischen  den G i e m s a - T e c h n i k e n  bei  P f l anzen  und 

T ie r en  bes t ehen  nu r  geringffigige Un te r sch i ede .  Nach 

der  Behandlung mi t  e inem e - m i t o t i s c h e n  Agens  (Co l -  

eh ic in ,  c~-Monobromnaphthal in ,  8 -Hydroxyqu ino l in ,  

E i s w a s s e r )  und dem F i x i e r e n  ( A l k o h o l / E i s e s s i g )  

folgt in den m e i s t e n  F~illen die Hydro lyse  in Salzs~iure.  

Besonde re  Schwier igke i ten  t r e t en  bei de r  M a c e r i e r u n g  

und P r e p a r a t i o n  yon p f lanz l i chem Gewebe auf ,  da die 

pek t in -  und ce l lu loseha l t i gen  Zel lw~nde die E i n w i r k u n g s -  

mSgl ichkei t  de r  v e r s c h i e d e n e n  Agenzien  h e r a b s e t z e n .  

In v i e l en  F~illen is t  es e r f o r d e r l i c h ,  die Zellw~inde 

durch gee ignete  e n z y m a t i s c h e  Behandlung ( P e k t i n a s e ,  

C e l l u l a s e ,  Cytase)  abzubauen .  Anschlief~end werden  

die i s o l i e r t e n  m e r i s t e m a t i s c h e n  Ze l l en  in 45 g iger  E s -  

sigs~iure geque tsch t ,  wobei zu beachten  i s t ,  dab die 

C h r o m o s o m e n  gentigend ausgeb re i t e t  und dennoch nicht  

aus dem M e t a p h a s e - V e r b a n d  he rausge l6 s t  we rden .  

Naeh dem AblSsen tier Deckg l~se r  (Troekene i smethode)  

und dem E n t w ~ s s e r n  in Alkohol werden  die Pr~iparate  

an der  Luft ge t roeknet  und anschl ieBend mit  v e r s c h i e -  

denen Agenz ien  (NaOH, Ba(OH) 2,  Harns to f f ,  Ribonu-  

k l ea se ,  T r i c h l o r e s s i g s ~ u r e )  vo rbehande l t .  Danach wird  

in gee igne ten  P u f f e r g e m i s c h e n  (SSC, M c I l v a i n e - P u f f e r ,  

SS rensen -Phospha tpu f f e r )  inkub ie r t  und ansehl ieBend 

mit  gepuf fe r t e r  G i e m s a - L 6 s u n g  gef~irbt. 

2 . 3 .  Hypothesen fiber den M e c h a n i s m u s  de r  unter~ 

sch ied l i ehen  Giemsa -F~ i rbung  yon Eu -  u n d H e t e r o c h r o -  

ma t in  

Die m o l e k u l a r e  Grund lage  de r  u n t e r s e h i e d l i e h e n  G i e m -  

sa-F~i rbung von Eu -  und H e t e r o c h r o m a t i n  is t  wei tge-  

hend unbekannt. Zur Zeit werden folgende Hypothesen 
d i sku t i e r t  : 

D e n a t u r i e r u n g  und spez i f i sche  R e n a t u r i e r u n g  yon 

r epe t i t i ven  DNA-Sequenzen 

Du tch  H y b r i d i s i e r u n g  mit  m a r k i e r t e r  Nukle ins~u-  

r e  gelang es P a r d u e  und Gall  (1970) ,  in den C-Banden  

der  Maus die Sa te l l i ten-DNA zu l o k a l i s i e r e n ,  die s ich 

durch e inen  b e s o n d e r s  hohen Gehalt  an r epe t i t i ven  

DNA-Sequenzen ausze i chne t .  B r i t t en  und Kohne (1968) 

konnten  ze igen ,  dab d iese  Sa te l l i t en-DNA un te r  gee ig -  

ne ten  Bedingungen s c h n e l l e r  r e n a t u r i e r t  a ls  die f ibr i -  

ge DNA. Auch fiir a n d e r e  h e t e r o c h r o m a t i s c h e  Chro -  

m o s o m e n a b s c h n i t t e  konnte  e in  hoher  Antei l  an r e p e t i -  

t iven  DNA-Sequenzen nachgewiesen  w e r de n .  V e r s o h i e -  

dene Autoren  (Ar r igh i  und Hsu 1971a, 1971b; Schnedl 

1971 ; Evans  et a l .  1971 ) v e r t r e t e n  d i e A u f f a s s u n g ,  dab 

D e n a t u r i e r u n g  und spez i f i sche  R e n a t u r i e r u n g  yon r e -  

pe t i t iven  DNA-Sequenzen die un t e r sch i ed l i che  G i e m -  

sa-F~irbung yon Eu -  und H e t e r o c h r o m a t i n  h e r v o r r u -  

fen .  Diese  Hypothese  se tz t  v o r a u s ,  dab die F a r b s t o f f -  

komponenten  de r  G iemsa -LSsung  eine b e s o n d e r e  Affi-  

ni tgt  gegenfiber  r e n a t u r i e r t e r  Doppe ls t rang-DNA auf-  

we i sen .  

Comings  et a l .  (1973) konnten ze igen ,  dab die DNA 

in c e n t r o m e r i s c h e m  H e t e r o c h r o m a t i n  in e i n e r  kf i rze-  

r en  Zei t  (20 s)  r e n a t u r i e r t  a ls  die DNA in den Chro-  

m o s o m e n a r m e n  (3 bis  5 m i n ) .  We i t e rh in  konnte j e -  

doeh fiir na t ive ,  d e n a t u r i e r t e  und r e n a t u r i e r t e  DNA so -  

wohl i n t ens ive  a ls  auch schwache Giemsa-F~ i rbung  naeh-  

gewiesen  werden .  

Cul l i s  und Schweizer  (1974) u n t e r s u e h t e n  denDNA-  

Gehalt  yon v e r s e h i e d e n e n  Anemone-Arten und v e r g l i -  

chert ihn mi t  dem Gehalt  an r epe t i t i ven  DNA-Sequenzen 

und de r  Menge an G i e m s a - p o s i t i v e m  H e t e r o c h r o m a t i n .  

Es  zeigte  s i ch ,  dab de r  Gehal t  an r epe t i t i ven  DNA-Se-  

quenzen  (zwischen  53 und 67 P r o z e n t )  weder  mi t  dem 

DNA-Gehal t  pro  Ze l l e  noch mit  der  Anzahl  und GrSBe 

tier G i e m s a - B a n d e n  k o r r e l i e r t  i s t .  

We i t e r e  Einw~inde gegen d iese  Hypothese e rgaben  

s ich durch  A r b e i t e n  fiber die u n t e r s c h i e d l i c h e  F~irbung 

yon Doppe l s t r ang -  und E i n z e l s t r a n g - D N A  mit  A c r i d i n -  

o r a n g e .  Stocker t  und Lisant i  (1972) konnten mit  zu-  

n e h m e n d e r  R e n a t u r i e r u n g s d a u e r  ke ine  adequate  Zu -  

nahme in der  Anzahl  und GrSBe der  G i e m s a - B a n d e n  

f e s t s t e l l e n .  Auch bewirkt  die Nachf ix ierung mit  F o r m -  

aldehyd den Ver lus t  tier d i f f e ren t i e l l en  G i e m s a - F ~ i r -  

bung,  obwohl we i t e rh in  De-  und R e n a t u r i e r u n g s v o r -  
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g~inge beobachtet  werden  konnten .  Diese  Beobachtun-  

gen ze igen ,  dab De-  und R e n a t u r i e r u n g s v o r g ~ n g e ,  

wenn i iberhaupt ,  nu r  e inen  ge r ingen  EinfluB auf die 

spez i f i sche  G i e m s a - F ~ r b u n g  yon h e t e r o c h r o m a t i s c h e n  

C h r o m o s o m e n s e g m e n t e n  aus i iben.  

Selektive Extraktion yon 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 yon DNA beobachten (insgesamt bis zu 81 Prozent). 

Biochemische und elektronenmikroskopische Befunde 

zeigen, dal~ diese DNA vorwiegend aus den Chromoso- 

menarmen extrahiert wird, w~hrend die centromeri- 

sche DNA weitgehend gegen Extraktion geschfitzt ist. 

Im Gegensatz dazu wird bei den meisten G-Banden- 

Techniken weniger als 9 Prozent der chromosomalen 

DNA extrahiert. Gegen die selektive Extraktion yon 

DNA als Ursache der unterschiedlichen Giemsa-F~r- 

bung yon 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-F~rbung unterscheiden, was auf den EinfluB 

yon bestimmten Proteinen bei der differentiellen Giem- 

sa-F~rbung hinweist. Nach Comings et al. (1973) han- 

delt es sich dabei vorwiegend um Nicht-Histon-Prote- 

ine, da die Histone bei der S~iurefixierung und Hydro- 

lyse weitgehend entfernt werden. Weiterhin gibt es 

Hinweise dafiir, dab sowohl quantitative als auch quali- 

tative Unterschiede in der Zusammensetzung der 

Nieht-Histon-Proteine im Eu- und Heterochromatin 

bestehen (Frenster 1969; Comings et al. 1973). Durch 

den bei verschiedenen Behandlungen beobachteten Ent- 

zug yon bivalenten Kationen, wie Ca 2+ und Mg 2+, kbnn- 

ten diese Proteine im Eu- und Heterochromatin in un- 

terschiedlicher Art und Weise sterisch ver~ndert wer- 

den. Dadurch kSnnte es zu lokalen Anderungen in der 

Anordnung der Chromatinfibrillen und damit zur Aus- 

bildung yon Chromosomen-Banden kommen. 

B. F r i e b e :  Spezif ische Giemsa-F~i rbung  

C a s p e r s s o n  et a l .  (1969) beobachte ten  nach der  

F~irbung mit  F l u o r o c h r o m e n  e ine  s t a rke  U V - F l u o r e s -  

zenz in A / T - r e i c h e n  DNA-Sequenzen ,  w~ihrend in DNA- 

Sequenzen mit  hohem G / C - G e h a l t  e ine  v e r m i n d e r t e  

U V - F l u o r e s z e n z  f e s tges te l l t  werden  konnte .  Die A r -  

be i t en  yon Comings  et a l .  (1975b) zeigen jedoch,  dab 

auch die F l u o r e s z e n z - B a n d e n  eher  durch  spez i f i sche  

D N A - P r o t e i n - W e c h s e l w i r k u n g e n  oder  durch  U n t e r s c h i e -  

de im DNA-Gehalt  a ls  durch  Un te r sch iede  in der  Ba-  

s e n z u s a m m e n s e t z u n g  der  DNA h e r v o r g e r u f e n  werden .  

Unterschiedlicher Kondensationsgrad der Chromatin- 

fibrillen 

Durch Phasenkontrast- und UV-Mikroskopie gelang es 

McKay (i973) und Marks (i974), ohne Vorbehandlung 

und F~rbung Chromosomen-Banden nachzuweisen, die 

weitgehend mit den Giemsa-Banden identisch sind. 

Nach McKay (1973) sind die Giemsa-Banden Aus- 

druck einer unterschiedlichen Kondensation yon Eu- 

und Heterochromatin in vivo. Die zwischen den ein- 

zelnen Banden-Techniken beobachteten Unterschiede 

im Bandenmuster lieBen sich dann durch den modifi- 

zierenden Effekt der Vorbehandlungen auf den Konden- 

sationsgrad der Chromatinfibrillen in situ erkl~iren. 

Dabei k6nnten 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 Pachyt~in-Chromo- 

somen zu der Auffassung, dab die st~rkere Konden- 

sation yon eentromerischem und interkalarem Hetero- 

chromatin als Ursache der differentiellen Giemsa- 

F~rbung anzusehen ist. 

Eine weitere Best~itigung findet diese Hypothese 

durch die Arbeiten yon Merritt und Burns ( 1974 ), die 

den EinfluB von verschiedenen c-mitotischen Agenzien 

auf die differentielle Giemsa-F~irbung bei Nicotiana 

analysierten. Sie beobachteten zwar einen steigernden 

Effekt dieser Agenzien auf die unterschiedliche Kon- 

densation yon Eu- und Heterochromatin, konnten aber 

auch in unbehandelten Pr~iparaten 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  zu r  d i f f e r e n t i e l l e n  G i e m s a - F i r b u n g  

3 . 1 .  M a t e r i a l  und Methoden 

Vicia faba: V e r s c h i e d e n e  Au to ren  (Vosa  und March i  
1972 ; S c h w e i z e r  1973 ; Takeh isa  und Utsumi  1973 ; D6-  
bel  et a l .  1973) un t e r such ten  das G i e m s a - B a n d e n m u -  
s t e r  bei Vicia faba. Beim V e r g l e i c h  d e r  v e r s c h i e d e n e n  
Methoden ze ig t e  s i ch  jedoch ,  dab die  beobach te t en  Ban-  
den nur  e ine  g e r i n g e  R e p r o d u z i e r b a r k e i t  au fwiesen .  
Die  b e s t e n  E r g e b n i s s e  konnten mi t  d e r  in  e in igen Punk-  
ten abge~nder ten  Methode von S c h w e i z e r  e r z i e l t  w e r -  
den:  

1. Samen yon Vicia faba( ' A c k e r p e r l e  ' ,  E r n t e  1975) 
auf f euch tem P e r l i t  anke imen  

2. nach ffinf Tagen P r i m ~ r w u r z e l n  abschne iden  und 
ffir zwei  Stunden mi t  e i n e r  0 ,05 %igen Co lch i c in -  
LSsung behandeln  

3. 3 h f i x i e r e n  in : ~ t h a n o l / E i s e s s i g  (3 : 1) 
4. 15 - 20h in 96 %igen ~ thanol  
5. 5 min  H y d r o l y s e  in 0, 2 N HC1 bei 60 ~ 
6. 4 h in 10 ~ ige r  Pek t ina se -LSsung  bei  37 o C 
7. 1 bis  3 h in 45 %iger Ess igs~iure  
8. que t schen  in 45 %iger E s s i g s ~ u r e  
9. Deckg la s  ab sp rengen  ( T r o c k e n e i s m e t h o d e )  

1 0 .  5 min  in 45 % igen :~thanol 
11. 5 min  in 96 %igen 2{thanol 
12. lu f t t rocknen  ( c a .  72h)  
13. I h inkub ie ren  in M c I l v a i n e - P u f f e r  pH 7 ,2  bei  

65oC 
14. 3 mal  3 min  waschen  in aq.  de s t .  
15. 5 min  in 45 %igen )kthanol 
16. 5 min  in 96 % igen ~ thanol  
17. lu f t t rocknen  ( ca .  24h)  
18. 10 bis  15 min  f~irben in 2 %iger G i e m s a - L S s u n g  

( M e r c k  Ar t  9204 verdfinnt  mit  S S r e n s e n - P h o s -  
pha tpuf fe r  pH 7 ,2 )  

19. 1 min  waschen  in aq.  de s t .  
20. lu f t t rocknen  ( c a .  l h )  
21. d i f f e r e n z i e r e n  in Xylol  ( c a .  12h) 
22. lu f t t rocknen  ( ca .  l h )  
23. e inbe t ten  in Eupa ra l  

M c I l v a i n e - P u f f e r  pH 7 ,2  : 2 ,75 g Z i t r onens~ iu r e -m ono-  
hydra t  + 6 2 , 2 5 g  Na~HP04 • 12 H 2 0 / L  aq .  de s t .  
S b r e n s e n - P h o s p h a t p u f f e r  pH 7,2 : 8 ,62 g Na~ HPO4 x 
2 H=O + 2 , 4 9 g  KH2PO4/L aq .  des t .  

Allium cepa: Zwiebeln  von A~lium cepa wurden auf 
f euch tem P e r l i t  a n g e k e i m t .  Nach f~inf bis  acht Tagen 
wurden  die  W u r z e l n  abgesehn i t t en  und fiir  zwei  Stunden 
mi t  e i n e r  0 ,05 %igen Colch ic in -L6sung  behande l t .  Die  
Wei t e rbehand lung  e r fo lg t e  naeh d e r  yon Singh und Lel -  
l ey  (1975) m e d i f i z i e r t e n  Technik yon Gil l  und K i m b e r  
(1974a) ,  die  s ich  durch r e l a t i v e  E infachhe i t  a u s z e i c h -  
net und gut r e p r o d u z i e r b a r e  E r g e b n i s s e  l i e f e r t ,  und 
nach d e r  bei  Vicia faba b e s c h r i e b e n e  Methode .  

Paeonia tenuifolia: Zur  Ana lyse  de r  d i f f e r e n t i e l l e n  
G iemsa -F~ i rbung  in den m e i o t i s c h e n  C h r o m o s o m e n v o n  
Paeoniatenuifolia wurden die  P o l l e n m u t t e r z e l l e n  aus 
den An the ren  p r~ ipa r i e r t .  Die  F~rbung  e r f o l g t e  nach 
de r  Methode yon Singh und Lel ley  (1975) ,  mit  de r  die  
b e s t e n  E r g e b n i s s e  e r z i e l t  we rden  konnten.  

3 . 2 .  E r g e b n i s s e  und Di skuss ion  

vicia faba: Vicia faba bes i t z t  Kinf a k r o c e n t r i s c h e  C h r o -  

m o s o m e n p a a r e  und ein m e t a e e n t r i s c h e s  C h r o m o s o m e n -  

p a a r ,  das  den N u k l e o i u s - O r g a n i s a t o r  enth~ilt. In a l l en  

C h r o m o s o m e n  konnten c h a r a k t e r i s t i s c h e  G i e m s a - B a n -  

den beobach te t  w e r d e n .  Die  m i t o t i s c h e n  M e t a p h a s e -  

Chromosomen lassen sich auf Grund des Giemsa-Ban- 

denmusters in vier Gruppen einteilen (Abb. la u. b) : 

I. das Satellitenchromosomenpaar mit fiinf scharf 

voneinander abgegrenzten Banden: eine im centrome- 

rischen Chromatin, zwei im Sat-Chromosomenarm in 

der N~ihe des Centromers, eine im Bereich des Nukleo- 

lus-Organisators und eine im anderen Chromosomen- 

arm in der Nihe 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~irbung beobachtet wer- 

den, deren Zahl mit zunehmendem Kondensationsgrad 

der Chromosomen abnimmt. Die Interphase-Kerne ent- 

halten stark gef~irbte Chromocentren yon unterschied- 

licher Anzahl und Gr6Be (Abb.4a). 

Nach einer geringfiigigen Anderung der oben be- 

schriebenen Technik (bei Punkt 10., II., 15. und 16. 

start 5 min nur 2 min entw~ssern in Alkohol und Redu- 

zierung der F~irbedauer auf 8 bis I0 rain) weisen vor- 

wiegend die Centromere und das mit dem Nukleolus- 

Organisator assoziierte Chromatindes Satelliten-Chro- 

mosoms eine intensive Giemsa-F~irbung auf (Abb. Ic). 

Die beobachteten Chromosomenabschnitte mit star- 

ker Giemsa-F~irbung sind weitgehend mit den von an- 

deren Autoren beschriebenen Giemsa-Banden identisch. 

Keine der bisher bekannten Giemsa-Techniken erm6g- 

l icht  jedoch den Nachweis  a l l e r  bei  Vicia faba beobach -  

t e ten  G i e m s a - B a n d e n .  Die U n t e r s c h i e d e  zwischen  den 

v e r s c h i e d e n e n  Methoden t r e t e n  b e s o n d e r s  bei  de r  d i f -  

f e r e n t i e l l e n  G i e m s a - F i r b u n g  im B e r e i c h  des  Nuk leo lus -  

O r g a n i s a t o r s  und im c e n t r o m e r i s c h e n  C h r o m a t i n  

h e r v o r .  So konnte in D b e r e i n s t i m m u n g  mi t  Vosa  und 

March i  (1972) ,  Takehisa  und Utsumi  (1973) sowie  

Dbbel et a l .  (1973) im B e r e i c h  des  N u k l e o l u s - O r g a n i -  

s a t o r s  e ine  s t a r k e  Bande beobachte t  w e r d e n ,  w~hrend 

S c h w e i z e r  (1973) in d i e s e m  C h r o m o s o m e n s e g m e n t  

ke ine  in t ens ive  Giemsa-F~i rbung  f e s t s t e l l e n  konnte .  

S c h w e i z e r  und Dbbel et a l .  konnten im c e n t r o m e r i s c h e n  

C h r o m a t i n  yon Vicia faba keine  G i e m s a - B a n d e n  loka-  

l i s i e r e n .  Nach d e r  oben b e s c h r i e b e n e n  Technik we i sen  

jedoch auch d ie  C e n t r o m e r e  e ine  i n t ens ive  G i e m s a -  

F~rbung  auf .  Auch die  Methode yon Takehisa  und Ut-  
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Abb.l. Vi'icia faba; a )  Karyotyp mit C-Banden; b )  mitotische Metaphase 
mit G-Banden; c )  mitotische Metaphase mit C-Banden 

sumi gestattet u. a. eine spezifische Giemsa-Farbung 

von centromerischem Chromatin. 

Die meisten Ciemsa-Banaen entsprechen den von 

Heitz ( 1935) bei Vicia faba beschriebenen heterochro- 

matischen Chromosomensegmenten. Autoradiographi- 

sche Untersuchungen (Evans 1964 ; Lima-de-Faria 1969) 

zeigen, da13 Chromosomenabschnitte mit intensiver 

Giemsa-Farbung auch eine spate DNA-Replikat ion und 

nach de r  Farbung mit Fluorochromen eine charakteri-  

st ische UV-Fluoreszenz aufweisen ( Caspersson e t  a1 . 
1969; Vosa 1970). 

Trotz zahlreicher Versuche konnten in den meioti- 

schen Chromosomen von Vicia faba keine Giemsa-Ban- 

denbeobachtet werden. Die unterschiedliche Giemsa- 

Farbung von heterochromatischen Chromosomenseg- 

menten in d e r  Mitosis und Meiosis von Vicia faba deutet 

auf eine besondere Struktur des  Heterochromatins bei 

d ieser  Art hin. 

A Z l i w n  cepa: Nach Anwendung d e r  Methode von Singh 

und Lelley ( 1975 ) konnten ausschlieRlich in den termina- 

len ~ h r o m o s o m e n s e ~ m e n t e n  d e r  acht metacentrischen 

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

weniger s tarke  Giemsa-Banden beobachtet werden ( Abb. 

2a) .  Eine intensive Giemsa-Farbung weisen auch die 

Chromocentren in den Interphase-Kernen auf ( ~ b b .  4b). 

Auch nach de r  bei v i d a  faba beschriebenen Metho- 

de konnten zunachst nur in den terminalen Chromoso- 

menabschnitten Giemsa-Banden beobachtet werden. 

Nach d e r  Modifizierung dieser  Technik (5. 5 min Hydro- 

lyse in 0 , 1  N HC1 bei 60° C ;  6. keine Pektinase-Be- 

handlung; 10. , 11. , 15. und 16. 2 min entwassern in 

96 % igen ~ t h a n o l ;  12. ca.  14 Tage lufttrocknen; 18. 10 

min farben in 2 %iger ~ iemsa-Losung)  zeigen jedoch Abb.3. Paeonia tenuifo~ia ; a )  meiotische Metaphase 
neben den telornerischen Chromosomenabschnitten auch I ; b )  meiotische Amphase I ; c )  mitotische Anaphase 

Abb.4. Interphase-Kerne mit Chromocentren; a )  Vi'ida faba ; b)  AZZiwn cepa ; c )  Paeonia tenuifoZia 
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die C e n t r o m e r e  e ine  in t ens ive  Giemsa-F~i rbung  (Abb.  

2b) .  We i t e rh in  konnte in e in igen  F~ l l en  auch im Be-  

re ich  des N u k l e o l u s - O r g a n i s a t o r s  e ine  s c h w a c h e G i e m -  

s a - B a n d e  beobachtet  we rden .  

Die beobachte ten  C h r o m o s o m e n s e g m e n t e  mit  diffe-  

r e n t i e l l e r  Giemsa-F~i rbung  ze igen  eine g rebe  t Jbe re in -  

s t i m m u n g  mit  den yon Stack und Clarke  (1973a, 1973b),  

Stack (1974) ,  F i s k e s j 5  (1974b) und E1-Gadi und E1- 

kington (1975) b e s c h r i e b e n e n  G i e m s a - B a n d e n .  Die von 

G r e i l h u b e r  (1974) entwickel te  K a r m i n - B a n d e n - T e c h -  

nik und die F~rbung  mit  F l u o r o c h r o m e n  (Vosa 1970) 

e rmSgl ich t  n u t  die spez i f i sche  F~irbung der  t e r m i n a -  

len  C h r o m o s o m e n a b s c h n i t t e .  Dagegen konnten mit  

Hilfe yon au to rad iograph i schen  Methoden sowohl in 

t e l o m e r i s c h e m  als  auch in c e n t r o m e r i s c h e m  C h r o m a -  

t in  sp~it r e p l i z i e r e n d e  DNA-Sequenzen nachgewiesen  

werden .  

Paeonia tenui fo l ia :  Paeonia tenui f o l ia  bes i t z t  fiinf 

C h r o m o s e m e n p a a r e .  Sowohl in den me io t i s chen  (Abb.  

3a und 3b) als  auch in den mi to t i s chen  C h r o m o s o m e n  

(Abb.  3c) we isen  die C e n t r o m e r e  eine in t ens ive  G i e m -  

sa-F~irbung auf.  Neben d ie sen  c e n t r o m e r i s c h e n  Ban-  

den zeigen zwei C h r o m o s o m e n p a a r e  e ine  t e r m i n a l e  

Bande in e inem C h r o m o s o m e n a r m .  Auch bet Paeonia 

t enu i fo l ia  konnten in den I n t e r p h a s e - K e r n e n  s t a rk  ge-  

f~rbte  C h r o m o c e n t r e n  beobachtet  werden  (Abb.  4c ) .  

D anksagung. 

Frau Prof~ Dr. G. Linnert danke ich fiir die tiberlas- 
sung des Themas und die freundliche Unterstiitzung 
der Arbeit; fiir die freundliche Beratung hinsicht- 
itch methodischer Fragen bin ich den Herren Dr. R. 
J. Singh und Dr. T. Lelley zu groBem Dank verpflich- 
t e t .  
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