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Einleitung 6

1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeines Uber Polytanchromosomen

Polytanchromosomen lassen sich als ungewdhrich grolRe Interphase-Chromosomen mit hohem
DNA-Gehalt und spezidlen strukturelen Eigenschaften definieren. Im deutschen Sprachraum
wurden sie allein aufgrund ihrer immensen Grof3e im Vergleich zu Metaphasechromosomen als
» Riesenchromosomen” bezeichnet. Dieser Name spiegelt aber nur einen Aspekt ihrer besonderen
Merkmale wider.

Allen Polytéanchromosomen gemeinsam ist, da3 sie aus viden benachbart liegenden
Chromatinstréngen (Chromatiden) bestehen. Ihre groRe Zahl entsteht, ausgehend von enem
Chromatinstrang, durch wiederhdte Verdopplungen, ohre da3 sich de neu entstandenen
anschlielend von @n vaherigen Chromatiden trennen. Liegen de Chromatiden dcht
nebeneinander, so bilden sie én kompakies BUndd. Im Fal der sog ,klassschen®
Polytanchromosomen sind de Chromatiden besonders genau ausgerichtet und ihre dicht und
exakt nebeneinander liegenden Chromomeren (Verdichtungen von Chromatin) bilden en
Querbandenmuster. Diese Banderungist im Lichtmikroskop bereits ohre Farbung erkennbar. Bel
hoherer VergroRerung im Elektronenmikroskop lassen sich de helen bzw. dunklen Banden des
Querbandenmusters als locker strukturierte bzw. kompakte Bereiche von Chromatin auflosen.
Die hellen Banden werden bei Polytanchromosomen der Dipteren als ,Interbanden® bezeichnet.

1.2 ,Klassische" Polytanchromosomen

1.2.1 Dipteren

Die bekanntesten Vertreter der klasdschen Polytanchromosomen stammen aus Speicheldriisen der
Larven einiger Chironamiden (Zuckmicken) und von Drosophila (Obst-/Taufliege). Zwar
kommen Polytanchromosomen auch in Zdlen der Malpighi-Gefélle, Borstenbildungszellen und
Trophozyten deser Dipteren var, aber die Chromosomen in den Speicheldriisen weisen eine sehr
hore Zahl von Chromatiden auf (beide Homologen zusammen: 2048 hei Drosophila
melanogaster, 16384 e Chironamus tentans). Dadurch erreichen sie éne beachtliche Dicke von
15um bei Ch. plumosus und immerhin 2,8 - 4,0 um bei D. melanogaster. Dies erlaubt es, ihre
chromosomenspezifische Banderung bereits im Lichtmikroskop zu untersuchen. Ferner wurde
bereits shr frih begonren, genetische Merkmale der zahlreichen Mutanten von Drosophila zu
kartieren und dese genetische Information mit den cytologisch sichtbaren Merkmalen auf den
Chromosomen zu korrelieren. Damit ist auch verstéandich, dai? die Speichedriisenchromosomen
von Drosophla und Chironamus zu den bestuntersuchten Objekten in der cytogenetischen
Forschung zahle(Ubersicht bei Sorsa 1988)
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Obgleich gebénderte Polytdnchromosomen erstmals 1881 von Balbiani in Speichedriisen der
Larven von Chironamus plumosus entdeckt wurden, ist ihr Vorkommen nicht auf diese
Insektengruppe beschrénkt. Z&hlt man aul¥er den Klassschen Polytanchromosomen auch de ohre
Querstrukturierung rnzu, kommen sie in fast allen Organismen-Gruppen, vom Einzdler, Gber
Blutenpflanzen, anderen Insekten, bis hin zu Saugetieren var (Nagl 1978 Ubersichten bei
Zhimulev 1996)

Obwoh das Bandenmuster bereits bei der Erstbeschreibung als charakteristisches Merkmal
auffid, begannen de cytogenetischen Untersuchungen erst, als Kostoff (1930 den drekten
Zusammenhang zwischen Bandenmuster und der linearen Anordnung dr Gene entdeckte. Bis zu
diesem Zeitpunkt kannte man rur genetische Kopplungs-Karten und aientierte sich an den
permanten Puffs (nach ihrem Entdecker ,, Balbiani-Ringe" genannt) sowie an den in bestimniten
Stadien auftretenden tempordren Puffs. Nach Kostoffs Entdeckung wurden de Bandenmuster
auch zur Kartierung und Charakterisierung der Polytanchromosomen herangezogen (Painter
1933. Zdtgleich kamen Painter (1933 sowie Heitz und Bauer (1933 zu der fundamentalen
Erkenntnis, dal’ die Polytanchromosomen richt aus einer einzigen, sondern aus vielen hamologen
Chromatiden zusammengesetzt sind, die Seite an Seite beieinander liegen. Zwel Jahre spater
stellte Bridges eine wetere komplette Karte mit einem Referenzsystem zur ldentifizierung cer
Banden fir Drosophila melanogaster auf (Bridges 1935. Er telte die
Speichddriisenchromosomen in insgesamt 102 Abschritte mit sechs Unterabschritten A-F auf.
Dieses System wurde auch zur Kartierung der Polytanchromosomen anderer Dipteren verwendet.
Vierzig Jahre spéter stellte Lefevre ene Karte zur enfacheren Orientierung und Interpretation
vor, die nicht mehr aus Kamera-L ucida-Zeichnungen bestand, sondern sich aus viden einzelnen
lichtmikroskopischen Fotos zusammensetzte (Lefevre 1976. Man kennt heute auf den vier
Polytanchromosomen von Drosophila (ohre X und Y) insgesamt ca. 5000 Banden, die
auschliedich in den euchromatischen Bereichen vakommen. Charakteristisch fur die
Polytanchromosomen aller Dipteren ist, dald die beiden hamnologen Chromosomen gepaat sind
und sie daher im cytologischen Préparat in der haploiden Anzahl auftreten. Als wetere
Besonderheit be verschiedenen Arten vonDrosophila (z. B. D. melanogaster, D. virili s) kommt
hinzu, dal3 die vier polyténen Chromosomenpaae mit ihrem centromerischen Heterochromatin
(,Chromocentrum*“) zusammenhang@rbersicht bei Sorsa 1988)

1.2.2 Ciliaten

Cili aten besitzen zwel Typen von Kernen (Kern-Dualismus). Der Mikronukleus ist meist sehr
klein, weist in der Regd nur den dploiden DNA-Gehalt auf und synthetisiert kaum RNA. Der
Makronukleus ist deutlich grofer, hat mehr DNA als der Mikronukleus und versorgt die Zdle
wahrend der vegetativen Periode mit RNA.

Im Laufe der komplexen Ablaufe der sexudlen Reproduktion werden sog. Makronukleus-
Anlagen gebil det, aus denen am Ende wieder ein neuer Makronukleus ensteht. Bei verschiedenen
Gattungen wie z. B. Stylonychia, Euplotes und Oxytricha kommen darin fir eine begrenzte Zeit
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ahnlich gebénderte Polytanchromosomen var wie be Dipteren (Balbiani 1890. Allerdings
bleiben sie bel Ciliaten nicht erhalten, sondern zerfallen bald wieder in Keine Segmente, von
denen anschliefend 90% diminiert werden (Ammermann 1971). Die ldentifizierung oer
zahlreichen Polytanchromosomen gestaltet sich bis heute als aulerst schwierig, da sie die
Tendenz haben, sich hintereinander zu héngen und sog. ,assembled chromosomes’ zu hilden
(Zhimulev 1996. Die Gesamtlange kann dabei beachtli che Werte annehmen: 8750- 9140um bel
Euplotes aediculatus im Vergleich zu 765um bel Drosophila melanogaster (Ammermann 1971,
Hochstrasser und Sedat 1987)

1.3 Polytanchromosomen bei Pflanzen

Die esten Beschreibungen von polytanen Chromosomenstrukturen bel Pflanzen stammen wie die
der Dipteren aus dem ausgehenden neunzehnten Jahrhundert. Strasburger (1887 entdeckte sieim
Embryosack von Fritill aria imperialis und Osterwalder (1898 in den Antipoden von Aconitum.
Osterwalder erkannte als erster die Ahnlichkeit mit den von Balbiani beschrigbenen Strukturen
aus den Speicheldriisen von Chironamus, und auch anderen Autoren fiel eine Ubereinstimmung
auf (Hertwig 1906. Esfolgten nach weitere Beschreibungen vonahnlich gebauten Chromosomen
(z. B. Geitler 1953. Auch de beiden Cytogenetikerinnen Tschmermak-Woess und Hasitschka
beobachteten , eigenartige band- bis wurstférmig, gewundene Gebildeg® in den Kernen der
I ntegumentepidermis von Melandrium viscosum und in den Trichomen an den Staubb&ttern von
Bryonia (Tschermak-Woess und Hasitschka 1954). Die Autorinnen waren sich zunéchst
unsicher, ob diese Gebilde mit den somatisch gepaaten Riesenchromosomen der Dipteren
vergleichbar seien. Erst nachdem sie dhnliche Strukturen an den bereits von Osterwalder
untersuchten , Riesenkernen® der Antipodenzellen von Aconitum (Tschermak-Woess 1956
wiederentdeckten und dhnliche Chromosomen auch bei Papaver rhoeas (Hasitschka 1956
fanden, wuchs die Gewif3heit. So schreibt Tschermak-Woess ,, ... kann woh kein Zweife iber
die Deutung der pflanzlichen 'Riesenchromosomen’ bestehen: auch dese sind richts anderes als
Bindd von Chromonemen, die im Zuge der endamitotischen Polyploidisierung aus einem
Ausgangschromosom  hervorgehen“  (Tschermak-Woess 1956 S.128 Hasitschka 1956
Allerdings wurde der Begriff ,, Riesenchromosomen* bel Pflanzen weiterhin in Anflihrungszeichen
gesetzt, denn sie zeigten im Vergleich zu den Kasdschen Polytanchromosomen von Dipteren
keine Querbandenmuster und das Langenverhdtnis von mitotischen zu polytéanen Chromosomen
betragt mit ca. 1:10 nur en Zehntd desen von Dipteren (Hasitschka 1956. Dal3 diese
grundegenden Arbeiten in de spétere Literatur kaum Eingang ¢ggfunden haben, 183t sich nach
Therman(1995)vermutlich darauf zurtickfiihren, daf3 sie in deutscher Sprache erschienen.

Die systematische Suche nach Polyténchromosomen in anderen Pflanzen wurde am Botanischen
Ingtitut der Universitdt Wien weiter fortgesetzt, und auch Beobachtungen anderer Forscher
schlosen sich an. Eine Ubersicht Uber das Vorkommen von Polytanchromosomen in 30
Pflanzenarten, die bis 1979 verdffentlicht wurden, findet sich be Nagl (1981). Sechs weitere
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Berichte Uber Polytanchromosomen bei Pflanzen, die est nach 1979 erschienen sind, werden in
Tabelle laufgefihrt.

Tabelle 1: Vorkommen und Erstbeschreibungen von Polytdnchromosomen in Angiospermen, die
nach 1979 erschienen. Altere Veroffentlichungen finden sich bei(Na&1)

Art Gewebe Literatur
Lotus pedunculatus Suspensor Freed und Grant 1976
Melandrium viscosum Integument-Epidermis  Tschermak-Woess und Hasitschka 1954
Phaseolus coccineus Tapetum Guerra und Carvalheira 1994
Pisum savtivum Wurzelspitzen Therman und Murashige 1984
Psophocarbus tetragonolobussuspensor Sen 1980
Triticum aestivum Wurzelspitzen Shang und Wang 1991
embryogenen Kalli Shang und Wang 1991
Vigna unguiculata Tapetum Guerra und Carvalheira 1994

! Erganzungen fiir die Zeit bis 1979

1.4 Polytanchromosomen bei Phaseolus

1.4.1 Vorkommen und Polyploidiegrad

Polyténchromosomen mit einem Querbandenmuster wurden bei Pflanzen erstmalig von Nagl in
den goféen Zdlen des Suspensors von Phaseolus cocdneus und P. vulgaris entdeckt (Nagl
1962; Nagl 19691. Zwar kommen Chromosomen mit der Tendenz zur Polytanie auch in sechs
weiteren von insgesamt zehn untersuchten Phaseolus-Arten var, aber keine wies bisher einen
héheren Polyplodisierungsgrad und eine solche kompakte BUnddung auf wie die von P.
cocdneus (vgl. Nagl 1974 Tabdle 3). Klenee und weniger stark gebinddte
Polytanchromosomen wurden auch im Tapetum der Antheren von P. cocdneus und Vigna
unguiculatabeobachtefGuerra und Carvalheira 1994)

Der Suspensor oder Embryotréger ist bei Angospermen ein kurzlebiges, stidartiges Gebil de, das
aus einem Tell des Proembryo hervorgeht. Die Aufgabe des Suspensors ist es, den Embryo
wahrend seiner Entwicklung in das sch bildende Nahrgewebe hineinzuschieben und ihn mit
Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren zu versorgen (Ubersicht bei Yeung und Meinke 1993.
Danach degeneriert er und &Rt sich in reifen Samen nicht mehr nachweisen.

In Samen von Phaseolus bestent der Suspensor aus einem Verband voneinigen hundert Zelen
deren GrofRe vom Embryo zur Mikropyle hin zunimmt. Die grofdten Zdlen des Suspensors
befinden sich im basalen Tell, in drekter Nachbarschaft zur Mikropyle (Abbildung 1). Struktur
und Ultrastruktur des Suspensors wahrend der Embryogenese wurden sowoh i chtmikroskopisch
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als auch dektronenmikroskopisch ausfuihrlich untersucht (Schnepf und Nagl 197Q Yeung und
Clutter 1978; 1979)

Abbildung 1: Schematischer Langsshnitt durch einen unreifen Samen von Phaseolus.
(Em. = Embryo und Cotyledonen; En. = Endosperm; Mi. = Mikropyle; Su. = Suspensor).

Da das Volumen der Suspensorzdlen von P. coccneus direkt mit ihrem DNA-Gehalt korrdiert,
wurde aus dem meximal beobachteten VVolumen der grof3ten Zelen auf eéinen maximalen relativen
DNA-Gehalt von 4096 n geschlosen (Nagl 19623). Spatere Mesaungen an Feulgen-geférbten
Préparaten von Polytanchromosomen ergaben einen nach hokeren Maximalwert von 8192C
(Brady 1973. Es zegte sich auch, dal3 nicht alle grolen und basal gelegenen Zdlen des
Suspensor den selben hoten DNA-Gehalt aufweisen, sondern ihre Werte zwischen 256 C und
8192C schwanken.

Der hohe DNA-Gehalt kommt dadurch zustande, dafi’ die Kerne der Suspensorzellen etwa 10 ks
12 Endaeduplikations-Zyklen durchlaufen. Die Endaeduplikation (vgl. Pearson 1974 stelt eine
Abklrzung des normalen mitotischen Zedlzyklus dar, bei dem die DNA ohre strukturele
Veranderungen des Zelkerns dupliziert wird, wie sie fir eine Mitose typisch wéren (Levan und
Hauschka 1953. Im Fall von Polytanchromosomen werden dadurch zahlreiche Chromatiden (in
diesem Zusammenhang rach Nagl (Nagl 1978 Endachromosomen genannt) gebildet, die sich
nicht voneinander trennen, sondern Seite an Seite beienander liegen bleben. Dald die
Endachromosomen bei pflanzlichen Polytanchromosomen allerdings nicht so genau paralld
ausgerichtet sind wie bei den Kasdschen Polytanchromosomen, 183t sich, nach Nagl, auf die
Zeastaubungs oder Z-Phase (Heitz 1929 zurickfuhren. Sie hat zur Folge, dal3 die
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Polyténchromosomen von Pflanzen namalerweise kaum oder keine Querbandenmuster ausbil den
(Zur Ausbildung unter besonderen Zuchtbedingung, siehe unten).

1.4.2 Charakterisierungen der Phaseolus-Polytanchromosomen

Fir eine Gesamtlbersicht der Arbeiten an den Polytanchromosomen von Phaseolus sa auf zwei
ausfuhrli che Zusammenfasaungen verwiesen (Nagl 1974 Nagl 1981). An deser Stelle sollen rur
die Aspekte der strukturdlen Charakterisierung herausgegriffen werden, die zur bisherigen
Identifizierung der Polytdnchromosomen beigetragen haben.

1.4.2.1 Beschreibung der Morphologie

Berdts die este Beschreibung der Polytanchromosomen vonPhaseolus cocdneus zeigte, dali die
ef Chromosomenpaae anen dhnlichen Grundaufbau haben (Nagl 19620. Alle df besitzen in der
Regd im medianen Abschnitt einen Bereich aus Heterochromatin, dem die beiden mehr oder
weniger verschieden langen Arme aus Euchromatin anliegen. Innerhalb des heterochromatischen
Bereiches wird de Spinddansatzstelle (Centromer) angenommen, die manchmal als Licke
sichtbar ist. Im Euchromatin der Arme wurden in unterschiedlicher Entfernung vam Centromer
zusatzlich lockere heterochromatische Zonen beobachtet, die als ,, Querscheiben” bezeichnet
wurden. Anhand des Vertelungsmusters von eu- und heterochromatischen Zonen sowie den
» Querscheiben® lief3en sich zunéchst vier der df Chromosomenpaae (Typ A bis D) individuell
anspreche(Nagl 1962hb)

Kurze Zeit spater wurden zwei Chromosomen S; und S, identifiziert, die mit dem Nukleolus bzw.
den Nukleolen in Verbindung stehen (Nagl 1965. Nach Nagl wiesen dese beiden SAT-
Chromosomen je énen , Endcsatelli ten” auf, der Uber fadenartige Chromatinstrénge, die sich
durch de Nukleolus-organisierende Region (NOR) ziehen, mit dem Chromosom verbunden ist.
Ferner fid be diesen Untersuchungen auf, dal3 die Querscheiben weniger deutlich ausgepragt
waren as be vorangegangenen Beobachtungen. Dies wurde als Verdnderung ks
Chromosomenbaus in Préparaten aus verschiedenen Jahren gedeutet (vgl. Hasitschka-Jenschke
1961)

Weitere Untersuchungen zeigten, dal3 sich alle déf Chromosomenpaare anhand ihrer verschiedenen
Langen, Armlangenverhdltnisse und Vertellung der heterochromatischen Abschritte mehr oder
weniger sicher identifizieren lief3en (Nagl 1967). Nagl (1967 stelte en varlaufiges Idiogramm
aler Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus vor und benannte die Chromosomen mit den
romischen Ziffern | bis XI. Gleichzeitig wurde aber auch darauf hingewiesen, dal3 sowohl die
Léngen as auch das Heterochromatinmuster einer gewisen Variabilitédt unterliegen. Diese
behindert die regemafdige Identifizierung und fuhrt dazu, dald sich richt alle Chromosomen mit
der gleichen Sicherheit ansprechen lassen. Insbesondere durch de Streckung der Chromosomen
kann en urspringich kirzerer Arm zum langeren werden. Der Vergleéch mit mitotischen
M etaphasechromosomen zeigte ferner, dal3 das kleinste und das grofite Polytanchromosom (1, XI)
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jewells etwa 30 mal langer sind ist das entsprechende M etaphasechromosom (s. Abschnitt 1.5).
Dieser Wert wurde auch mit dem Verlangerungsfaktor von Pachytédnchromosomen gegentiber
mitotischen M etaphasechromosomen verglichen. Aus den Mesaungen vonKrishan und De (1965
be Phaseolus aureus wurde fur Pachytdnchromosomen ein Verlangerungsfaktor von 21
berechnet, der deutlich unter dem Faktor 30 der PolytdnchromosoméN#ghi967)

An Polytanchromosomen der nahe verwandten Art P. vulgaris wurde festgestellt, dal3 sich durch
zweiwochiges Absenken der Anzuchttemperatur eine reversible Bildung von Querschebery/-
banden induzieren lief3. Doch dowoh sich, je nach Lange der Chromosomen, zwischen 40 ks 160
Querbanden beobachten lief3en (Nagl 196%), wurde dieses Muster von Querscheiben nicht zur
weiteren |dentifizierung herangezogen.

1.4.2.2 Markierungen und Banderung

Zu Beginn der 80er Jahre wurden Markierungsmethoden, Banderungsmethoden und de Technik
der in situ-Hybridisierung (s. Abschnitt 1.4.2.3) entwicket, von denen de meisten bis heute éne
wichtige Rolle bei der Charakterisierung von Chromosomen spielen.

Die esten und umfangreichen Markierungen an Polytanchromosomen von Phaseolus mit
verschiedenen radioaktiv markierten Nukleinsduren und Aminoséuren sowie unterschiedliche
cytochemische Farbungen wurden von Avanzi et al. (1970 durchgefiihrt. Sie leistete aber zur
strukturellen Charakterisierung im Sinne éner individudlen Identifizierung der Chromosomen
keinen maf3geblichen Beitrag.

GroRere Relevanz hatten de Versuche, Guanin-reiche Abschnitte auf den beiden SAT-
Chromosomen von P. cocdneus mittes radioaktiv-markiertem Actinomycin D (AMD)
nachzuweisen (Cionini und Avanzi 1972. Die Markierung an den beiden SAT-Chromosomen |
und V zegte sich am starksten im Nukleolusbereich sowie auf den heterochromatischen
Bereichen am Centromer. Uberraschenderweise blieben jedoch einzelne Abschnitte des
Heterochromatins unmarkiert und umgekehrt zeigten manche auchromatische Bereiche bereits
nach kurzer Zeit eine deutliche Markierung. Spéater folgten weitere Versuche zur Untersuchung
der DNA-Methylierung, die deutlich machten, dal? das centromerische Heterochromatin der am
stérkste methylierte Bereich der Polytanchromosomen ist (Frediani et al. 1986 Andreucd e al.
1994. Brady und Clutter (1974 wiesen be ihren Untersuchungen zur Strukturverdnderung der
Polytanchromosomen wéhrend s Replikationszyklus darauf hin, dal3 die sog -
heterochromatischen Bereiche (die heterochromatischen Bereiche um das Centromer) im
aufgelockerten Zustand dr Replikation richt vom Euchromatin zu unterscheiden séen. Das
Heterochromatin des Centromers wurde im dbrigen von d@n Autoren, in Anlehnung an de
Polytdnchromosomen der Dipteren, als a-Heterochromatin angesprochen. Diese Art der
Bezeichnung hat sich aber nicht durchgesetzt.
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Chromosomen-Banderungs-M ethoden beruhen im Prinzip darauf, dai sich einige Abschnitte von
Chromosomen (evtl. nach geagneter Vorbehandung) stérker anfarben lassen als andere. Daraus
ergibt sich ein Muster, anhand desen sich de Chromosomen unter Umsténden indviduel
erkennen lassn. Allgemeine Verwendung in der Cytogenetik finden var allem das ,, C-Banding'
(Arright und Hsu 197) und ,G-Banding® (Schrnedl 1971 Sumner et a. 1971) sowie
Fluorochrome mit gewissr Bindungspréferenz z2u AT- oder GC-reichen Segquenzen: Hoechst
33258 (AT) (Hilwig und Gropp 1972 und DAPI (AT) (Dann & a. 1971, Quinacrin-
dihydrochlorid bzw. -Mustard (Caspersoon et al. 1969 und Chromomycin A; (GC) (Schweizer
1976c¢; Schweizer 1976a)

Um auf den Polytdnchromosomen von P. cocdneus und P. wulgaris ein dfferentidles
Banderungsmuster zu erzeugen, nutzte Schweizer (1976 die C-Banderung und de
Fluorochrome Chromomycin Az (CMA) bzw. DAPI in Kombination mit Actinomycin D (AMD).
Die gleichen Farbungen fihrte @ auch an Metaphasechromosomen durch und werglich de
Bénderungsmuster mit denen der Polytdnchromosomen. Die C-Bandenmuster der beiden
Chromosomen-Typen stimmien im wesentlichen Uberein, wiesen aber be  den
Polyténchromosomen aufgrund ihrer Grof3e ene bessere Aufldsung auf. Insbesondere zeigten sich
im Centromerbereich der Polyténchromosomen mehrere Bldcke oder Scheiben, wohingegen bel
den Metaphasechromosomen am Centromer nur eine e@nzige Bande beobachtet werden konrte.
Die Farbung mit CMA und DAPI/AMD zeigte zwe unterschiedliche Typen vonHeterochromatin
bei den Polytanchromosomen. Der eine Typus férbte sich stark mit CMA aber nur schwach mit
DAPI/AMD an, wahrend sich der andere umgekehrt dazu verhidt. Auf¥erdem fie auf, dai3 sich
die SAT-Chromosomen aufgrund ihrer Variablitét nicht eindeutig identifizieren lief3en und auch
nicht mit ihren entsprechenden Metaphasechromosomen in Einklang zu bringen waren.

Aufgrund der zwei Paae von SAT-Chromosomen bei P. cocaneus (Nagl 1969 ging man von
vier Nukleolus-organisierenden (NO) Chromosomen aus, obwoh es Hinweise gab, dald ihre
tatsachliche Anzahl hoher liegt (Nagl 1965 Schweizer 19760). Untersuchungen an
Polyténchromosomen und M etaphasechromosomen mit Silberfarbung und Giemsa-C-Banderung
zeigten schliefdlich, dal? P. cocdneus tatséchlich sechs NO-Chromosomen besitzt (Schweizer und
Ambros 1979, was géater nochmals durch de Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen bestétigt
wurde (s. Abschnitt.4.2.3.

Um die Struktur der beiden NO-Chromosomenpaae | und V wéhrend dr Samenentwicklung
genauer zu studieren (Forino et al. 1979, wurden de Chromosomen-Abschritte estmalig nach
ener festgeegten Nomenklatur beschrieben (Paris Conference 1972). Die Polytanchromosomen
wurden danach in Regionen untertellt, die Banden numeriert und der kurze bzw. lange Arm der
Chromosomen mit den Symbolen ,p“ bzw. ,q‘ gekenrnzeichnet. Weitere Analysen gaben
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Hinweise auf eine unterschiedliche Auspréagung, selbst zwischen Homologen (Cionini et al. 1982
und verschiedenen Polytdnchromosorfieaygliasacchi et al. 1983)

1.4.2.3 In situ-Hybridisierungen

Die Technk der in situ-Hybridisierung (ISH) wurde vor 29 Jahren elwa zeitgleich von dei
Arbetsgruppen entwickdt (Gall und Pardue 1969 John et al. 1969 Buongorno-Narddli und
Amaldi 1970. Die ISH machte es mdglich, markierte DNA- oder RNA-Sequenzen als Sonden zu
verwenden und ihr Vorkommen im Genom direkt ,an Ort und Stdle’ (in situ) auf dem
Chromosom nachzuweisen. Die Auswahl an Sonden-DNA/RNA war anfangs auf Satdlli ten-DNA
und ribosomale RNA beschrankt, die durch physikalische Trennung gewonren werden konrien.
Erst die Vervidfdltigung rehezu beiebiger DNA-Fragmente durch molekularbiologische
Methoden wie z. B. die Klonierung in Plasmid-Vektoren (Bolivar e al. 1977 oder die
Polymerase Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al. 1985 Mullis e al. 1986 erlaubten es, auch
andere DNA/RNA-Sequenzen in ausreichender Menge zu produzieren und chraus markierte
Sonden herzustellen.

Lange Zeit war die Markierung der Sonden mit radioaktiven Isotopen wie z. B. °H oder **1 und
deren Detektion durch Autoradiographie die @nzige Nachweismethode. Sie ist heute von dn
verschiedenen Varianten der nichtradioaktiven 1SH abgd6st. Be ihr wird in de Sonden-
DNA/RNA entweder einzelne Nukleotide mit Reportermolekilen (z. B. Biotin, Digoxigenin)
eingebaut (, Markierung‘) oder die Sonce wird als ganzes chemisch modifiziert. Die Detektion
der Reportermolekile bzw. der modfizierten Sonde efolgt mit Antikbrpern oder dem Protein
Avidin (bzw. Streptavidin oder Derivaten vonbeiden), die jeweils mit énem Fluoreszenzfarbstoff
oder einem Enzym gekoppdt sind (indrekte Detektion). Wahrend de Fluorochrome éne
umgehende Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop ermdgdichen, ist fur den Nachwes mittes
enzym-gekoppdter Verfahren eine zuséizliche Reaktion ndwendig, um en farbiges Préazipitat zu
erhalten. Eine noch schnellere Detektion erlaubt die Verwendung von Sonden, in de berets be
der Markierung Fluoreszenzfarbstoffe engebaut werden (direkte Detektion). Basierend auf diesen
Grundtechniken wurden zahlreiche Varianten mit unterschiedlichen Reportermolekilen,
Fluorochromen, Antikorpern und Enzymen entwickelt (Ubersichten bel Lichter et al. 1991, Sped
et al. 1999. Die am haufigsten verwendete Variante ist die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH) mit indrekter oder direkter Detektion (vgl. McNell et al. 1991, Trask 1991). Mit der
FISH wurden bis dato Fragestellungen auf den verschiedensten Gebieten wie z. B. numerische
und strukturele Chromosomenaberrationen, Kartierung von Genen und DNA-Fragmenten,
Aufbau der Kernstruktur, Struktur und Evolution von Chromosomen bis hin zur DNA-
Replikation und Gen-Amplifikaton untersucht (Heng et al. 1997). Dabei spidte oftmals auch de
Maodichkeit mehrere Sonden deichzeitig und in unterschiedlichen Fluorochromen (oder
Mischungen von Fluorochromen) darzustellen, eine wichtige Ral®&eau 1996)
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Die esten Versuche mittds FISH erlaubten allgemein rur den Nachweis von repetitiven
Sequenzen wie z. B. Satdliten-DNA oder die Gene der 18S-25S und 5S RNAS (z. B. Baumann et
al. 1981 Langer-Safer e a. 1982 Manudidis e a. 1982. Die Sensitivitdt der indrekten
Detektion wurde jedoch gesteigert, um auch kiirzere und rur in wenigen Kopien valiegende
Zidsequenzen, nachweisen zu konren (Viegas-Pequignd et a. 1989. Dazu wird entweder die
Zahl der am Nachwes beteiligten Fluorochrom-Molekiile direkt im Praparat vervidféltigt
undoder die schwachen Fluoreszenzsignale mitteds hochempfindicher CCD-Kameras
aufgenommeiBallard und Ward 1993; Ferguson et al. 1996)

Um die Zahl der Fluorochrom-Molekile im Préparat zu erhdhen (Signalamplifikation) gibt es, je
nach Reportermolekill das zum Markieren der Sonde verwendet wurde, im wesentlichen zwel
gangge Methoden: Sonden, die mit Biotin markiert und tber Fluorochrom-gekoppetes Avidin
detektiert werden, inkubiert man anschliel3end mit einem Anti-(Strept) Avidin-Antikorper der mit
Biotin korjugiert ist. Im n&chsten Schritt inkubiert man mit Fluorochrom-gekoppeltem Avidin
(Pinkd et al. 1986. Sonden, die mit anderen Reportermolekiilen wie z. B. Digoxigenin (DIG)
markiert wurden, inkubiert man mehrfach mit einem anderen, jewells passenden Fluorochrom-
gekoppelten Antikérper, so dal3 eine Kaskade aentsteht. Auf weitere Detektionsmdgdlichkeiten
mittels enzymatischer Umsetzung von Fluorochrom- bzw. Reportermolekiil-konjugierten
Substraten (Ragp et al. 1995 Kagiyama et al. 1995 Paragas et al. 1997) oder Chemil umineszenz
(Musiani et al. 19983oll hier nicht eingegangen werden.

Die Anwendung dr ISH an Chromosomen von Pflanzen stand hinter der an Chromosomen von
Tieren zuriick (Ubersichten bei: Jiang und Gill 1994 Lavania 1998. Die aste nichtradioaktive
ISH wurde est im Jahr 1985 drel Jahre nach den Untersuchungen an Polytanchromosomen von
Drosophla und Metaphasechromosomen von Mausen verdffentlicht (Rayburn und Gill 1985.
Der Hauptgrundist, daf3 die Anforderungen, die an de Préparate fir nichtradioaktive ISH gestellt
werden mifen, fir Chromosomenpraparate aus pflanzlichen Zdlen nur unter erheblichem
Aufwand und mit viel Erfahrung zu erfillen sind (Hinnisdads et al. 1994). Die Bedingungen sind
viele nicht Gberlappend liegende Chromosomen, die weder von der Zellwand tberdeckt sind, noch
auf Resten von Cyto-, oder wie hier bei Polytdnchromosomen, Nukleoplasma liegen.

Wie bei der ISH an tierischen Chromosomen, so ist auch de Detektion vonlow-copy Sequenzen
bei pflanzlichen Chromosomen sehr schwierig. Bel allen bisherigen Berichten Giber den Nachweis
von Sequenzen in geringer Kopienzahl oder gar einmaligen Sequenzen betrug de Lange der
Zidsequenz immer mehr als 10 kbp (siehe Ausfiihrungen bel Jiang und Gill 1994). Wie be den
Untersuchungen an tierischen Chromosomen hat sich auch bel der Anwendung an pflanzlichen
Chromosomen de FISH mit all ihren Varianten (GISH, Multicolor-FISH, Interphase FISH) als
eine Standardmethode bei der Genom-Kartierung durchggBetai und Gill 1996)
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An den Polytanchromosomen von Phaseolus coccneus wurde die este ISH mit *H-markierter
ribosomaler 185-5,85-25S RNA als Sonde durchgefiihrt (Avanzi et al. 1972 Brady und Clutter
1972. Brady und Clutter beobachteten Signale nur auf den beiden SAT-Chromosomenpaaen |
und V. Avanzi e al. hingegen fanden Signale auf insgesamt drei Paaren: I, V und zusétzlich I1.
Eine Anzahl von de Chromosomen mit Loci der 185-25S rDNA konrte auch von anderen
Autoren unter Verwendung vonradioaktiver ISH sowie FISH bestétigt werden (Schumann et al.
199Q Tagliasacchi et al. 1993 Nenno et al. 1994). Desweiteren wurde die Vertelung der Gene
fur die ribosomale 5S RNA untersucht, und ihre Position auf den Chromosomen | und VI
bestimmt(Durante et al. 1977)

Durante & a. (1987 untersuchten an Polytdnchromosomen de Vertelung von zwei
hochrepetitiven DNA-Fraktionen, die durch isopyknische Zentrifugation gewonren wurden. Eine
Fraktion bestand aus fast renaturating sequences (FRS), die 20,8% der gesamten DNA
ausmachten und de zweite Fraktion aus Satdliten-DNA mit der Dichte 1,702 g/ml. Um
MiRversténdrissen varzubeugen sei darauf hingewiesen, dald der Ausdruck , Satdliten-DNA*®
nichts mit dem ,, Satdlliten“ eines Chromosoms zu tun hat (vgl. Rieger et al. 1997). Die starksten
Signale beider Fraktionen lagen praferentiel in den heterochromatischen Bereichen um das
Centromer. Zusétzlich waren sie im interkalaren Heterochromatin sowie an den Enden mancher
Chromosomen lokalisiert. Die Signalintensitét in den heterochromatischen Regionen war dabel
variabd. Auffallend war, dal’ der mediane Bereich von Chromosom I, der im Idiogramm von
1967 als heterochromatisch beschrieben worden war, weder Signale mit den FRS noch mit der
Satdliten-DNA aufwies. Die Autoren machten darauf aufmerksam, daf? eben deser Bereich, wie
auch de interkalaren Heterochromatinbereiche auf den anderen Chromosomen, eher
dekondensiert erscheint und daher mehr den Eindruck von Eu- als von Heterochromatin macht.

Als erste low-copy Sequenzen bel P. cocdneus konrten de Gene des Hauptspecherproteins
Phaseolin mittels radioaktiver ISH auf Chromosom 3 lokalisiert werden (Schumann et al. 1990.
Bald darauf folgte der Nachweis von low-copy Genen des Polygalacturonase-hemmenden
Proteins (PGIP) be P. wulgaris auf Chromosom X (Frediani e al. 1993. Nach Frediani
entspricht das Idiogramm der PolytanchromosomerPvatulgarisdem vorP. coccineus

In der ersten FISH an Polyténchromosomen von P. cocdneus wurde éne humane Teomer-
Sequenz als Sonce engesetzt, die die Enden der Polyténchromosomen markierte (Nagl 1997).
Versuche mit anderen repetitiven Sequenzen, wie z. B. der 18S-25S rDNA, zeigten aber nur
vergleichsweise schwache Fluoreszenzsignale. Erst mit der Einfihrung der Pepsin/HCI-
Vorbehandung fur die Praparate der Polytanchromosomen lief3 sich de Signalintensitét der 18S-
25S rDNA-Signale steigern und de Loci auf den drei NO-Chromosomen rachweisen (Nenno et
al. 1994. Dartber hinaus ermédichte die Vorbehandung mit der Pepsin/HCI erstmals auch de
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nichtradioaktive Detektion der low-copy Gene von Phaseolin mittels FISH, die zuvor nur mittels
radioaktiver ISH nachgewiesen werden konnten.

1.5 Mini- und Mikrosatelliten als DNA-Sonden

Das Genom von P. cocdneus besteht zu 63% aus repetitiver DNA (Nagl et a. 1983. Allgemein
unterteilt man de Familie der repetitiven DNA in koderende und richt-kodierende Sequenzen.
Als Beispidle fir koderende repetitive DNA seien de Gene fir ribosomale RNA, Transfer-RNA
und Histone genannt (Kahl 1995. Nicht-kodierende repetitive DNA gliedert man entsprechend
ihrer Vertelung im Genom in zwe Gruppen, die dispers vertelten bzw. die tandemartig
angeordneten repetitiven Sequenzen (Charlesworth et al. 1994). Letztere Gruppe wurde wiederum
anhand dr Lénge ihrer Wiederhdungseinheiten (Motive oder repeats) in dre Klassen engeteilt:
Satdliten-DNA (mindestens ca. 300 bp, Minisateliten (9-100 bp und Mikrosatelliten ocder
simple sequencd4-6 bp)(Tautz 1993)

Die bekannteste praktische Anwendung von Mini- und Mikrosatdliten-Sonden ist das DNA-
Fingerprinting (Jeffreys et al. 1985. Jeffreys verwendete klonierte Sequenzen (33.15 und 33.6)
als Fingerprint-Sonden beim Menschen. Doch bereits kurze Zet spdter wurden synthetische
Oligoruklectide mit einer Lange von 15-16 Nukleotiden als Sonden eingesetzt (Ali et al. 1986,
die auch fur das DNA-Fingerprinting an Pflanzen Verwendung finden (Ubersicht bei Weising et
a. 1995. Der Vortel von synthetischen Oligorukleotiden als DNA-Sonck ist, dal sie sich in
grofl3en Mengen und hahgereinigt herstellen lassen und damit die Klonierung zur Herstellung cer
Sonck entféllt (Ali und Epplen 1991). Bei Phaseolus wurden synthetische Oli gorukleotid-Sonden
aus Mikrosatdliten-Motiven (z. B. (GATA),) erfolgreich bem nichtradioaktiven DNA-
Fingerprinting eingeset¢gdamann et al. 1995)

Mini- und Mikrosatelli ten eignen sich auch als Sonden fir die ISH, da sie an mehreren Stellen im
Genom jewels mit etwa 10° bis 10’ Kopien varkommen konren. Damit liegt die Gesamtlange pro
Locus erheblich Uber 10 kbp, also in ausreichender Zahl, um ein nachweisbares Signal zu
erzeugen. Aulerdem erlaubt die Kirze der synthetischen Oligorukleotid-Sonden eine gute
Penetration des Chromatins, welche fir den Nachwels von Zidseguenzen in dcht gepacktem
Heterochromatin von Vortel sein kann. Dies ist fir Metaphasechromosomen von Pflanzen von
besonderer Bedeutung, da ihr Chromatin 3,5 his 6,5 mal dichter gepackt ist als das von
menschlichen Chromosomén Ausfihrungen bei Schweizer et al. 1990)

Die esten Oligorukleotide, die als Sonden fir Mikrosatelliten bei der nichtradioaktiven ISH
eingesetzt wurden, waren (CAC)s, (TCC)s, (GATA)4, (GACA),. Deren Vertelung wurde auf
M etaphasechromosomen von Mensch, anderen Primaten, dem Huhn und dr Maus untersucht
(Zischler et al. 1989 Nanda et al. 1997). Die Mikrosatdli ten-Motive wurden an verschiedenen
Stellen, wie z. B. dem Heterochromatin von Sex-Chromosomen [(GATA/GACA be der Maus,
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(TCC)s bem Huhn| bzw. im Bereich dr NOR [(GACA), bel Primaten] nachgewiesen, oder sie
fuhrten zu eénem R-Bandenmuster [(CAC)s beim Menschen]. Uber den Einsatz spezifischer
Oligorukleotid-Sonden vonMinisatelli ten fur die FISH gibt es nur wenige Berichte (z. B. Kipling
e al. 1994. Untersuchungen Uber das Vorkommen von Mikrosateliten-Motiven an
Polytanchromosomen von Drosophila meanogaster wurden ausschlieldich mittels radioaktiv
markierten Oligomeren (100-200 by durchgefihrt (Pardue @ al. 1987 Lowenhaupt et al. 1989.
Nur drei der sechs untersuchten Mikrosatelliten lief3en sich nachweisen. Die Motive CA/TG,
CT/AG und C/G waren ungeichmallig Uber die euchromatischen Bereichen wvertellt und
besonders gehauft auf dem X-Chromosom. Im Bereich des [(-Heterochromatins im
Chromozentrum waren sie hingegen unterreprasentiert. Das Vertellungsmuster ist sowoh
zwischen entfernt verwandten Arten als auch zwischen den verschiedenen Stammen derselben Art
konserviert. Lohe @ al. (1993 kartierten Kionierte Mikrosatelli ten-Sequenzen mit Motiviangen
von 5-10 bp im Heterochromatin von MetaphasechromosomebDnazophila melanogaster

Be Pflanzen wurden Mikrosateliten-Motive bei der 1ISH sowoh zur Untersuchung ihrer
generdlen chromosomalen Vertelung (Schmidt und Heslop-Harrison 1996, als auch zur
Identifizierung einzelner Chromosomen eingesetzt (Pedersen und Linde-Laursen 1994 Pedersen
und Langridge 1997). Einen Sondfall stellt der sog. ,, GAA-Satdlit* dar, der sich wiederum aus
verschiedenen Mikrosatelli ten-Motiven (GAA, GAG, GCA und GGA) zusammensetzt (Pedersen
et a. 1996. Bespide fur ISH an pflanzlichen Chromosomen, be denen synthetische
Oligorukleotide als Soncen fir Minisatelliten eingesetzt wurden, lief3en sich in der bisherigen
Literatur nicht finden. Allerdings gdang es die sieben Chromosomen von Hordeum wvulgare
anhand des Hybridisierungsmusters einer artspezifischen repetitiven DNA (Flavel et al. 198])
eindeutig zu identifiziere(Busch et al. 1995)
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1.6 Ziel der Arbeit

Die Struktur der ef Paae von Polytdnchromosomen aus dem Suspensor von Phaseolus
cocdneus stand sait ihrer Entdeckung berdits in zahlreichen Untersuchungen im Vordergrund. Ein
wichtiger Schritt war dabei die Erstelung eines vorlaufigen Idiogramms (Nagl 1967, das den
Grundstein flr vide cytogenetische Arbeiten zur Struktur dieser Chromosomen legte. Die
Variabilitét in der Ausprédgung der chromosomenspezifischen Merkmale (Vertellungsmuster von
Eu-, Heterochromatin und ,, Querscheiben”, sowie die Chromosomenlange) behinderte allerdings
weitgehend eine éndeutige ldentifizierung einzelner Polyténchromosomen oder lield zumindest
Zweifel an ihrer Richtigkeit aufkommen.

Zid dieser Arbeit war es daher, einen anderen Weg bel der Charakterisierung cer
Polyténchromosomen einzuschlagen, der eine verldldichere Identifizierung jedes enzelnen
Chromosoms ermdgdlichen sollte. Das centromerische Heterochromatin erschien dafir als
Merkmal besondxrs gedgnet. Es tritt einerseits vergleichsweise konstant auf, und einzelne
Markierungs- und Béanderungsergebnise gaben Hinweise darauf, dal} dieser Bereich eine
differentielle, moglicherweise chromosomenspezifische Strukturierung besitzt. Zudem sollte die
Charakterisierung der Polytanchromosomen auch eine Identifizierung an Préparaten ermddii chen,
die fur die FISH verwendet wurden, um Loci von Genen und anderen DNA-Sequenzen kartieren
zu konren. Als erste sollten de Loci der Gene der ribosomalen 185-5,85-25S RNA und des
Hauptspeicherproteins Phaseolin neu bestimmt und in eine cytogenetische Karte angetragen
werden.

Erstmals llte im Rahmen deser Arbet das Vorkommen von Mikro- und Minisatelliten auf
Chromosomen von Phaseolus durch FISH untersucht werden. Dabel sollte ihrer Vertelung in
Eu- und Heterochromatin analysiert und ihre Loci kartiert werden. Aulerdem sollte gepriift
werden, ob sich de Polyténchromosomen alternativ zur morphdogschen Klassfizierung anhand
des Hybridisierungsmusters eines Mikrosatdli ten-Motivs oder eines Minisatelli ten identifizieren
lassen.

Die Vertelung der Telomer-Sequenz von Arabidopsis thaliana be Polytanchromosomen von
Phaseolus cocaneus war noch nicht bekannt und sollte in dese Untersuchung mit einbezogen

werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Anzucht und Fixierung des Pflanzenmaterials

Samen von Phaseolus cocaneus, Sorte Preisgewinner (Fa. Hild, Marbadh), wurden in den
Sommermonaten im Botanischen Garten der Universitdt Kaiserslautern ausgekeimt und daraus
Pflanzen angezogen. Von desen wurden unreife Hilsen mit einer Lange von ca. 20 cm geentet
und fUr 4-7 Tage bel +4°C in einem verschweif3ten Folienschlauch kiihl gelagert. Anschliel3end
wurden de Samen entnommen und rur solche mit einer Lange von 8-12 mm weiter verwendet.
Die Kotyledoren deser Samen fullten ca. 50-75% des Embryosackes aus, was dem frihen bis
mittleren Entwicklungsstadium entsprightorz 1992).

Vor der Fixierung wurden de Samen mit einem Langsschritt im unteren Drittel gedffnet, um das
Eindringen des Fixiergemisches (Ethand:Eisessg, 3:1 v/v) zu beschleunigen. Nach den ersten 24
h bel +4°C wurde das Fixiergemisch gewechsdlt, und de Samen verblieben eine weitere Woche
bei +4°C im Fixans. Nach mehrmaligen Spilen mit 96% Ethand (zum Auswaschen der
Esdgsaure) wurden de Samen in 70% Ethand bel -20°C gelagert. Material mit einem Alter von
bis zu 12 Monaten war fir die Préparationen geggnet. Langer gelagertes Samenmaterial sprach
auf die anschlieffenden Behandungen schlechter an (z. B. blieb das Nukleoplasma stark
strukturiert und dunkel) und zeigte bei der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) kaum noch
Signale.

2.2 Chromosomenpréaparation

Die dablierte Methode zur Praparation der Polytanchromosomen aus dem Embryosuspensor von
Phaseolus cocdneus (Schumann et al. 1990 Nenno1992 Nennoet al. 1994 Nagl 1996 wurde
in einigen Details weiterentwickelt, um die Chromosomen besser zu spreiten.

Dazu war es nawendg, jeden einzelnen Zdlkern, vor dem Spreiten der Chromosomen aus der
Zdle, freizulegen und einer zusétzlichen Mazeration in Essgsiure zu unterziehen. Ferner wurde
der erste Wassrungsschritt des fixierten Materials sowie alle anschlielfenden zeitlich deutlich
ausgedehnt.

Die Beschichtung der Objekttréger mit Poly-L-Lysin erfolgte nach der Methode von Huang et al.
(1983)

Material, Chemikalien und Lésungen

Kalteplatte (FTS Systems)

Stereomikroskop mit Durchlicht, 0,8-6,4fach, STEMI SV8 (Zeiss) und Phasenkontrast-Mikroskop
(Zeiss)

MES (2[N-Morpholino] ethanesulfonic acid) (Sigma, M-3023)

Poly-L-Lysin(M,, 300.000, Sigma, P-1524)-Lésung, 1 mg/ml in Aqua dest.

Sucrose (SERVA, 35580)

Pektinase (Fluka, 76290)

Propionsaure, 99.5%
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Milchsaure, DL-Lactic acid (Serva)
MES-Sucrose-Puffer: 25 mM MES mit 6% (w/v) Sucrose, pH 5,5
Pektinase-Gemisch: 10% (w/v) Pektinase in MES-Sucrose-Puffer

Durchfuhrung

Vorbereitung

— um 6-8 Praparate herzustellen, werden die Suspensoren von ca. 60-80 Samen bendtigt

— fixierte und bei -20°C aufbewahrte Samen in 70% Ethanol (RT) tUberfiihren und auf RT
bringen

— Ethanol durch mehrmaliges Mischen der Losung mit Aqua dest. im Verhaltnis 50:50

auswaschen, bis die Samen beim Schitteln keine Schlieren mehr ziehen und sich am Boden
absetzen

- unter dem Stereomikroskop die Samenschale mit einem Oberflachenschnitt von der Mitte des
Samens in Richtung Mikropyle bis zur auf3eren Samenschale hin 6ffnen

— den Embryosuspensor mit maglichst wenig umliegendem Gewebe - im folgenden als
~,Gewebestiick® bezeichnet - herauspraparieren (siehe Abbildung)

— Gewebestlicke sammeln, 2 mal in Aqua dest. spllen und Gber Nacht bei +4°C aufbewahren

Enzymatische Mazeration
— aus den Gewebestiicken letzte Reste von Ethanol mit Aqua dest. herausspulen

- enzymatische Mazeration der Gewebestlicke in 20 ml 10% Pektinase-Losung fir 3 h bei 37°C
in einem Inkubationsschattler bei 120 rpm

- nach dreimaligem Waschen in Aqua dest. die Gewebestiicke fiir 3 h in 10 ml Propionsaure-
Milchs&ure-Gemisch (1:1) bei RT nachfixieren

— Fixiergemisch durch mehrmaliges Ersetzen von jeweils der Halfte der Losung durch Aqua
dest. auswaschen, bis die Gewebestiicke beim Schiitteln keine Schlieren mehr ziehen

— Gewebestlicke fur weitere 24 h bei +4°C aufbewahren
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Chromosomenpraparation

mehrere Gewebestlicke in einen groRen Tropfen 45% Essigséure auf einen Hohlschliff-OT
Uberfuhren und die Suspensorzellen vereinzeln

nur die grofdten Suspensorzellen mit sehr klarem Cyto- und Nukleoplasma und nicht zu stark
kondensierten Chromosomen aussortieren

10-20 Zellen mit einer 20 pl-Pipette (mit abgeschnittener Spitze) in einem Tropfen 45%
Essigsaure auf einen weiteren Hohlschliff-OT Uberflhren

Jede einzelng&elle zundchst durch behutsames Driicken mit Prapariernadel und Pinzette
offnen, wobei ihr Inhalt langsam herausquillt. Durch ernewtesichtigesDriicken den Inhalt

von der Zellwand befreien (Abbildung unten). Nach der Grof3e des Bereiches zu schliel3en, den
die Chromosomen in dem herausgequetschten Zellinhalt ausmachen, besteht er zum
Uberwiegenden Teil aus dem Zellkern.

ZeIIe ZeIIkern
Pinzette
Nukleo-
>L plasma
Praparier- "%_J
nadel \ Polytén-
chromosom

Zellkern, auf einen weiteren Hohlschliff-OT in einen grof3en Tropfen 45% Essigsaure
Ubertragen und weitere (ca. 12) solcher Zellkerne darin sammeln

Die Kerne 15 bis 20 min in der Essigsaure mazerieren, um das viskose und gallertartige
Nukleoplasma etwas aufzulosen bzw. fliissiger zu machen

die Kerne auf einen Poly-Lysin-beschichteten OT Utbertragen, ein DG aufgelegen und mit
einem Stlck Filterpapier abdecken

die Zellkerne mit der Riickseite einer Pndgraadel durch leichtes Klopfen leicht quetschen,
was zu einer Vereinzelung der Chromosomen fiihrt

Qualitat der Praparation im Phasenkontrast (40x) kontrollieren

das Praparat auf einer Kalteplatte bei -70°C einfrieren und das DG anschliel3end mit einer
Rasierklinge gemalf der Trockeneis-Methode nach Conger und Faii&iR),absprengen”

Praparate in 99% Ethanol entwassern und tber Nacht an der Luft trocknen
Die Abbildung zeigt einen OT vor schwarzem Hintergrund, auf dem 12 gequetschte
LZellkerne* zu erkennen sind

Praparate sollen vor dem weiteren Gebrauch mindestens 3 bis 4 Tage bei RT lagern
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2.3 Vorbehandlung

Fir die FISH mit DNA-Sonden kdnren sich zwel Bestandtelle in den Chromosomenpraparaten
als g6rend erweisen. Dies snd zum einen de verschiedenen Bestandtelle des Nukleoplasmas (z.
B. Proteine), die die Chromosomen Uberlagern und ebenso wie chromosomale Proteine die die
ISH und richtradioaktive Detektion erschweren kénren (Nennoet al. 1994). Zum anderen konren
auch Reste von RNA im Praparat hinderlich sein, well die Sonden potentiel auch mit ihnen
hybridisieren kdnnen und sie damit eine Quelle von falschpositiven Signalen darstellen.
Die Chromosomenpéparate wurden daher mit der Protease Pepsin oder alternativ mit Proteinase
K sowie mit RNase A vorbehanddt, um die stOrenden Bestandele zu entfernen (Dr. H.
Scherthan, personliche Mittellung). Die hier angewendeten Protease- und RNase-Vorbehandung
basiert auf dem Protokoll von Nen(i992)

Material, Chemikalien und Lésungen

20 x SSC: 3 M NacCl, 0,3 M N&Citrat*2H,0, pH 7,0

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM BdPQ,, 1,4 mM KH,PQ,, pH 7,3
Proteinase K-Inkubationspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM GacCl
Proteinase K-Gebrauchslésung: 100 pug/ml in Proteinase K-Inkubationspuffer
Proteinase K-Stoppuffer : 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM Ga60 mM MgC}
Pepsin porcine, 17 milliAnson U/mg, 2 x cryst. lyophil (Serva)
Pepsin/HCI-L6sung: 1 mg Pepsin/ml in 0,05 M HCI

Proteinase K, lyophilisiert (Boehringer Mannheim, 745 723)

RNase-Losung: 100 pg/ml RNa8eDNase-frei in 1 X6SC

Abbau der Proteine
Pepsin/HCI

Die Vorbehandung mit Pepsin'HCI wurde wie von Nenno (1992 und Nenno et al. (1994
beschrieben durchgefuihrt. Die Konzentration dr HCI-L6sung wurde jedoch von 0,01 M auf
0,05M erhéht um die Nukleoplasmabestandteile noch starker abzubauen.

Durchfuhrung

- Praparate fur 4,5 h in einer Kiivette mit Pepsin/HCI-Losung bei 37°C inkubieren
- OT kurz in 0,05 M HCI-Ldsung und zweimal in 2 x SSC bei RT spilen

Proteinase K (alternative zu Pepsin)

Gegenliber dem Protokdl von Nenno (1992 wurde die Korzentration der Proteinase K von
1 mg/ml auf 100pg/ml reduziert, um die Morphdoge der Chromosomen nicht zu stark zu
beeintrachtigen.

Durchfuhrung

- frische Proteinase K-Gebrauchsldsung herstellen
- OT 2 mal 5 min in Proteinase K-Inkubationspuffer bei RT spilen
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— 100ul/OT Proteinase-Gebrauchslosung auftropfen, DG auflegen und 15-30 min in feuchter
Kammer bei 37°C inkubieren

- OT 3 mal 5 min in Proteinase K-Stoppuffer bei RT spulen

- Préparate ca. Bin in 2x SSC spilen und direkt anschlieend denaturieren, ansonsten nach
dem Spiilen tiber aufsteigende Ethanolreihe entwéassern und lufttrocknen

Abbau der RNA

Durchfuihrung

pro OT 30 ul DNase-freie RNase-L6sung auftropfen und DG auflegen
Préaparate 45 min in feuchter Kammer bei 37°C inkubieren

Préaparate 30 min in PBS bei 60°C waschen

OT in PBS bei RT 10 min abkihlen lassen

2.4 Fluorochrom-Banderung

Fir die DAPI-Banderung wurden de Polytanchromosomen 10 min mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindd (DAPI) gefarbt. Um eine farbliche Differenzierung in Form einer blau-rosa-weif3en
Bénderung zu erhalten, wurden de Préparate mit einem Gemisch aus DAPI und Propidiumiodd
(DAPI/PI) geféarbt. Als Ausgangsmaterial dienten dazu vorbehanddte Praparate (s.0.), die dlter
as 24 Stunden waren odx Préparate nach der FISH. Die Dokumentation dx DAPI/PI-
Banderung erfolgte konventionell auf fotografischem Wege wie im Abséhniteschrieben.

Chemikalien und Lésungen

DABCO: Diazabicyclo[2.2.2]octan (Sigma)

DAPI-Stammldsung: 0,2 mg/ ml 4',6-Diamidin-2-phenyl-in@bICI-H,0 (Serva) in Aqua dest.

Propidiumiodid-Stammlésung: 1 mg/ml Propidiumiodid in Aqua dest.

Farbelésung: 20 pl DAPI-Stammlsg. und 20 ul PI-Stammlésung in 60 ml PBS

PBS: 0,13 M NacCl, 0,007 M NgRQ;, 0,03 M NaHPQ,, pH 7,4

Einbettmedien entweder: a) Vectashield (Serva) oder b) 1 Teil Tris-HCI pH 7,4 und 9 Teile Glycerin mit
2,3% (w/v) DABCO und 0,02% NaN

Durchfiihrung der DAPI/PI Banderung

— frische Farbeldsung herstellen und vor Licht geschiitzt aufbewahren
- Praparate mindestens tber Nacht in 60 ml Farbeldsung an einen dunkeln Ort bei RT stellen
— OT kurz in PBS abspilen und abtropfen lassen

- Praparate in jeweils 10 pl Einbettmedium einschlie3en und mindestens 30 min im Dunkeln
liegen lassen bevor sie im Fluoreszenzmikroskop bei UV-Anregung (auch bei DAPI/PI)
untersucht werden
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2.5 DNA-Sonden

Hybridisierungen wurden sowohl mit Sonden von Konierten DNA-Sequenzen fir kodierende
Gene als auch mit synthetischen Oligorukleotiden fir verschiedene Mikrosatelli ten, auch ,, simple
sequence repeats” oder ,SSRs" genannt, durchgefiihrt.

Soweit nicht anders gekennzeichnet, wurden alle Antikorper, Enzyme, gekoppelte Nukleotide,
Kontroll-DNA und Kits von der Firma Boehringer Mannheim bezogen.

2.5.1 Sonden aus klonierten DNA Sequenzen

Als DNA-Sonden fur die Gene der ribosomalen 18S, 5,8S und 25S (18S-25S) sowie 5S RNA
und de Phaseolin-Gene wurden Konierte Sequenzen aus Plasmid-Klonen eingesetzt (Tabdle 2).
Die Klore zur Sondenherstelung wurden von folgenden Personen dankenswerterweise zur
Verfigung gestdlt: pTa25Q Prof. Dr. N. Blin (Universitdt des Saalandes, Homburg), pTa794
Dott. I. Galas (Istituto ddd Germoplasma, Bari, Italien) und AG-pPvPh3.0: Prof. J.L. Slightom
(Michigan, USA).

Tabelle 2: Liste der verwendeten klonierten Sequenzen und Plasmid-Klone

Klon Referenz
Klon- Insert-
Klonierte Sequenz Name Lange Lange
18S-25S rDNA pTa250 129kb 8,8 kbp Gerlach und Bedbroo 979
5S rDNA pTa794 48kb  0,4kbp Gerlach und Dye(1980
Phaseolin AG-pPvPh3.0 7,3kb 1,8 kbp Hall et al.(1983

2.5.1.1 Sondenherstellung aus Plasmid-Klonen und Markierung
Bakterienanzucht und Plasmidisolation

Die Bakterienanzucht und Plasmidisolation zur Herstdlung der Soncen fir die 185-25S rDNA
und Phaseolin wurden gemédl3 Standardtechniken durchgefiihrt (Sambrook et al. 1989. Dazu
wurden de eitsprechenden Klone zunéchst unter Antibiotika-Selektion in Luria-Bertani(LB)-
Medium angezogen. Anschlief3end erfolgte @ne Lyse in NaOH/SDS in Gegenwart von RNase A
(Birnboim und Doly 1979, (Birnboim 1983 um die Bakterien aufzuschlief3en. Sodann wurde die
Plasmid-DNA Uber eine Silica-Sdule gemal3 dem ,Maxi-Plasmid Purification Protocol” des
verwendeten Isolations-Kits (Qiagen) rickgewonnen und aufgereinigt.
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Markierung mit Biotin bzw. Digoxigenin
Biotin-Markierung

Die Markierung der Plasmid DNA mit Biotin erfolgte nach dem Verfahren der Nick-Trandation
(Rigby et a. 1977 mit eénem Nick-Tranglation-Kit. Anschlief3end wurde die markierte Sonden-
DNA, wie unter2.5.3beschrieben, mit Ethanol gefallt.

Material, Chemikalien und Lésungen

Biotin-16-dUTP , 0,4 mmol/l

dTTP, dATP, dCTP, dGTP je 0,4 mmol/l (Nick Translation Kit)

10x Nick Translation Puffer (Nick Translation Kit)

Enzymmischung: DNA Polymerase | und DNase | in 50% (v/v) Glycerin (Nick Translation Kit)
EDTA, 0,2 M, pH 8,0

Durchfiihrung

— Herstellung eines dNTP-Gemisches aus: 1 Vol. Biotin-16-dUTP, 2 Vol. dTTP, 3 Vol. dATP,
3 Vol. dCTP und 3 Vol. dGTP

- Folgende Bestandteile werden in einem Reaktiongefald gemischt und anschlieRend mit sterilem,
Aqua dest. auf 18l aufgefillt: 0,1 - 2 pg gereinigte Plasmid-DNA, 10 pl dNTP-Gemisch
und 2 ul 10x Puffer

- Dem Reaktionsansatz2 Enzymmischung hinzufiigen und 90 min bei 15°C inkubieren
- Markierungsreaktion stoppen durch Zugabe v EDTA und Erwarmen auf 65°C

Digoxigenin-Markierung

Zur Markierung dxr Sonden mit Digoxigenin-11-dUTP wurde das DIG-High-Prime-Kit
verwendet. Das dabe verwendete Verfahren der ,,randam primed* DNA-Markierung basiert auf
der Methoce von Feinberg und Vogdstein (1983 1984). Die Falung der markierten Sonden-
DNA erfolgte wie untef.5.3beschrieben.

Material, Chemikalien und Lésungen

DIG-High-Prime-Gemisch (DIG-High Prime Kit)
EDTA, 0,2 M, pH 8,0

Durchfiihrung

— 1 pg gereinigte Plasmid-DNA in einelnb ml Reaktionsgefald mit sterilem Aqua dest. auf ein
Endvolumen von 1@l auffillen

— Plasmid-DNA durch 10 mindtiges Erhitzen in einem Wasserkocher denaturieren und schnell in
einem Eis/Ethanol-Gemisch abschrecken

— 4l DIG-High Prime zugeben, mischen und kurz zentrifugieren
— Gemisch fir 20 h bei 37°C inkubieren
— Reaktion stoppen durch Zugabe von 2 pl EDTA und Erhitzen auf 65°C
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2.5.1.2 Sondenherstellung und Markierung mittels PCR

Die Sonde zum Nachweis der 5S ribosomalen RNA Gene wurde durch Polymerase-K etten-
Reaktion (PCR) unter Verwendung des Klons pTa794 als Template-DNA und dem Einbau von
Biotin- bzw. Digoxigenin-markierten Nukleotiden hergestellt.

Material, Chemikalien und Lésungen

PCR-Cycler (DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer)

10x PCR Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 30 mM Mg@,1% (w/v) Gelatine
unmarkierte Nukleotide: jeweils 2 mM dATP, dCTP, dUTP in 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
Digoxigenin-11-dUTP, 1 mM

Biotin-11-dUTP, 0,4 mM (Sigma)

pBR322 Primer-1BamHI Sequenzierungs-Primer, clockwise (Promega)

pBR322 Primer-2BamHI Sequenzierungs-Primer, counterclockwise (Promega)
Tag-Polymerase: 5 U/ul

DNA: pTa794, 20 ng/ul

Mineraldl (Sigma)

0,5 ml Reaktionsgefalie fir PCR

Na-Acetat

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0

Durchfuhrung

- Zusammenstellen von drei Reaktionsansétzabédlle3):

Tabelle 3: PCR-Reaktionsanséatze

unmarkierte Kontrolle mit DIG  mit Biotin

[uI] (] (]

dATP, dCTP, dUTP - 5,0 5,0
dNTP-Mix, 2 mM 50 - -

dTTP, 1 mM - 7,5 5,0
Digoxigenin-11-dUTP, 1 mM - 1 -

Biotin-11-dUTP, 0,4 mM - - 5,0
pBR322 Primer-1 2,0 2,0 2,0
pBR322 Primer-2 2,0 2,0 2,0
10x PCR-Puffer 5,0 5,0 5,0
Tag-Polymerase 0,5 0,5 0,5
Aqua dest. 33,5 23,5 23,5
Template-DNA 2,0 2,0 2,0
Gesamtvolumen 50,0 50,0 50,0

- Reaktionsansatze mischen, kurz zentrifugieren und jeweils mit 1-2 Tropfen Mineraldl
Uberschichten
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- Auf einem PCR-Cycler folgendes Programm festgelegen:

* 5 min Denaturierung bei 93°C
* 35 Zyklen von:
0,5 min Denaturierungei 94°C
0,5 min Annealing bei 56°C
1,5 min Elongation bei 72°C
*5 min bei 72°C
* abkihlen lassen bei 4°C
— Reaktionsanséatze vorsichtig unter dem Mineral6l abziehen

Fallen der DNA

- zu jeweils 4511 Reaktionsansatzd kaltes 3 M Na-Acetat und 1Q0 eiskalten abs. Ethanol
geben

— zum Fallen tber Nacht bei -20°C stellen

— 30 min zentrifugieren mit 13.000 x g bei +4°C

— Niederschlag zweimal mit 70% kaltem Ethanol waschen, an der Luft trocknen lassen und in
jeweils 20ul TE-Puffer l16sen

2.5.2 Synthetische Oligonukleotide als DNA-Sonden

2.5.2.1 Endmarkierte Oligonukleotide

Die verwendeten Oligorukleotide (Tabele 4) wurden von dr Firma Biometra (Gottingen)
synthetisiert und waren am 5'- Ende mit Digoxigenin markiert. Die Basenabfolgen der in Tabelle
4 angegebenen Core-Konsensus-Sequenzen fir die Minisatdliten M13 und das 33bp Repest
wurden den Arbeiten von Vassart et al. (1987 bzw. Jeffreys et a. (1985 entnommen. Die
Teomer-Sequenz (TTTAGGG)s aus Arabidopsis thaliana wurde von Richards und Ausubd
(1988)iibernommen.

Tabelle 4: Liste der als DNA-Sonden eingesetzten synthetischen Oligonukleotide

Kategorie synthetische Oligonukleotide

Mikrosatelliten-Motive aus
Mononukleotiden: (C)y
Dinukleotiden: (AT)g, (AG)s, (CA), (GCk
Trinukleotiden: (AAG)s, (AAT)s, (CAC), (GCC)
Tetranukleotiden: (AATG),4, (GACA),, (GATA),

Minisatelliten
Core-Konsensus-Sequenzen
M13con: GAGGGTGGCGGTTCT
33con: GGAGGTGGGCAGGAAG

Telomer Sequenz
Arabidopsis thaliana (TTTAGGG)
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2.5.2.2 Tailing von Oligonukleotiden

Die beden Oligoruklectide (C);s sowie die Telomer-Sequenz (TTTAGGG)s wurden auch
unmarkiert bezogen und am 3-Ende mit Hilfe enes DIG-Oligorukleotide Taili ng-Kit
(Boehringer Mannheim) nach Angaben des Herstdlers markiert. Die Reportermolekile fir die
Markierung bestanden dabel entweder aus Digoxigenin-11-dUTP, Biotin-16-dUTP oder FITC-
12-dUTP. Die Féllung der markierten Oligonukleotide erfolgte wie uhfeBausgefiihrt.

Material, Chemikalien und Lésungen

Reaktions-Puffer, 5 x konz.:
1 M Kaliumkadodylat; 0,125 M Tris-HCI, 1,25 mg/ml BSA, pH 6,6

DIG-11-dUTP, BIO-16-dUTP oder FITC-12-dUTP jeweils 1 mM

Terminale Transferase-Ldsung: 50 U/ul in 0,2 M Kaliumkadodylat, 1 mM EDTA, 200 mM KCI und
0,2 mg/ml ml Rinderserumalbumin, pH 6,6

Glykogen-EDTA-L6sung: 1 pl Glykogen-Lésung (20 mg/ml) und 200 pl 0,2 M EDTA pH 8,0

Durchfuhrung

— Folgende Komponenten in einem Reaktionsgefald auf Eis mischen: 4 ul Reaktions-Puffer, 4 pl
25 mM CoC}, 1 ul Oligonukleotid (100 pmol), 1 pl DIG-11-dUTP (oder Bio-16-dUTP bzw.
FITC-12-dUTP), 1 pyl 20 mM dATP und 1 pl Terminale Transferase-L6sung

- Ansatz mit sterilem, Aqua dest. auf 20 pl auffillen und mischen
— Markierungsreaktion 15 min bei 37°C durchfiihren und dann auf Eis stellen
— Reaktion durch Zugabe von 2 pl Glykogen-EDTA-LAsung stoppen

2.5.3 Ethanolfallung und Uberprifung der Einbaueffizienz
Ethanolféllung der Sonden-DNA

Die Sonden wurden nech der Markierung mit Ethand geféllt. Die zugrundeliegenden
Anweisungen entstammen Sambrook et al. (1989 und dem Protokdl aus dem DIG-High-Prime-
Kit.

Material, Chemikalien und Lésungen

Ethanol, abs., auf -20°C vorgekuhlt

Ethanol, 70%, auf -20°C vorgekihlt

4 M LiClI

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0

Durchfuhrung

— dem 20 pl-Markierungs-Ansatz 2,5 pl 4 M LiCl und 75 pul abs. Ethanol zugeben und gut
mischen

— DNA Uber Nacht bei -20°C féllen

— 15 min mit 13.000 x g bei +4°C zentrifugieren

— Uberstand verwerfen und Niederschlag mit 70% Ethanol waschen
- Uberstand verwerfen und Niederschlag an der Luft trocknen lassen
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- Niederschlag in entsprechendem Volumen TE-Puffer bzw. sterilem, Aqua dest. aufnehmen, so
daf? sich eine Endkonzentration 50 ng/ul (klonierte Sequenzen) bzw. 10 pmol/ul
(Oligonukleotide) ergibt

Uberpriifung der Einbaueffizienz der markierten Sonden

Um zu testen, ob die Markierung der Sonden ausreichend hah ist um spéter eine Detektion zu
ermddichen, wurde die Einbaueffizienz der markierten Nukleotide in de Sondan-DNA geprift.
Das unten genannte Protokal ist eine Modifikation des Protokadls aus dem ,,DIG DNA Labding
and Detection Kit Norradioactive® (Nr. 1093 657 Boehringer Mannheim). Durch den
gleichzeitigen Einsatz von AntikOrpern fur Biotin und Digoxigenin lassen sich auch verschieden
markierte Sonden simultan testen.

Material, Chemikalien und Lésungen

Nylon-Membran: Hybond-N (Amersham)

Biotin-markierte Kontroll-DNA: DNA-Langenstandard I, Biotin-markiert

Digoxigenin-markierte Kontroll-DNA: linearisierte pPBR328 DNA

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8,0

DIG-Puffer-1: 100 mM Maleinsaure, 150 mM NacCl, pH 7,5

DIG-Puffer-2: 1% (w/v) Blocking-Reagenz (Boheringer Mannheim) in DIG-Puffer-1

DIG-Puffer-3: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NacCl

Wasch-Puffer: 0,3% (v/v) Tween 2QFluka) in DIG-Puffer-1

Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Antikdrper aus Maus-Maus Hybridzellen

Streptavidin-Alkalische Phosphatase (BRL)

NBT: 4-Nitrobluetetrazoliumchlorid, 75 mg/ml in 70% Dimethylformamid (Boehringer Mannheim)

X-Phosphat: 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat, 50 mg/ml in Dimethylformamid (Boehringer
Mannheim)

Durchfuihrung

— Pro Sonde wird eine Verdunnungsreihe mitgs 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 0,1pg der zu
prifenden, markierten DNA pro 10 ul in TE-Puffer erstellt. Als Kontrolle dient Biotin- bzw.
Digoxigenin-markierte Kontroll-DNA

— 1l von jeder Verdiinnungsstufe auf die Nylon-Membran auftragen (vgl. Schema, unten) und
anschlieRend ca.rBin antrocknen lassen
5 1 100 10 1 0,1

ng ng pg pg pg  pg

Kontroll-DNA
Sonde 1
Sonde 2

— durch zweistindiges Backen bei 80°C wird die Sonden-DNA auf der Nylon-Membran fixiert
— Alle weiteren Schritte werden bei RT und unter stdndigem leichten Schiitteln durchgefiihrt

- Nylon-Membran in einer Plastik-Box passender Grof3e fir 5 min (30 min bei Biotin-
markierten Sonden) bei RT waschen

— 15 min in DIG-Puffer-2 inkubieren

— Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Antikorper (1:5.000) bzw. Streptavidin-Alkalische
Phosphatase-Antikorper (1:1.000) in 5 ml mit DIG-Puffer-2 verdiinnen

- Nylon-Membran zweimal je 15 min mit Wasch-Puffer spilen
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— Farblésung aus 5 ml DIG-Puffer-3, 22ibNBT und 175 ul X-Phosphat (bzw. BCIP)
ansetzen

- Nylon-Membran 3 min in DIG-Puffer 3 aquilibrieren

— Farblésung gleichmé&Rig tber die Nylon-Membran verteilen und lichtdicht abgedeckt stehen

lassen

- Nach 5 min, 10 min und 45 min die Anzahl der erkennbaren Prapziiet® kontrollieren
und dokumentieren

— Farbreaktion durch Zugabe von techn. Ethanol stoppen

Sonden, bei denen sich 10 Hs 25 py und weniger markierte Sonden-DNA mit dieser Methode
nachweisen lieRen, wurden als ausreichend gut markiert erachtet und fir die weteren
Experimente verwendet.

2.6 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
2.6.1 Hybridisierungen

2.6.1.1 Hybridisierungen mit klonierten DNA Sequenzen

Die Durchfuhrung der Hybridisierung mit den Sonden fur die 5S und 18S-25S ribosomalen
RNA- sowie Phaseolin-Gene efolgte geméld dem Protokal von Nenno (1992 und Nenno et al.
(1994)

Die Ausbildung von DNA-Doppdstréngen aus zwel komplementéren Einzelstrangen ist en
reversibler Prozess der von werschiedenen Faktoren beenflufd wird. Diese sind der prozentuale
Gehalt der Basen Guanin und Cytosin (%GC), die Lange des DNA-Doppdstranges (n), die
Konzentration monowalenter Katioren (z. B. [Na']) und gd. Doppdstrang-destabili sierender
Agenzien (z. B. Formamid). Miteinander stehen dese Faktoren nach einer empirisch ermittelten
Formd in Zusammenhang (Menkath und Wahl 1984). Mittds dieser Formed |83t sich de
Schmelztemperatutgmperature of meltingl,,) eines Doppelstranges berechnen.

Tm=81,5°C + 0,41 * (%GC) + 16,6 log [Na 500/n - 0,61 * (%Formamid) (1)

In der praktischen Anwendungim Laufe der letzten Jahre hat sich all erdings gezeigt, dal3 die nach
dieser Forme berechnete Schmedztemperatur nicht als absolut anzusehen ist, sondern rur einen
geeagreten Anhaltspunkt liefert. Vermutlich verhalten sich DNA-Doppdstrange in situ nicht so
wie in Losung(Leitch et al. 1994)

Nach Britten und Kohre (1968 1&1}t sich aus der mit (1) errechneten Schmelztemperatur die
optimale Hybridisierungstemperatur berechnen.

Tp=Tn-25°C )

Setzt man in (1) enen GC-Gehalt von 39,3% fiir Phaseolin, eéine Natrium-Konzentration von
0,39 M, ene Lange von ca. 200 Basenpaae (gangige angenomme Fragmentgrofze nach Nick-
Tranglation) und 50% Formamid ein, so erhalt man eine Schmelztemperatur (T,,) von 58°C und
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aus (2) eine Hybridisierungstemperatur (T,,) von 33°C. Unter Berticksichtigung deser Richtwerte
wurden de Sonden aus klonierten Sequenzen unter den genannten Bedingungen bel ener
Temperatur von 37°C hybridisiert, was als hoch stringent anzusehen ist.

Material, Chemikalien und Lésungen

Fixogum: Montagekleber (Marabu 290117000)

20 xSSC: 3 M NacCl, 0,3 M NeCitrat*2H,0, pH 7,0

Formamid-Lésung: 70% deionisiertes Formamid (Biomol) in 2 x SSC

kalte Ethanolreihe: 70% und 85% Ethanol, 100% Ethanol abs., lagern bei -20°C
Dextransulfat: 50% (w/v) in Aqua dest.

Durchfuhrung

Denaturierung und Hybridisierung

Praparate Hybridisierungslosung

- Praparate 4 min in Formamid-L6sung be
70°C denaturieren

- Préaparate je 5 min/Stufe in -20°C kalter | — Pro OT 10ul Hybridisierungisung in
Ethanolreihe entwassern. einem Reaktionsgefald mischen:

— OT fur ca. Imin in einen OT-Halter stelle 5 pl 100% (v/v) deionisiertes Formamid
und Ethanol ablaufen lassen 1ul20x SSC

1 pl 50% Dextransulfat

1 pl Sonden-DNA (ca. 40 ng/ul)

2 pl Aqua dest.

>

— Sonde in der Hybridisierungslésung fur
10 min im Wasserbad bei 82°C

- Préparate 15in im Exsikkator unter denaturieren

Vakuum trocknen — Hybridisierungslésungchnellauf Eis
Uberfihren und 5 min abkuhlen lassen

— Ldsung auf Vortex-Schuttler mischen, in
Tischeentrifuge abzentrifugieren und bis
zum Auftropfen auf Eis stehen lassen

— pro OT 10 pl Hybridisierungslosung auftropfen, DG moglichst luftblasenfrei
auflegen und mit Fixogum abdichten

- OT in Warmeschrank legen und FixogumrBid trocknen lassen

- OT in feuchte Kammer legen und darin tber Nacht bei 37°C hybridisieren

Post-Hybrisisierungs-Waschung

- Fixogum vorsichtig vom OT Idsen und in 2 x SSC stellen bis sich das DG vom OT geldst hat
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- 3 mal je 2 min in einer Kivette mit 2SSC bei 42°C spulen

Stringenz-Waschung

— 3 mal je 3 min in einer Klvette mit BT-Puffer bei 42°C waschen
2.6.1.2 Hybridisierungen mit endmarkierten Oligonukleotiden

Die Hybridisierung mit endmarkierten, synthetischen Oligorukleotiden erfolgte in Anlehnung an
die Hybridisierung mit klonierten DNA-Sequenzen. Die geringere Lange der Oligorukleotide
erfordert gegeniiber den langeren Konierten Seguenzen Anderungen bel der Schmez- und
Hybridisierungstemperatur.

Die Schmeztemperaturen (T,,) der verschiedenen 5'-endmarkierten Oligorukleotide (Tabelle 5)
wurden rach ener empirisch ermittelten Forme (3) fir Sequenzen kiirzer als 20 Nuklectide
berechnet und de Oligorukleotide bel (T,,-5°C) bis (T,-10°C) hybridisiert (Suggs et al. 1981,
Thein und Wallace 1986)

Formel zur Berechnung von, Won Oligonukleotiden in 1 M Na

Tn =45(G+C)+2*(A+T) (3)

Tabele 5: Schmez (T.)- und Hybridisierungstemperaturen (T,) der verwendeten 5'-
endmarkierten Oligorukleotid-Sonden. Werte in Klammern kennzeichnen de Temperaturen unter
denen die Hybridisierung wiederholt wurden.

Oligonukleotid T,[°C] Thn[°C]

(C)is 64 59 (50,40)
(AT)g 32 27
(AG)g 48 43
(CA) 48 43
(GC) 64 59 (50,40)
(AAT)5 30 25
(AAG)s 40 35
(CAC)s 50 45
(GCC) 60 55 (40)
(AATG), 40 35
(GACA), 48 43
(GATA), 40 35
M13con 50 45
33con 54 49

Da die Hybridisierungen mit (C).6 und (GC)g bei 59°C keine Signale zeigten, wurden de beiden
Oligonukleotide in zusatzlichen Versuchen bei 40° und 50°C hybridisiert.

Chemikalien und Lésungen

Oligonukleotid-Sonde: 5’-endmarkiertes Oligonukleotid, 10 pmol/ul
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Oligo-Hybridisierungsmix bestehend aus: 5 x SSPE, 5 x Denhardts, 0,1% SDS, 1% BSA
20 x SSPE: 3 M NaCl, 0,2 M MRG;, - H,0, 0,02 M NaEDTA, pH 7,4
50 x Denhardts: 5 g Ficoll (Typ 400), 5 g Polyvinylpyrrolidon

6 x SSC: 300 ml 20 $SC add 1000 ml

20 xSSC: 3 M NacCl, 0,3 M NgeCitrat - 2H,0, pH 7,0

Durchfuhrung

Denaturierung und Hybridisierung
— Die Hybridisierungslésung fur 140/OT setzte sich aus| Oligonukleotid-
Hybridisierungsmix und ful Oligonukleotid-Sonde zusammen

— Alle anderen Arbeitschritte der Denaturierung und Hybridisierung erfolgten wie unter
Abschnitt2.6.1.1angegeben

- Praparate Uber Nacht in einer feuchten Kammer hebIC hybridisieren

Post-Hybridisierungs-Waschung

— Fixogum vorsichtig vom OT ldsen, und diesen in 6 x SSC stellen bis sich das DG vom OT
gel6st hat

- OT 3mal je 20min in 6 xSSC bei RT spilen

Stringenz-Waschung

— OT 3minin 6 xSSC bei T-(5 bis 10)°C waschen
— OT 3minin 6 xSSC bei RT spilen

2.6.1.3 Hybridisierungen mit getailten Oligonukleotiden

Die Hybridisierung des getailten Oligoruklectids flr die Arabidopsis-Teomer-Sequenz basiert
auf dem Protokadl von Schwarzacher und Heslop-Harrison (1991 und erfolgte wie von Gortner
et al.(1998)fir Cicer arietinumbeschrieben.

Das getailte Mikrosatelliten-Motiv (C);6 hingegen wurde unter den Bedingungen fur die 5'-
endmarkierte Oligorukleotide hybridisiert und gewaschen, was fur ein getailtes Hexadekamer mit
100% GC-Gehalt als niedrigstringent anzusehen ist.

Chemikalien und Lésungen

20 xSSC: 3 M NacCl, 0,3 M NgeCitrat - 2H,0, pH 7,0

50% (w/v) Dextransulfat in Aqua dest.

10% (w/v) SDS

getailtes Oligonukleotid, 7-10 pmol/ul

Poly(A)-Lésung, 10 mg/ml (Bohringer Mannheim)

Formamid-Lésung: 25% (v/v) deionisiertes Formamid (Biomol) in 2 x SSC
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Durchfuihrung

Denaturierung und Hybridisierung

Die Hybridisierungslosung fur 10 pl/OT setzte sich zusammen aus. 25% (v/v) delonisiertes
Formamid, 2 x SSC, 10% (w/v) Dextransulfat, 0.5% (v/v) SDS, 1 pmol/ul getailtes
Oligonukleotid und 0,1 mg/ul Poly(A)-Losung.

Alle anderen Arbeitschritte der Denaturierung und Hybridisierung erfolgten wie unter Abschritt
2.6.1.1angegeben.

Post-Hybridisierungs- und Stringenz-Waschung

— Fixogum vorsichtig vom OT ldsen, und diesen in 2 x SSC stellen bis sich das DG vom OT
gel6st hat

- OT 5 min in 25%iger Formamid-Ldsung bei 37°C waschen

- OT 2mal je 5minin 2 x SSC bei 37°C spilen

2.6.2 Detektionssysteme

Um die hybridisierten Sondenmolekiile nachzuweisen, wurden sie entweder direkt oder indirekt
mit Hilfe des Avidin/Biotin-Systems oder mit Anti-Digoxigenin- und weiteren Fluorochrom-
konjugierten Antikorpern detektiert.

2.6.2.1 Direkte Detektion

Fur die direkte Detektion ist nach der Hybridisierung und Stringenzwaschung kein zusétzli cher
Arbeitsschritt notwendig. Die Préaparate konnen umgehend untersucht werden.

2.6.2.2 Avidin/Biotin

Die beiden Molekile Avidin und Biotin haben eine sehr hohe Bindungsaffinitét und eignen sich
daher besonders gut als histochemisches Nachweisg/stem. Biotin-markierte Sonden lassen sich
durch Inkubation mit Avidin-Molekilen sichtbar machen, indem letztere mit einem
Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die am haufigsten verwendeten Fluorochrome sind FITC
(grin/gelb), TRITC (rot) oder Cy3 (rot).

Be Zidseguenzen, die nur in geringer Kopienzahl vorliegen, ist es notwendg, die Intensitét der
Fluoreszenz am Ort der Hybridisierung (Signal) zu erhdhen. Dazu inkubiert man nach der ersten
Lage Fluorochrom-gekoppeltem Avidin zusétzlich mit Biotin-makierten Anti-Avidin-Antikorpern
und dann wiederum mit Fluorochrom-gekoppeltem Avidin, und erhélt so ene Verstérkung cer
Fluoreszenzsignale, was als Sighalamplifikation bezeichnetRiiniétel et al. 1986)

Zur Detektion der mittelreptitiven Gene der 18S-25S RNA genligte ene enfache Amplifikation,
bestehend aus 2 Lagen FITC-konjugiertem Avidin. Fir den Nachweis der nur in geringer
Kopienzahl vorliegenden Phaseolin-Gene hingegen waren bis zu 4 Lagen FITC-gekoppetem
Avidin notwendig Abbildung 2.
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Sonde,
Avidin-FITC Anti-Avidin-Biotin Biotin-markiert

Abbildung 2: Detektionsschema der Signalamplifikation im Avidin/Biotin-System (4 Lagen)

Material, Chemikalien und Lésungen

BT-Puffer: 0,05% (v/v) Tween 20(Fluka) in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat pH 8,3
Blockierungs-Lésung-1: 5% (w/v) BSA (Sigma, A-7906) in BT-Puffer
Avidin-FITC-Lésung-1:

Avidin DN-FITC (Vector) 1:100 verdinnt (5 pg/ml) in Blockierungs-Lésung

alternativ wurde auch ExtrAvidin-FITC (Sigma) oder ExtrAvidin-TRITC (Sigma) verwendet
Blockierungs-L6ésung-2: 5% (w/v) Ziegenserum in BT-Puffer
Anti-Avidin-Lésung:

Anti-Avidin D (Vector) 1:50 verdinnt (10 pg/ml) in Blockierungs-Ldsung-2
Avidin-FITC-L6sung-2:

Avidin DN-FITC (Vector) 1:50 verdiinnt (10 pg/ml) in Blockierungs-Lésung-1

alternativ wurde auch ExtrAvidin-FITC (Sigma) oder ExtrAvidin-TRITC (Sigma) verwendet

Durchfuihrung

Detektion und Signalamplifikation im Avidin/Biotin-System erfolgte nach Pinkel €1286)
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Die Waschschritte, Blockschritte und Antikorper-Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer
beé RT (Oligorukleotide) bzw. be 37°C (klonierte Sequenzen) durchgefiihrt. Die
Volumenangaben verstehen sich pro Objekttrager (OT).

Préparate 8nin in BT-Puffer &quilibrieren

=

. Lage: Detektion mit Avidin-FITC

100 pl Blockierungs-L6ésung-1 auftropfen und 5 min blocken

Lésung abschitteln, 50 ul Avidin-FITC-Ldsung-1 auftropfen, DG auflegen und 60 min
inkubieren

— 3 mal 5 min in BT-Puffer waschen

Signalamplifikation

Anti-Avidin-Biotin

— 100 plI Blockierungs-Losung-2 auftropfen und 5 min blocken

— Lo6sung abschiitteln, 50 pl Anti-Avidin-Losung auftropfen, DG auflegen und 45 min
inkubieren

— 3 mal 5 min in BT-Puffer waschen
2. Lage: Avidin-FITC

— 100 plI Blockierungs-Losung-1 auftropfen und 5 min blocken

— Ldsung abschiitteln, 50 ul Avidin-FITC-LAsung-2 auftropfen, DG auflegen und 60 min
inkubieren

— 3 mal 5 min in BT-Puffer waschen

Die Sigralamplifikation wurde je nach Signal-Hintergrund-Verhétnis bis zu zweimal wiederhdit,
bevor die Chromosomen mit DAPI gefarbt wurden (vgl. AbscRrift

2.6.2.3 Signalamplifikation fir Digoxigenin-markierte Sonden

Zur Detektion von Sonden, die mit Digoxigenin (DIG) markiert sind, verwendet man generell
Anti-DIG-Antikorper. Handdt es sch be der nachzuweisenden Zielsequenz um ene hoch- oder
mittel-repetitive Sequenz oder ist die Lange des verwendeten Sondenmolekiils relativ gro (z. B.
Cosmid- oder YAC-Klone), reicht eine Lage Fluorochrom-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper
meist aus.

Liegen de Zidseguenzen dagegen rur in geringer Kopienzahl vor oder werden sehr kurze
Sondenmolekiile verwendet, ist eine Vertstérkung des Signals natwendig. Im einfachsten Fall
verwendet man dazu Fluorochrom-gekoppelte Anti-DIG-Antikorper, z. B. aus der Maus, und
verstérkt das Signal mit einer zweiten Inkubation mit Fluorochrome-konjugiertem Anti-Maus-
Antikorper. Durch Einfigen eines Digoxigenin-gekoppeten AntikOrpers |&8% sich ene
dreischichtige Kaskade bestehend aus Maus-Anti-DIG-, Anti-Maus-DIG- und Fluorochrom-
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gekoppeltem Anti-DIG-Antikorper (Abhildung 3) aufbauen. Diese Kombination von Antikopern
wird als Set unter dem Namen ,, Fluorescent Enhancer Set for DIG Detectiont® kommerzidl von
der Firma Boehringer Mannheim angeboten. Prinzipidl liele sich de Kaskade durch
zwischgeschaltete, abwechsdnde Lagen von Maus-Anti-DIG und DIG-Anti-Maus und nah
weiter ausbauen. Da die natwendigen Antikérper aber deutlich korezentrierter eingesetzt werden
als die entsprechenden Agenzien beim Avidin/Biotin-System und dariiber hinaus vergleichsweise
teuer sind, wurde darauf verzichtet.

Fir den Nachweis der Teomer-Sequenz mit Hilfe des Digoxigenin-getailten Oligorukleotids
wurde, wie in der Arbeit von Gortner et al. (1998 beschrieben, eine dreischichtige Detektions-
Kaskade verwendefpbildung 3.

¥ ¥
%@Q e
Anti-Maus-DIG
%Q Antikdrper

Maus-Anti-DIG
Antikérper

Sonde,
Digoxigenin-markiert

Anti-DIG-FITC
Antikorper

o

Abbildung 3: Dreischichtiges Detektionsschema fiir Digoxigenin-markierte Sonden

Material, Chemikalien und Lésungen

DIG-Puffer-1: 100 mM Maleinsaure, 150 mM NacCl, pH 7,5
DIG-Puffer-1/Tween: 0.2% (v/v) Tween 20® (Fluka) in DIG-Puffer-1
DIG-Puffer-2: 0.5 % (w/v) DIG-Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim) in DIG-Puffer-1
Maus-Anti-Digoxigenin -Lésung:
Maus-Anti-Digoxigenin-AK (monoklonal) 1:300 verdiinnt (0,3 pg/ml) in DIG-Puffer-2
Anti-Maus-DIG-Ldsung:
Digoxigenin-gekoppelter Anti-Maus-AK (F(ab’)2-Fragment) 1:8 verdinnt (25 pg/ml) in DIG-
Puffer-2
Anti-DIG-FITC-L6sung:
FITC-gekoppelter Anti-Digoxigenin-AK (Fab-Fragment) 1:8 (25 pg/ml) in DIG-Puffer-2

Durchfuihrung

Waschschritte und Antikorper-Inkubationen wurden in ener feuchten Kammer bei RT
durchgefiihrt. Di&/olumenangaben verstehen sich pro Objekitrager (OT).
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Praparate &nin in DIG-Puffer-1 aquilibrieren

Maus-Anti-DIG

— 100 pl DIG-Puffer-2 auftropfen, DG auflegen und in feuchter Kammer 15 min blocken

- DG abschiutteln, 50 pl Maus-Anti-Digoxigenin -Losung auftropfen, DG auflegen und 60 min
inkubieren

— 3 mal 5 min in Kiivette mit DIG-Puffer-1/Tween waschen

Anti-Maus-DIG

— 300 pl DIG-Puffer-2 auftropfen und 5 min blocken

— Puffer abschutteln, 50 pl Anti-Maus-DIG-Ldsung auftropfen, DG auflegen und 45 min
inkubieren

— 3 mal 5 min in Kiivette mit DIG-Puffer-1/Tween waschen

Anti-DIG-FITC

— 300 pl DIG-Puffer-2 auftropfen und 5 min blocken

— Puffer abschitteln, 50 pl Anti-DIG-FITC-L6sung auftropfen, DG auflegen und 45 min
inkubieren

- 3 mal 5 min in Kiivette mit DIG-Puffer-1/Tween waschen
Anschlieend werden die Chromosomen, wie im Abschnitbeschrieben, mit DAPI gefarbt.

2.6.2.4 Digoxigenin-Biotin-Amplifikations-System

Um die sehr kurzen Sequenzen von Oligorukleotiden nachzuweisen, wurde én vonDr. T. Becker
(personliche Mitteilung) vorgeschlagenes ,, Hybrid“-System zur Signalamplifikation von DIG-
markierten Sonden (Kohler 1992 eingesetzt. Dazu erfolgte én erster Inkubationssghritt mit
Maus-Anti-DIG-Antikorper und en zweiter Schritt mit Biotin-gekoppetem Anti-Maus-
Antikorper. Darauf aufbauend fahrt man gemdld dem Avidin-Biotin-Amplifikationschema
(Abschnitt 2.6.2.2) fort. Damit verbindet man DIG-markierte Sonden mit der einfachen und
kostengiinstigen Signalamplifikation des Avidin-Biotin-Systems. Diese Kombination soll im
folgenden als , Digoxigenin-Biotin-Amplifikations-System® oder kurz DBA-System bezechnet
werden Abbildung 4.
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! Sonde,
Avidin-FITC Anti-Avidin-Biotin Digoxigenin-markiert

Abbildung 4: Schema des Digoxigenin-Biotin-Amplifikations-System (DBA-System)

Material, Chemikalien und Lésungen

Maus-Anti-DIG-L6sung:

Maus-Anti-Digoxigenin-AK (monoklonal) 1:300 verdiinnt (0,3 pg/ml) in DIG-Puffer-2
Anti-Maus-Biotin-L&sung:

Biotin-gekoppelter Anti-Maus-AK, F(ab’)2-Fragment, 1:300 verdinnt (1,7 ug/ml) in DIG-Puffer-2
Avidin-FITC-Lésung-1:

Avidin DN-FITC (Vector) 1:100 verdiinnt (5 pg/ml) in DIG-Puffer-2
Anti-Avidin-Lésung:

Anti-Avidin D (Vector) 1:50 verdinnt (10 pg/ml) in DIG-Puffer-2
Avidin-FITC-L6sung-2:

Avidin DN-FITC (Vector) 1:50 verdiinnt (10 pg/ml) in DIG-Puffer-2

Durchfuihrung

Das Protokdl des DBA-Systems entspricht dem fur die dreischichtigen Signalamplifikation fur
DIG-markierte Sonden (Abschnit6.2.4, aber mit folgenden Antikdrpern:

— 1. Schicht: Maus-Anti-DIG-Ldsung

— 2. Schicht: Anti-Maus-Biotin-Ldsung

— 3. Schicht: 1. Lage Avidin-FITC-L6sung
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Signalamplifikation

— 4. Schicht: Anti-Avidin-L6sung
- 5. Schicht: 2. Lage Avidin-FITC-L6sung

Die Signalamplifikation wurde je nach Signal-Hintergrund-Verhétnis, einmal wiederhdt, und de
Chromosomen anschlieRend mit DAPI gefarbt (vgl. AbscBrjt

2.7 Mikroskopie und Bild-Dokumentation

DAPI-Farbung

Nach der Detektion wurden de Chromosomen mit dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff
4'.6-Diamidin-2-phenyl-indd (DAPI) gefarbt und fir die Untersuchung eingebeitet. Die
verwendeten Einbettmedien enthidten spezidle Substanzen wie Diazabicyclo[2.2.2]octan
(DABCO), die das Ausbleichen der Fluoreszenzsignale hinauszégern und damit stabiler machen.

Chemikalien und Lésungen

DABCO: Diazabicyclo[2.2.2]octan (Sigma)

DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenyl-indol 2HCI - H,0 (Serva)

Glycerin fir die Fluoreszenzmikroskopie (Merck, 4095)

DAPI-Stammlésung: 0,2 mg/ ml in Aqua dest.

DAPI-Farbeldsung: 20 ul DAPI-Stammlésung und 20 pl PI-Stammlésung in 60 ml PBS-Puffer

Einbettmedien waren entweder (a) Vectashield (Serva) oder (b) 1 Teil Tris-HCI pH 7,4 und 9 Teile
Glycerin mit 2,3% (w/v) DABCO und 0,02% NaN

Durchfuihrung

- frische DAPI-Farbeltsung herstellen und vor Licht geschutzt aufbewahren
— Praparate fur 10 min in Farbelésung an einen dunkeln Ort bei RT stellen
— OT kurz in BT-Puffer oder DIG-Puffer-1 absptilen und abtropfen lassen

- Praparate in jeweils 10 pl Einbettmedium einschlie3en und mindestens 30 min im Dunkeln
liegen lassen, bevor sie fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden

Die Préparate wurden mit einem Axioplan (Zes9g in Epifluoreszenz untersucht. Dazu wurden je
nach Farbstoff die entsprechenden Filtersatze verwehaetie §.

Tabelle 6: Verwendete Fluoreszenz-Filtersatze

Fluoreszenzfarbstoff Filtersatz
DAPI Zeiss 02
DAPI und Propidiumiodid Zeiss 02
FITC Zeiss 17 (Schmalband-Filter)
TRITC und Cy3 Zeiss 15

Zur Dokumentation der mikroskopischen Bilder wurden zwei verschiedene Systeme a@ngesetzt.
Die intensive und stabile Fluoreszenz der Fluorochrom-Banderung lie3 sich gqut auf
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konventiondlem fotografischen Wege dokumentieren, wahrend de schwachen, schndl
ausbleichenden Signale der FISH mit Hilfe einer gekiihlten CCD Kamera festgehalten wurden.

Fotografie

Die Fluorochrom-Banderung mit dem Gemisch von DAPI und Propidiumiodd wurde mit einer
MC100Kamera (Zeis9 fotografiert und auf Farbnegativfilm (Ultra 50, Agfa) oder Diafilm (Elite
I 100, Kodak) aufgenommen. Anschlielend wurden de Papierabziige mittds enes
Flachbettscanners (Argus Il, Agfa) bei 600 dpi bzw. die Dias mit einem Filmscanner (Phato
Scanner, Hewlett Packard) bel 1200 dpi in enen Personal Computer eingescannt. Nach
Anpasaing vonHelli gkeit und Kontrast wurden und de Einzelbilder der Chromosomen mit einem
Bildbearbeitungsprogramm (Photoshop, Adobe) elektronisch zu Bildtafeln montiert.

Elektronische Bilderfassung und Bildbearbeitung

Die Dokumentation der Signale der FISH erfolgte mit einer gekiihiten 12 bit Schwarzweil3 CCD-
Kamera (CH250A, Kodak CCD Chip KAF140Q Grade 3, Auflésung 1317x 1035Pixd, Pixd-
Grof3e 6,8 x 6,8 um, Phatometrics). Diese besitzt sdbst im Vergleich zu hdchstempfindichen
fotografischen Filmen mit 3200 ASA noch eine ca. 100Gach hdtere Lichtempfindichket (pers.
Mittellung, Photometrics), und erlaubt daher Aufnahmen von extrem schwachen
Fluoreszenzsigralen. Die Aufnahmen der CCD-Kamera wurden mit einem Macintosh Computer
(Quadra 650, Apple) von dem Bildverarbeitungsprogramm IPLab Spectrum (Signal Analytics)
gesteuert. Typischerweise wurden de enzenen Schwarz-Weil3-Bilder dann mit Hilfe der
Programm-Erweiterung ,, Multiprobe® von IPLab Spectrum enzeln in Rot, Grin odx Blau
engefarbt, die Signalverschiebung karigiert, Helligkeit und Kontrast angepaldt und de
Einzdaufnahmen zu enem (berlagerten Bild zusammengeflgt, um die Position der
Hybridisierungssgnale auf den Chromosomen zu zeigen. Die Erstelung der Bildtafeln erfolgte
mit dem Bildbearbeitungsprogramm (Phatoshop, Adobe). Die Parameter der Préparate und
Aufnahme wurden mit dem Datenbankprogramm FileMaker Pro (Claris) in einer eigens dazu
erstellten Datenbank verwaltet.

2.8 Karyotypisierung

Zur Karyotypisierung wurden de Bilder der Chromosomen von 11 nahezu vollstandigen Kernen
ausgewertet. Um alle Chromosomen eines Kernes zu erfasen, waren meist bis zu finf Bilder
naowendg. Weiterhin machte es die rdativ groRe Dicke der Chromosomen von ca. 5pum
(gemessen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop, Leica) notwendig, ein Objektiv mit
geringer (16facher) VergrolRerung und gol3er Tiefenscharfe eénzusetzen. Erst damit war es
maddlich, alle Detail s der Chromosomenmorphdogie aus den verschiedenen Ebenen in einem Bild
zu dokumentieren.

Zur Auswertung wurden de Bilder zu einem sog. , Karyotyp-Navigator” zusammengestellt.
Dieser bestent aus einer Sammiung vonDateien in HTML-Format, in der die Bilder strukturiert
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und durch Hyperlinks miteinander verbunden dargestdit werden. Die Konwertierung cer
Orginalbilder aus dem |IPLab-eigenen Bildformat in das komprimierte JPEG-Format erfolgte mit
dem Programm Grafikkonwverter (Lemke Software). Die HTML-Seiten wurden zum grof3ten Tell
mit den HTML-Editoren der Programme Netscape Navigator Gold 3 Beta und Communicator
Beta 4.04 (Netscape) erstdlt oder direkt in einem ASCII-Editor (Notepad, Microsoft)
geschrieben.

Fir die Langenmesaungen der Chromosomen anhand der eektronisch erfaldten Bilder, wurden de
Bil dverarbeitungsprogramme IPLab Spectrum (Signal Analytics) und Scion Image (Scion Corp.,
Frederick, USA) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Praparation

Gegenliber den bisherigen Prdparationsmethoden (Nagl 1974 Baumann 1991 Nenno 1992
Nenno et al. 1994 wurden folgende zwei Anderungen eingefiihrt: Erstens wurden sowohl das
Wassern der fixierten Samen als auch das Spulen in Aqua dest. nach dem Herauspraparieren und
der Mazeration der Gewebestiicke auf eine Dauer von 24 h ausgedehnt. Zweitens wurde jede
einzene Zdle von dx Zdlwand befreit und einer 15-20minitigen Mazeration in 45% Essgsaure
unterzogen, noch bevor sie gequetscht und de Chromosomen gespreitet wurden. Diese
MalRnahmen bewirkten zum einen, dal3 das Nukleoplasma der Zdlen durchsichtiger wurde, aber
vor allem, daR die Viskositét des gall ertartigen Nukleoplasmas verringert wurde. Erst dadurch
konrte éne gute Spreitung der Chromosomen erzielt werden (Abbildung 5). Ferner traten auch
be etwas darkerem Quetschen vergleichsweise sdten Chromosomenfragmente auf, und de
Nukleolus-organisierenden Chromosomen blieben zumeist vollstandg erhalten und am Nukleolus
hangen.

3.2 Definition von ,Euchromatin“ und ,Heterochromatin“

Berets be der Praparation unter dem Stereomikroskop war zu erkennen, dall die
Polyténchromosomen nicht in allen Suspensorzellen geich stark kondensiert vorlagen. Noch
deutlicher lieBen sich dese Unterschiede anhand der Helligkeit im Phasenkorstrast-Mikraskop
beobachten.

Be etwa 90% der Kerne lief3en sich an den Chromosomen drel unterschiedlich helle Abschritte
feststellen. Im Centromerbereich befand sich meist ein besonders heller Bereich und an den Enden
in dr Regd sehr dunke bis shwarz erscheinende punktférmige Strukturen. Die dazwischen
liegenden Bereiche eschienen in einem mittleren Grau, das etwas dunkler war als der Hintergund
(Abbildung ).

Nach Hetz (1928 werden solche Bereiche als heterochromatisch bezeichret, die auch wahrend
der Interphase kondensiert bleiben und sich starker anférben als die Masse des Euchromatins.
Wendet man den ersten Teil der Definition auf die oben erwahnte Beobachtung an, so &/ sich
daraus fur die Polytdnchromosomen von Phaseolus cocdneus, die Interphasechromosomen
darstellen, folgendes ableiten:

Die stark lichtbrechenden und daher hellen Abschritte der Centromerregion sowie die dunkien
punktformigen Strukturen der Chromosomenenden stellen dcht gepacktes (kondensiertes)
Chromatin dar und werden im folgenden als heterochromatisch angesehen. Die
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Abbildung 5: Polytanchromosomen aus dem Embryosuspensor und M etaphasechromosomen aus
Wurzdspitzen vonPhaseolus cocdneus cv. Preisgewinner. () Kern mit 22 Polytanchromosomen
direkt nach der Quetschpraparation im Phasenkortrast. (b und c) Vergleichende Darstellung von
Eu- und
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Heterochromatin der Polytanchromosomen im Phasenkorstrast bzw. nach DAPI-Farbung. (c) Im
Phasenkortrastbild sind heterochromatische Bereiche entweder stark lichtbrechend oder dunkd,
wahrend de eichromatischen Bereiche in mittleren Grau erscheinen. (c) In der Schwarzweil3-
Darstdlung dr DAPI-Fluoreszenz des gleichen Kerns wie in (¢) erschenen de
heterochromatische Bereiche im Centromerbereich und an den Enden stérker angeféarbt (mittleres
Grau bis Weil3) als die dazwischenliegenden euchromatischen Abschnitte (Dunkelgrau). Die
Chromosomen sind in (b) und (c) zum Tell stark gestreckt. (d) 22 Metaphasechromosomen im
selben Maf3stab wie Polytdnchromosomen. Mal3stab entspricht 10 pum.

dazwischenliegenden Chromosomenabschnitte, die weder stark lichtbrechend nah dunkd
erscheinen, stellen lockeres (dekondensiertes) Chromatin dar und sind damit als euchromatisch
anzusehen.

Vergleicht man de Hédligketsvertelung innerhalb der Chromosomen eines Kerns im
Phasenkortrast mit der Fluoreszenzintenstitét nach DAPI-Farbung, so 183 sich eine weitgehende
Ubereinstimmung beobachten. Die nach cbiger Definition heterochromatischen Bereiche farben
sich mit DAPI stérker an als die dazwischenliegenden euchromatischen Chromosomenabschnitte
(vgl. beschriftetes ChromosomAbildung = und d).

3.3 Morphologische Merkmale der Polytanchromosomen

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dal? die Morphdoge der Polyténchromosomen vonPhaseolus
cocdneus sehr variabd san kann, was woh ihre Gesamtlange als auch de Vertelung
heterochromatischer Banden/Querscheiben im Euchromatin betrifft (Nagl 1965 Nagl 1967 Nagl
1981)

Es wurde daher nach anderen Merkmalen gesucht, die ene verlalichere Klassfizierung der
Chromosomen als bisher ermddichen. Insbesondere sollte éne indviduele Identifikation der
Polyténchromosomen in Praparaten nach Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ermédlicht
werden. Die Préparate fur die Karyotypisierung wurden daher derseben Vorbehandung mit
RNase und Pepsi/HCI unterzogen wie die FISH-Praparate und mit DAPI bzw. eénem be der
FISH gebréuchlichen Gemisch aus DAPI und Propidiumiodid gefarbt.

3.3.1 Centromernahes Heterochromatin (cHC)

Sowoh im Phasenkortrast als auch in der DAPI-Fluoreszenz war aufféllig, da3 von der
morphdogschen Variablitét der Polytdnchromosomen var alem die euchromatischen Bereiche
betroffen waren. Demgegeniiber zeigte sich de Auspragung des centromernahen
Heterochromatins (cHC) als vergleichsweise konstant. Insbesondere konrten an den cHC-
Bereichen vier verschiedene Merkmale festgestellt werden, die eneindvidudle Identifizierung der
Chromosomen erlaubteAlfbildung 9:
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Die Lage des Centromers
Ein oder zwei Banden, die sich mit DAPI starker anfarben lieRen als das restliche cHC
Eine oder mehrere sekundére Einschnirungen

A w DR

Bereiche mit Verbreiterung, d.h. die deutlich breiter bzw. beidseitig Uberstehend erscheinen

Euchromatin
77777 Bereich mit Verbreiterung
schwéchere DAPI-Bande (wDB)
centromernahels Centromer bzw. centromerische
Heterochromatin oder priméare Einschniirung (Cen)
(cHC) starke DAPI-Bande (sDB)
—— sekundére
77777 Einschniirung (SES)
Euchromatin

Abbildung 6: Schematische Darstdlung dx vier Mekmae des centromernahen
Heterochromatins (cHC) die zur Identifizierung der Polytdnchromosomen von Phaseolus
coccineugyv. Preisgewinner verwendet wurden.

Die beiden erstgenannten Merkmale, die Lage des Centromers und de der DAPI-Banden, waren
be alen 11 Chromosomen zu beobachten. Allgemein ist der Bereich des Centromers (Cen) durch
e ne deutli che Einschniirung charakterisiert, die auch als,, primére Einschnirung* bezeichnet wird
(Darlington 1937). Beal zwei Chromosomen lag das Centromer mittig innerhalb des cHC wéahrend
es be den Ubrigen Chromosomen das cHC asymmetrisch teilte. In unterschiedlichen Absténden
vom Centromer lief?en sich im cHC DAPI-Banden beobachten, die aufgrund ihrer stérkeren
Fluoreszenz aus dem sie umgebenden cHC hervortraten. Jedes Chromosom wies zumindest eine
solche Bande auf, manche Chromosomen auch zwei. Wenn zwel DAPI-Banden varkamen, war
eine Bande stérker gefarbt (starke DAPI-Bande = sDB) als die andere Bande (schwéchere DAPI-
Bande = wDB).

Die beiden anderen Merkmale, sekundére Einschnirungen (SES) und beidseitig Uberstehende
Abschnitte des cHC, traten unabhangig voneinander nur bei einigen Chromosomen auf.

Wichtig ist anzumerken, dal3 sich de Lage des Centromers, die sekundéaren Einschniirungen und
die beidsdtig tiberstehenden Abschnitte auch ohre Vorbehandung erkenren lief3en. Die starken
und schwachen DAPI-Banden jedoch, lassen sich erst nach der Pepsin-Vorbehandung ceutlich
vom Rest des cHC unterscheiden.

Die chromosomenspezifische Ausprégung dr Merkmale des cHC erlaubte auch dann nach eine
Identifikation der meisten Chromosomen, wenn de Kerne unval standig waren. Dies ist besonders
wichtig, da nur selten alle Chromosomen eines Kerns auf dem Praparat verbleiben.
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Farbung mit DAPI und Propidiumiodid

Es zeigte sich, daf3 sich verschiedene Abschnitte der Polyténchromosomen mit einem Gemisch aus
DAPI und Propidiumiodid (DAPI/PI) differentiel anférben liel}en (Abbildung 7). Dazu wurden
die Préparate tber Nacht (oder langer) in der Farbeldsung inkubiert und bei UV-Anregung mit
einem Filtersatz fur die DAPI-Fluoreszenz betrachtet.

Euchromatische Bereiche wiesen danach eine dunkeblaue Farbung auf. Centromerisches und
telomerisches Heterochromatin (Abschnitt 3.3.3) hingegen erscheinen rosa. Besonders aufféllig
waren weil3e Banden im rosa geférbten cHC-Bereich einiger Chromosomen. lhre Lage ettsprach
der starken DAPI-Banden (s.0.). Be der DAPI/PI-Farbung hdoen sich de starken DAPI-Banden
somit nicht nur aufgrund ihrer groReren Heligkeit, sondern auch durch ihre farbliche

Differenzierung deutlich vom Rest des cHC ab.

Abbildung 7: Differentidle Farbung dr Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus cv.
Preisgewinner mit enem Gemisch aus DAPI und Propidiumiodid bei UV-Anregung im Filtersatz
fur DAPI-Fluoreszenz. Euchromatin ist dunkelblau, Heterochromatin ist rosa bzw. weil3 gefarbt.
Ein Chromosom K ist hier be der Prdparation auseinandergerisen (Doppepfeil). Malistab
entspricht 2qum.
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3.3.2 Nukleolus-organisierende Region

In vdistandigen Kernen wurden immer 6 Chromosomen mit jeweils ener terminal gelegenen
Nukleolus-organisierenden Region (NOR) beobachtet. Meist war en Tel jeder NOR stark
dekondensiert, und mehrere solcher stark aufgelockerter Bereiche bildeten zusammen enen
grolRen Sammelnukleolus. Dieser lief} sich aufgrund seiner GrofRe und Struktur bereits ohre
Vorbehandung und Farbung im Phasenkortrast-Mikroskop erkennen (Abbildung 8). Die Form
eines Sammelnukleolus war variabe und reichte von rehezu kreisférmig bis unregemallig.
Anstdle énes Sammenukleolus aus 6 NORs kamen auch entsprechend mehrere kleinere
Sammelnukleoli vor, die dann aus den NORs von rur 2 his 5 Nukleolus-organisierenden(NO)-
Chromosomen bestanden. Ebenso konrien in @nem Ken en odxy mehrere klenere
Sammelnukleoli vorkommen und dennach einzelne NO-Chromosom einen eigenen Nukleolus
aushilden. Dal3 aber alle 6 NO-Chromosomen jewells einen separaten Nukleolus ausbil deten,

wurde nicht beobachtet.

Abbildung 8: Sammenukleolus mit sechs Nukleolus-organisierenden Chromosomen (Paa A, |
und K). Die kleinen punktférmigen schwarzen Strukturen (Pfeile) werden von telomerischem
Heterochromatin gebil det (s. Abschnitt 3.3.3). SNuk= Sammenukleolus. Mal3stab entspricht 10
pm.
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3.3.3 Telomerisches Heterochromatin (tHC)

An den Enden fast aller Polytdnchromosomen lielen sich punktformige Verdichtungen von
Chromatin erkennen, die im Phasenkortrast schwarz bzw. in der DAPI-Fluoreszenz sehr hell
erschienen (vgl. Abbildung 8 und Abbildung 9). In ihrem Vorkommen und ihrer Auspragung
entsprechen de punktférmige Verdichtungen dem von Schweizer (19768 beschriebenen
telomerischen Heterochromatin. Die enzelnen ,Punkte’ des telomerischen Heterochromatin
(tHC) lagen je nach Kondensationzustand des umgebenden Chromatinbereiches unterschiedlich
dicht zusammen (vgl. Abbildung 9b). War das Chromatin aufgelockert, so waren de
punktformigen Strukturen des tHC enzeln erkennbar (Pfele). Erschien das Chromatin in
unmittelbarer Umgebung des tHC jedoch kondensiert, bildeten de punktformigen Sturkturen des
tHC eine dicht gepackte Anhéufung Diese Anhaufungen konren verschiedene Formen
annehmen, wie z. B. die einer Bandé\bbildung 9 (siehe Pfeilspitze).

Bei den NO-Chromosomen mit ihrem stark aufgelockerten Chromatinanteil der NOR liegt das
punktformig tHC scheinbar ,,auf* dem Nukleolus (vgl. Abbildung 9a, links). Vermutlich wird das
tHC beim Dekondensieren der NOR zur Seite gedrangt und kanmt nach dem Quetschen daher
auf dem Nukleolus zu liegen.

Abbildung 9: Tdomerisches Heterochromatin (tHC) be Polytanchromosomen von Phaseolus
cocdneus cv. Presgewinner. (@) punktformige Strukturen des tHC (Pfelle) am Ende énes
Chromosoms A im Phasenkortrast (links) und enes anderen Chromosoms A in DAPI-
Fluoreszenz (rechts). Be dem Chromosom im Phasenkortrast (links) scheint das tHC auf dem
Sammelnukleolus (SNuk) zu liegen. (b) Je nach Auflockerungszustand des umgebenden
Chromatinbereiches konren de punktformigen Verdichtungen des tHC einzeln erkennbar (Pfeile)
oder aber dicht gepackt (Pfeilspitze, links oben) sein. Maf3stab entspricht 10 um.
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3.3.4 Polytane Strukturen

Banderung

Eine Querbanderung dx Polytdnchromosomen war nur reativ sdten an en bis zwei
Chromosomen pro Kern zu beobachten. Die Banderung dehnte sich in der Regd nicht Uber die
gesamte Lange aus, sondern war auf unterschiedlich grol3e Teilbereiche beschrankt (Abbildung
10a).

Vielstrangige Langsstruktur

De vidstrangge Aufbau von Polyténchromosomen aus zahlreichen dcht nebeneinander
liegenden Chromatiden ist im allgemeinen im Lichtmikroskop aufgrund des zu geringen
Auflosungsvermdgens nicht direkt erkenrbar. Stark aufgelockerte Euchromatinbereiche,

hauptsachlich be  Chromosom A, lassen alerdings manchma  den  vidstranggen
Chromatidencharakter erahnébbildung 1M).

Abbildung 10: Bénderung und \édstréngige Langstruktur der Polytanchromosomen von
Phaseolus cocdneus cv. Preisgewinner nach Féarbung mit DAPI. (a) Banderung in eénem
Teilbereich eines Polytanchromosoms. Die VergrofRerung zeigt den Ausschritt sowoh der DAPI-
Fluoreszenz als auch im Phasenkortrast. (b) Stark aufgeockerte Euchromatinbereiche von
Chromosom A mit einem Bereich in dem die vidstrangge Langsdruktur sichtbar wird
(Pfeilspitze). Mal3stab entspricht jeweils 10 pum.
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3.4 Karyotypisierung

Da es sch bel der Identifizierung der Polyténchromosomen anhand der Auspragung des cHC um
eine neue Art der Klassfizierung der Polytanchromosomen handelt, werden sieim folgenden richt
wie nach Nagl (1967) mit den rOmischen Ziffern I-XI, sondern mit den Buchstaben A bis K
bezeichnet.

3.4.1 Langenmessungen

Als Grundage fur die Beschrebung eines Karyotyps dient traditiondl die Gesamtléange der
Chromosomen und das Verhdltnis ihres langeren zum kirzeren Arm. Be der Darstelung im
Karyogramm und Idiogramm werden de Chromosomen entsprechend ihrer Gesamtlange sortiert
angeordnet (vom Grofiten zum Kleinsten) und der kiirzere Arm nach doen ausgerichtet. Um auch
die Polytanchromosomen nach desem gangigen Schema darzustdlen, wurden de Armlangen und
die Armlangenverhdltnisee emittdt, auch wenn dese variieren konren (vgl. 3.3). Zusétzlich
wurden die Langen der Bereiche des cHC bestimmit, fur die bisher keine Angaben vorlagen.
Die Langenmesaungen wurden an Polytanchromosomen von df Kernen nach Vorbehandung mit
RNase und Pepsin/HCI sowie anschliel3ender Farbung mit DAPI bzw. mit DAPI/PI durchgeftihrt.
Die dekondensierten Chromatinbereiche der NORs wurden nicht mitgemessn, da sie sich in der
Regd zu eénem Sammenukleolus zusammenschliel3en. Extreme Werte der Armlangen, die sich
anhand der morphdogischen Veranderung (z.B. Verjingung im Euchromatin) off ensichtlich auf
praparationsbedingte Streckung, Stauchung odxr Torsion zurtickfihren lief3en, wurden nicht
berticksichtigt. Die Identifikation der Chromosomen und Arme egab sich aus der jewels
spezifischen Auspragung ihres cHC (vgl. Abschidt®1und3.4.2.

Aus den Armléngen wurden de Gesamtlénge des Chromosoms, das Armlangenverhdtnis (r), der
Centromer-Index (i) und der prozentuale Antell des jeweiligen Chromosoms, bezogen auf die
haploide Komplement-Lange (HKL), errechnet (Tabelle 7). Die Position des Centromers (CP)
wurde anhand des Armlangenverhéltnis nach Levan @i%4)bestimmit:

Centromerposition (CP)  Armlangenverhaltnis

mediane Region (m) >1,0 bis 1,7
submedian (sm) >1,7 bis 3
subterminal (st) > 3,0 bis7
terminale Region (t) > 7 bisco

Ferner wurde aus den Langen des cHC auf dem jewell s kurzen bzw. langen Arm die Gesamtlange
des cHC und das Verhdltnis der Léngen sowie der prozentuale Antell des cHC an der
Gesamtléange des Chromosoms, des gesamten cHC aller Chromosomen und bezogen auf die HKL
ermittelt (Tabelle §.
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Demnach besteht der Karyotyp aus acht Chromosomen mit median liegendem Centromer (m)
[Chromosomen C, D, E, F, G, H, I, J], einem nit subterminalen Centromer (st) [Chromosom B]
und zwel mit dem Centromer in der terminalen Region (t) [Chromosomen A und K], woraus sch
die Karyotypformd: 8 m+ 1 st + 2 t ergibt. Die mittleren Chromosomenlangen liegen zwischen
maximal 95 + 24 um [Chromosom A] und minimal 56 £ 12 pm [Chromosom K]. Die HKL
wurde mit 828t 167 um berechnet.

Unter Einbeziehung der Standardabweichung variieren de Armléangenverhditnisee der 8
Chromosomen mit median gelegenen Centromer zwischen ca. 1,0 und 1,7 (vgl. Tabdle 7). Dies
bedeutet, dal3 die beiden Arme dieser Chromosomen mehr oder weniger gleich lang sind. Bel
solchen Chromosomen kann daher eine ungleichméliige, préparationsbedingte Streckung leicht zu
einer Umkehr des Armlangenverhaltnisses fiihren.

Die Auswertung der Langenmesaiungen der Bereiche cHC weist den gréf3ten mit einer Lange von
25+ 6 um [auf den Chromosom C] und cen Keinsten cHC-Bereich mit einer Langevon3 £ 1 um
[auf Chromosom A] aus. Die Summe der cHC-Langen aller f Chromosomenpaae liegt bei 183
+ 35 um. Damit betrégt der Anteil der Summe aller cHC-Bereiche an der HKL 22,1 %.

Tabelle 7: Morphometrische Daten des Karyotyps der Polytanchromosomen von Phaseolus
cocaneus cv. Preisgewinner. Die Mel3werte der Armlangen sind als Mittedwert (x) mit
Standardabweichung (s) angegeben. Daraus wurden errechnet: das Armléngenverhaltnis (r = g/p),
der Centromerindex (i =[(100 * p)/(p+qg)]) und dxr Antel der Chromosomenldnge an der
haploiden Komplementlange (HKL). CP = Position ds Centromers: t =terminale Region,
st = subterminale Region, mmediane Region.

Armlangen Gesamt- | Armlangen-| Centromer{ Proz.| CP n
kurzer Arm langer Arm Lange verhaltnis Index HKL
() (@)
X s X s X s r i
Chr. [um] [um] [um] a/p [um] [um]
A 5814 89,2+ 22,7 | 94,6+23,9( 16,64+2,77| 58+1,1 | 11,4 t 8
B 18,7+ 2,9 72,1+11,1 | 90,9+ 13,5| 3,87+0,37 | 20,6+1,7 | 11,0 | st 7
C 38,1+ 8,2 46,4+ 12,0 | 84,6+18,8| 1,22+0,22 | 455+4,4 | 10,2 | m 7
D 35,5+ 11,2 425+11,2 | 78,0+21,4| 1,21+0,18 | 45,4+ 3,8 94| m 5
E 32,3+ 6,4 444+9,6 | 76,8+14,5( 1,40+0,26 | 42,2+4,9 9,3| m 9
F 31,829 41,8+ 8,3 73,5+7,7 | 1,33+0,30 | 43,6£6,4 89| m 5
G 31,0+8,9 40,5+84 | 71,5+159| 1,36+0,33 | 43,0+5,8 86| m 6
H 27,9+5,9 42,0+7,0 | 70,4+£12,9( 1,54+0,15 | 39,4+2,3 85| m 8
I 29,3+ 6,4 37,1+9,2 | 66,4+ 15,0| 1,27+0,19 | 44,3+3,7 80| m 7
J 30,1+ 3,1 35,4+ 4,7 65,6+7,3 | 1,18+0,11 | 46,0+ 2,2 79| m 7
K 54+1,8 51,4+ 14,6 | 55,8+ 16,2 | 10,68+ 3,56 9,4+3,5 6,7| t 5
HKL - - 828+ 167,1 - - 100,0
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Tabelle 8. Morphometrische Daten des centromernahen Heterochromatins (cHC) der
Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus cv. Preisgewinner. Die Mef3werte des cHC auf
dem kurzen bzw. auf dem langen Arm sind als Mittdwert (x) mit Standardabweichung (s)
angegeben. Daraus wurden errechnet: das Verhdltnis des cHC (cHC Verh. = [cHC auf langem
Arm]/[cHC auf kurzen Arm), der prozentuale Anteil des cHC bezogen auf die Gesamtlénge des
Chromosoms (a), auf die Summe aller cHC-Bereiche (b) und auf die haploide Komplementlange

(c).

cHC auf cHC cHC a b c n
kurzem Arm langem Arm Gesamt Verh.
Xts X ts X ts
Chr. [um] [um] [um] (%] [% | [%]
A 2,6+0,7 - 2,6+0,7 - 27 14 03| 9
B - 116+1,4 | 11,6+x1,4 - 12,8 6,3 14| 11
C 8,6+2,1 16,3+ 4,3 | 24,9+6,2 | 1,89+0,26 29,41 136 | 3,0| 8
D 4,7+15 6,8+ 2,2 11,5+£3,7 | 1,46+0,16 14,7 6,3 14| 6
E 15,6+ 1,7 7,5+1,8 23,1+2,7 | 0,48+0,11 30,1 12,6 | 2,8| 8
F 56+2,1 9,0+2,5 14,6+ 4,3 | 1,65+ 0,30 19,91 8,0 1,8 8
G 7,2+ 0,8 12,7425 | 19,7+2,3 | 1,84+0,58 27,6 10,8 | 24| 5
H 56+1,1 159+2,4 | 21,5+3,2 | 2,89+0,43 30,5 11,8 | 26| 5
I 7,2+ 0,8 8,0+ 0,9 152+1,6 | 1,11+0,09 229 8,3 19| 10
J 11,4+ 2,1 7,8+2,0 19,0+ 3,7 | 0,71+ 0,16 29,0 104 | 2,3 11
K - 19,0+ 4,9 | 19,0+4,9 - - 104 | 23| 9
Ges. - - 182,7+ 34,7 - - 100,0 | 22,1 | -

3.4.2 Chromosomenbeschreibungen

Als entscheidendes Merkmal zur individudlen Identifizierung der Polytanchromosomen wurde die
Auspragung ihres centromernahen Heterochromatins (cHC) herangezogen (vgl. Abschritt 3.3.1).
telomerisches Heterochromatin - oder  sekundére
Einschnirungen im Euchromatin stelten erganzende Merkmale dar. Die Lénge der Arme
(Abschnitt 3.4.1) spidte fur die Identifikation keine Rolle. Beziglich der Armléngen der
Chromosomen mit medianem Centromer muf3 hkericksichtigt werden, da3 sich de

Wetere Strukturen, wie ane NOR,

Langenverhdltnissee der Arme im Einzdfall durch préparationsbedingte Streckung umkehren
kann.

Zur Beschreibung jedes einzelnen Polyténchromosoms werden in den folgenden Abbildungen
jewells in der linken Bildhélfte zwe représentative DAPI- (a) sowie zwei DAPI/PI-geférbte
Chromosomen (b) gezeigt. Darin sind de Bereiche des cHC auf einer Seite des Chromosoms mit
ene Klammer eingefald® und de Position ds Centromers durch ene langere Linie
gekennzeichnet. Die Bereiche der NOR sind durch eine Klammer mit einer Doppdli nie markiert.
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Wesentliche Merkmale des cHC und anderer Bereiche sind bezeichnet. In der rechten Bildhélfte
sind de charakteristischen Merkmale schematisch zusammengefaldt. Fir die schematische
Prasentation der charakteristischen Merkmale wurde folgende Darstellung gewahlt:

» Chromatin nach Farbung mit DAPI (Abbildung a): Die Héelligkeit der DAPI-Fluoreszenz im
cHC ist durch entsprechende Graustufen und de des Euchromatin-Bereiches in dunklem Grau
dargestellt. Die stark fluoreszierenden DAPI-Banden (sDB) sind weil3 gelassen.

» Chromatin nach Farbung mit DAPI/PI (Abbildung b): wie im mikroskopischen Bild, sind das
cHC und telomerische Heterochromatin (tHC) in rosa, euchromatische Bereiche in dunkelblau
und die starken DAPI-Banden entsprechend ihrer Intensitat in hellgrau bzw. weif3 gehalten.

» Sekundéare Einschnirungen (SES) sind durch eine beidseitige Einkerbung wiedergegeben.

» Nicht regedmafiig erkennbare Strukturen sind in eckige Klammern gesetzt bzw. im Falle der
Centromere, mit waagerechten Linien gestrichelt.

» Punktférmige Verdichtungen des tHC sind durch drei grof3e Punkte symbolisiert.

» Die NOR ist diagorel schraffiert und zuséizlich in ene schwarze und eine weil}e Hélfte
unterteilt. Damit soll darauf hingewiesen werden, dal3 oftmals ein Tel der NOR kondensiert
und der andere gleichzeitig dekondensiert ist.

Der angegebene Mal3stab entspricht in allen Abbildungen 10 pm.
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3.4.2.1 Chromosom A

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschnirung (Cen) befindet sich in der terminalen
Region und ist in der Darstellung unterhalb des cHC-Blocks zu erkenn

Nur der kurze Arm trégt einen Block von cHC, der zudem im Vergleich zu
dem anderer Chromosomen verhdltnismallig Kein ist. Aulferdem zeigt es
eine sehr schmale starke DAPI-Bande (sDB).

Euchromatin

Der gesamte lange Arm besteht aus Euchromatin. Subtedlomer auf dem
langen Arm liegt ein Kleiner Bereich vonstérker kondensiertem Euchromatin
(KEC), der immer eine starkere DAPI-Fluoreszenz aufweist als das ihn
umgebende aufgelockerte Euchromatin. Der Bereich wird richt als
heterochromatin angesehen, da seine DAPI-Fluoreszenz immer geringer zu
schein scheint als die des cHC.

NOR

Die NOR befindet sich terminal auf dem kurzen Arm.

Telomerisches
Heterochromatin

Punktformige Verdichtungen des tHC kommen rur am kurzen Arm vor
(vgl. Abschnitt3.3.3.
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3.4.2.2 Chromosom B

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschniirung (Cen) liegt subterminal. Die Abbildungen
a und b zeigen das Centromer oberhalb des cHC-Blocks.

Im Gegensatz zu Chromosom A komnt das cHC bel Chromosom B nur auf
dem langen Arm vor. Es gliedert sichin zwe Telle, von denen der proximale
sehr markant ist. Er scheint immer Gber die sonstige Breite des Chromosom
hinauszuragen und wird voneiner breiten und stark fluoreszierenden DAPI-
Bande (sDB) ausgefillt. Durch ene sekunddre Einschnirung (SES)
getrennt, folgt distal der zweite Teil des cHC.

Euchromatin

Die auichromatischen Bereiche der beiden Chromosomenarme sind, wie auch
die der anderen Chromosomen, haufig préparationsbedingt gedehrt und
gekrimmt.

Telomerisches
Heterochromatin

Punktformige Verdichtungen des tHC finden sich an  beden

Chromosomenenden.
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3.4.2.3 Chromosom C

kl. sES

gr. sES —=

tHC —= F

.

¢

gr. sES

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschnirung (Cen) in der medianen Region ist immer
deutlich groR3er als die der anderen Chromosomen.

Auf dem kurzen Arm - der hier und bel den folgenden Chromosomen nach
oben ausgerichtet istefindet sich der kleinere Teil des cHC.

Der groliere Tel des cHC auf dem langen Arm 1&3t sich in zwel Zonen
entelen. Die proximale Zore zeigt in der Mitte ene kleine sekundére
Einschniirung (kl. sES) und weist in den meisten Fallen eine starke DAPI-
Fluoreszenz (sDB) auf. lhre Intensitét ist aber im Vergleich zu der von
starken DAPI-Banden anderer Chromosomen geringer. Sie ist daher im
Schema nicht weil3 sondern hdligrau dargestellt. Distal liegt eine dwas
groRere sekunddre Einschnirung (gr. sES) an de sich de zweite, kleinere
Zone des cHC im langen Arm anschlief3t.

Euchromatin

Geegentlich lassn sich in den euchromatischen Bereichen Andeutungen
einer Strukturierung beobachten.

Telomerisches
Heterochromatin

Beide Chromosomenenden weisen tHC auf.
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3.4.2.4 Chromosom D

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerischen Einschnirung (Cen) liegt in der medianen Region ces
Chromosoms.

Der Teal des cHC auf dem kurzen Arm ist kleiner als der Tall des cHC auf
dem unteren Arm.

Der cHC-Bereich auf dem langen Arm ist durch eine starke DAPI-Bande
(sDB) gekennzeichnet.

Euchromatin

Keine besonderen Merkmale

Telomerisches
Heterochromatin

THC tritt an den Enden beider Arme auf.

Bemerkung

Die Auspragung des cHC von Chromosom D @hndt der von Chromosom F.
Allerdings ist das cHC im langen Arm von Chromosom D kleiner als das
von Chromosom F und es ragt auch richt wesentlich Giber die sonstige Breite
des Chromosom hinaus (vgl. Abb. bei Chromosom F).
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3.4.2.5 Chromosom E

Centromerisches | Die centromerische Einschniirung (Cen) liegt in der medianen Region.

Heterochromatin
Der grolere Tell des cHC liegt auf dem kurzen Arm. Besonders aufféllig ist

ene schmale starke DAPI-Bande (sDB), die oftmals beidsetig Uber die
sonstige Breite des Chromosoms hinausragt. Proximal und dstal dieser
DAPI-Bande liegt jeweils eine sekundére Einschnirung (SES), von cenen
meistens nur die distal gelegene regelmafig erkennbar ist.

Der cHC-Block im langen Arm ist kleiner und erscheint in der Regd etwas
breiter als das sonstige Chromosom.

Euchromatin Im euchromatischen Teil des langen Arms &3t unregel méfidig eine sekundére
Einschnirung (SES) beobachten.

Telomerisches | THC ist an beiden Enden des Chromosoms erkennbar (in Abb. b allerdings
Heterochromatin | sehr schwach).
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3.4.2.6 Chromosom F

Centromerisches | Die Position der centromerischen Einschnirung (Cen) ist median.

Heterochromatin
Das kleine cHC-Bereich im kurzen Arm nimmt immer in etwa die Brete des

Chromosoms ein.

Der gréfkere cHC-Bereich im langen Arm hingegen ist breiter als die Gbrigen
Abschritte des Chromosoms. Aul¥erdem zeigt dieser cHC-Tell eine starke
DAPI-Bande (sDB).

Euchromatin Die eauchromatischen Bereiche beider Chromosomenarme zeigen je eéne
unregelmanig auftretende sekundare Einschnirung (SES).

Telomerisches THC kommt an den beiden Enden des Chromosoms vor.
Heterochromatin
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3.4.2.7 Chromosom G

Centromerisches
Heterochromatin

Die median liegende centromerische Einschnirung (Cen) l&fdt sich rur be
gestreckten Chromosomen deutlich erkennen (vgl. Abbildung b).

Der kleinere Tel des cHC im kurzen Arm fallt durch saine starke DAPI-
Bande(sDB) auf.

Der grofere cHC-Teil auf dem unteren Arm ist durch zwe Blocke (BI)
gekenrzeichnet, zwischen denen ein schwéacher fluoreszierender Bereich
liegt. Die Grole der beiden Blocke kann je nach Streckung variieren (vgl. in
Abbildung a und b).

Euchromatin

Keine besonderen Merkmale

Telomerisches
Heterochromatin

THC ist an beiden Chromosomenenden erkennbar (in Abbildung b nur z.T.
sichtbar).
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3.4.2.8 Chromosom H

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschniirung (Cen) liegt in der medianen Region des
Chromosoms und ist nicht immer deutlich ausgepragt.

Der kurze Arm tragt den kleineren Teil des cHC.

Auf dem langen Arm liegt der grofiere Tell des cHC, in dessen proximalem
Tel ene starke DAPI-Bande (sDB) auffdllt. Durch ene sekundére
Einschnirung (SES) getrennt, schlieflt sich dstal ein weniger stark
anfarbbarer Teil des cHC an.

Euchromatin

Keine besonderen Merkmale (beim rechten Chromosom in Abbildung b ist
der euchromatische Teil des langen Armes abgerissen)

Telomerisches
Heterochromatin

THC kommt an beiden Chromosomenenden vor.
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3.4.2.9 Chromosom |

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschnirung (Cen) befindet sich in der medianen
Region.

Charakteristisch fir das cHC auf dem kurzen Arms ist die breite und starke
DAPI-Bande (sDB).

Das cHC im langen Arm zeigt distal eine sekundare Einschnirung (sE

Euchromatin

Der euchromatische Bereich im kurzen Arm zeigt in der Regel eine
sekundare Einschnirung (SES).

Telomerisches
Heterochromatin

THC ist zwar an beiden Enden varhanden, aber am langen Arm &3t es sch
nur be stark gestreckten Chromosomen beobachten (vgl. Abbildung a, am
Chromosom ganz links, unten)

NOR

Die NOR liegt terminal auf dem langen Arm. Ein Tel des nukleolaren
Chromatins bleibt in der Regel kondensiert (wie auch bei Chromosom A und
K) und erweckt daher den Eindruck, als hande es sch um Heterochromatin
(vgl. Diskussion)

S).
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3.4.2.10 Chromosom J

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschnirung (Cen) liegt median und ist im Vergleich
zu der aler anderen Chromosomen auf¥r Chromosom K auf3ergewdhriich
deutlich ausgepragt. Das Centromer gliedert das cHC in zwe fast gleich
grol3e und symmetrische Teile.

Dieser Eindruck wird dadurch unterstiitzt, daf3 die cHC-Bereiche auf dem
kurzen und langen Arm proximal jeweils eine deutlich erkennbare DAPI-
Bande tragen. Dennach weisen de beiden cHC-Teile Unterschiede auf. Der
Tell des cHC auf dem kurzen Arm weist die stérke DAPI-Bande (sDB) und
distal von dieser eine kleine sekundére Einschnurung (sS) auf.

De cHC-Tel auf dem langen Arm hingegen ist kleiner und de
Fluoreszenzintensitat seiner DAPI-Bande (wDB) erscheint schwacher.

Euchromatin

Keine Besonderheiten.

Telomerisches
Heterochromatin

Das tHC an beiden Enden ist immer erkennbar.

Bemerkung

Abbildung b verdeutlicht den préparativ bedingten unterschiedlichen
Streckungsgrad der  euchromatischen Bereiche der Arme, wahrend de
Auspragung der cHC-Bereiche mehr oder weniger unverandert ist.
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3.4.2.11 Chromosom K

SDE —m

SES -
wDB —=

SES -7

Centromerisches
Heterochromatin

Die centromerische Einschnirung (Cen) liegt in der terminalen Region, ist
immer gut erkennbar, aber auch auf3erst fragil (s.Bemerkung).

Der kurze Arm wird nahezu vollstandig von der NOR ausgefillt.

Das cHC auf dem langen Arm gliedert sich in dei Abschnitte. Der erste
proximale Abschnitt zeigt eine schmale starke DAPI-Bande (sDB), an de
sich eine sekundére Einschnirung (sES) anschlief3t. Darauf folgt das zweite
Segment, in dem manchmal eine weitere, aber deutlich schwéchere DAPI-
Bande (WDB) zu erkennen ist. Daran schlief3t sich dstal wiederum eine
sekundére Einschnirung (SES) und d dritte Abschritt an, der etwas
weniger stark gefarbt erscheint.

Euchromatin

Keine besonderen Merkmale.

Telomerisches
Heterochromatin

THC &%t sich nur am Ende des kurzen Armes beobachten und auch rur be
gedehnter NOR (vgl. Abbildung b).

NOR

Die NOR befindet sich auf dem kurzen Arm.

Bemerkung

Wird ein Chromosom K, das an einem Sammenukleolus hangt, bel der
Préparation stark gequetscht, reift es shr haufig am Centromer
ausenander. Der kurze Arm bliebt dann mit Samme nukleolus verbunden,
wahrend cer lange Arm in deutlichem Abstand vam Nukleolus zu liegen
kommt (fragile Centromerregion) (va@\bbildung 7).
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3.4.3 Karyogramm und Idiogramm

Die Karyogramme in Abbildung 11 zeigen jewels en vdistandges Komplement der 22
Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus cv. Presgewinner nach DAPI- bzw. nach
DAPI/PI-Farbung. Dazu wurden solche Chromosomen ausgewéhlt, an denen de spezifische
Auspragung des centromernahen Heterochromatins (cHC) und andere Merkmale (vgl. Abschritt
3.4.1) am deutlichsten zu erkennen sind. Die Reihenfolge, in der die Chromosomen angeordnet
sind, folgt der gemittelten Gesamtlange (vgl.Tabdle 7), und dr kurze Armist jewells nach doen
ausgerichtet. Die Gesamtlange der dargesteiten Chromosomen kann im Einzdfall aufgrund der
erheblichen Variationsbreite vom rechnerischen Mittdwert abweichen. Erste Prioritét in dem
dargestellten Karyogramm haben de zur Identifizierung wichtigen chromosomenspezifischen
charakteristischen Merkmale, insbesondere die des cHC.

Der schematischen Darstellung des Karyotyps als Idiogramm in Abbildung 12 liegen sowoh die
Langenmesaungen dr Arme und des cHC (Tabdle 7 und Tabele 8) as auch de
chromosomenspezifischen Merkmale (vgl. Abschnitt 3.4.1) zugrunde. Die Zoren, in denen dese
Merkmale liegen, sind im Idiogramm gekenrzeichnet und rumeriert. Die Eintellung in Regionen
sowie die Numerierung erfolgte wie die der Bénderungsmuster bei Humanchromosomen gemaf3
dem International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995. Auch de
Kurzbezeichnung des kurzen Arms mit ,p“ und des langen Arms mit ,q‘ wurde von deser
Nomenklatur ibernommen.

Fir die im néchsten Textabschritt folgende Lagebeschreibung der Signale der FISH muf3en
enige Chromosomenabschnitte kiinstlich weiter werden, auch ohre daf3 eine Helligkeits-, Farb-
oder Strukturdifferenzierung valag. Diese zusétzliche Untergliederung wird durch einen Punkt
und eine , gestrichene* Zahl (1', 2 oder 3") nach der Positionsnummer gekennzeichnet. Dabei steht
.1 fur das proximale, ,2'“ fur das zentrale und ,3'“ fur das distale Segment. So beschreibt
beispielsweise Aql11.2’ das zentrale Segment des Abschnitts Agq11.
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Abbildung 11 Karyogramm der 22 Polytdnchromosomen von Phaseolus coccdneus cv.
Preisgewinner nach Fluorochrom-Bénderung mit (a) DAPI bzw. mit (b) e@nem Gemisch aus
DAPI und PropidiumiodidMafstab entspricht 10 um.
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Abbildung 12: Idiogramm der DAPI-gefarbten Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus

cv. Preisgewinner.
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3.5 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Auswirkung der starkeren Protease-Vorbehandlung fir die Signale

Bereitsin den friheren Arbeiten (Nenn01992 Nennoet al. 1994 hat sich de Vorbehandung cer
Préparate mit Pepsin als geagnet erwiesen, um das Chromatin fir die FISH zugandicher zu
machen und de stérenden Cyto- und Nukleoplasmareste (damals wurden ganze Zedlen
gequetscht) zu verringern.

In der vorliegenden Arbeit wurde die HCI-Konzentration vonurspriingich 0,02M auf 0,05M
erhoht. Dadurch wurde das Chromatin nach zugéngdicher, vor allem aber lief3en sich de Reste
des Nukleoplasma der gequetschten Kerne weitestgehend auflosen.

Alternativ zur Vorbehandung mit Pepsin fuhrte auch eine 15mindtige Vorbehandung mit einer
Proteinase K (100pg/ml) zu einer besseren Zuganglichkeit bel der FISH. Im Gegensatz zu
Pepsin  verblieben nach der Behandung mit ProteinaseK jedoch nach reativ vide
Nukleoplasmareste auf dem Préparat.

Allgemeines zur Auspragung und Starke der Signale

Be den Polytdnchromosomen héngt die Ausprdgung d Hybridisierungs-Signale neben der
Signalstérke (=Menge an Signalpunkten) vor allem vom Kondensationszustand des Chromatins
ab. So erscheinen Signale im Heterochromatin als Cluster oder Bande, weil das Chromatin datt
kondensiert vorliegt. Signale im Euchromatin hingegen erwecken aufgrund des dekondensierten
Zustands des Chromatins eher den Eindruck einer ,Punktewolke".
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3.5.1 Loci der klonierten DNA-Sequenzen

Die Gene der 5S, der 18S-25S ribosomalen RNAs (rDNA) sowie des Hauptspe cherproteins
Phaseoli n wurden bereits in friheren Arbeiten mittels radioaktiver (Avanzi et al. 1972 Durante &
a. 1987% Schumann et al. 1990 und, mit Ausnahme der 5S rDNA, auch mittes nicht-
radioaktiver in situ-Hybridisierung rechgewiesen (Nennoet al. 1994). Um ihre Loci entsprechend
dem neu erstelten Idiogramm zu kartieren, wurden sie nochmals in de Untersuchung mit
einbezogen.

Ribosomale 18S-25S RNA Gene

Die Signale der 18S-25S rDNA-Sonck fanden sich immer in den endsténdigen Nukleolus-
organisierenden Regionen (NORs) der kurzen Arme von Chromosom A und K sowie dem langen
Arm von Chromosom | (Abbildung 13a). Die drel Loci der 185-25S rDNA liegen damit in den
Abschnitten Ap2, Ig3 und Kp2.

Ribosomale 5S RNA Gene

Die 5S rDNA-Sonck zeigte im cHC der beiden NO-Chromosomen | und K jewells ein Signal.
Auf Chromosom | liegt der 5S rDNA-Locus im distalen Tell des cHC des langen Arms, an
Position 1q12. Der zweite 5S rDNA-L ocus befindet sich auf Chromosom K etwa in der Mitte des
CcHC des langen Armes an der Stelle wo de schwéchere DAPI-Bande liegt. Diese Position wird
mit Kg25 angegeben. Die Doppdhybridisierung mit der 18S-25S rDNA- und dr 5S rDNA-
Sonck bestétigten de Loci der beiden rDNA-Typen auf den Chromosomen | und K (Abbildung
13b).

Phaseolin

Das Signal der Phaseolin-Gen-Sonce lag auf Chromosom G immer subterminal auf dem kurzen
Arm an Position Gp21.3Abbildung 1&).
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Abbildung 13: FISH-Signale von Sonden der klonierten DNA-Sequenzen fr die mittelrepetitiven
Gene der ribosomalen 18S-25S bzw. 5S RNA Gene, sowie fur die low-copy Gene des
Hauptspei cherproteins Phaseolin auf Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus. (a) Signale
der Sonck fur die ribosomalen 18S-25S rDNA (in Gelb/Griin) in den aufgelockerten NORs der
Chromosomen A, | und K (links in Grau, rechts in Rot). (b) Kolokalisation der 182-25S rDNA
(in Griin) sowie der 5S rDNA (in Rot) auf den beiden NO-Chromosomen | undK (jeweilslinksin
Grau, rechts in Blau). (¢) Signal (Pfeilspitze) der Sondk fir Phaseolin-Gene auf Chromosom G.
Das hier gezeigte Chromosom G ist sehr stark gedehnt. MaR3stab entspricht 10 pum.
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3.5.2 Loci der Mikrosatelliten

Die Sigralstarke der Mikrosatdliten-Loci war zum Tell sehr unterschiedlich. Sie reichte von
Ansammlungen aus nur wenigen Signalpunkten bis zu Anhdufungen, die énen Tel des
centromerischen Heterochromatins auszufiillen schienen. Allgemein konrie man beobachten, daf?
ihr Auftreten um so unregemaliiger war je schwéacher die Signale waren. ES wurden daher nur
Loci eines Mikrosatdli ten-Motivs beriicksichtigt, die sich regdmalZig nachweisen liel3en. Fir die
Detektion dr Mikrosatelliten-Loci wurde das Digaxigenin-Biotin-Amplifikations-System mit
zwei bis drei Lagen Fluorochrom-gekoppeltem Avidin-FITC verwendet.

3.5.2.1 Hybridisierungssignale der Dinukleotid-Motive
(AT)s

Das Motiv (AT)g hybridisierte auf den Chromosomen A, B und H an insgesamt finf Loci
(Abbildung 14a). Auf Chromosom A kamen zwel Loci im Euchromatin des langen Armes vor,
enmal im mttleren Segment an Position Ag212" und in dem etwas gérker kondensierten
Euchromatinbereich bei Ag31. Auf Chromosom B lief3en sich ebenfalls zwe Loci auf dem langen
Arm beobachten. Das gsérkere Signal befand sich an der Stelle der starken DAPI-Bande bei Bg21
und chs shwéchere Signal terminal (Bgter). Chromosom H trug ein starkes Signal an der Stelle
der starken DAPI-Bande an der Position Hg21.

(AG)s

Die Hybridisierungen mit (AG)g zeigte auf den vier Chromosomen A, B, C und K insgesamt neun
Sigrale (Abbildung 14b). Auf Chromosom A lie3en sich zwe Signale beobachten, enes im
distalen Segment des Euchromatins bel Ag21.3' und das andere im Bereich des dichter gepackten
Euchromatin be Ag31. Auf Chromosom B wurden de Loci festgestelt. Der Locus mit dem
stérksten Signal lag an dr Stdle der starken DAPI-Bande Bg21l. Die beiden anderen,
schwécheren Loci |agen jewell s eiwa in der Mitte des euchromatischen Bereiches an den Position
Bp212' und Bg31.2'. Chromosom C zeigte éenfalls drei Loci von (AG)s. Einer davon befand
sich im mittleren Segment des euchromatischen Tell des langen Arms bei Cq31.2". Die beiden
anderen lagen im cHC des langen Arms an den Positionen Cp12 wnd Cg21. Chromosom K wies
nur einen Locus im cHC an Position Kq22-23 auf.

(CA)s

Be Verwendung von(CA)g als Sonck zeigten sich auf den drei NO-Chromosomen A, | und K
sowie auf Chromosom B insgesamt acht Loci (Abbildung 14c). Die Signale auf den NO-
Chromosomen A, | und K lagen jewells in Bereichen des kondensierten Antells des Chromatins
der NORs an den Positionen Ap2, 1g3 und Kg2. Chromosom B zeigte én schwaches Signal auf
den Verdichtungen des telomerischen Heterochromatins am Ende des kurzen Armes (Bter) und
ein starkeres Signal im Bereich der starken DAPI-Bande Bg21.
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Abbildung 14: FISH-Signale (in Gdb/Griin, mit Pfelspitzen markiert) der drei Dinukleotid-
Motive (AT)s, (AG)s und (CA)s auf Polytdnchromosomen von Phaseolus cocdneus. Die
Chromosomen wurden mit DAPI geférbt und sind her in Grau bew. Rot dargestelt. (a) (AT)s-
Signale auf Chromosomen A, B und H. (b) Loci von (AG)g auf den Chromosomen A, B, C und
K. Ein Tell deslangen Armes ist praparationsbedingt nach unten geklappt. (¢) Signale von (CA)g
auf dem kondensierten Tell der NORs der drei Chromosomen A, | und K. Im Bild links handdlt es
sich um einen Sammelnukleolus von dem ein Tell der Chromosomen abgerissen sind. Nur jewells
die Blocke des kondensierten Chromatinanteils der NOR sind ceutlich zu erkennen. Das Bild ganz
rechts zeigt zwei (CA)Loci auf Chromosom B. Mal3stab entspricht 10 um
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3.5.2.2 Hybridisierungssignale der Trinukleotid-Motive

(AAT)s

Die Hybridisierungen mit (AAT)s zeigten auf den Chromosomen A und B insgesamt drei Signale
(Abbildung 158). Auf Chromosom A kamen zwe unterschiedlich starke Signale vor. Das
schwéachere Signal lag im mittleren und das dérkere Signal im distalen Segment des grof3en
Euchromatinbereiches an den Positionen Ag21.2" bzw. Ag21.3'. Der Locus auf Chromosom B
war im Bereich der starken DAPI-Bande bei Bg21 lokalisiert.

(AAG)s

Be Verwendung von(AAG)s als Sonde wiesen de vier Chromosomen A, B, | und K zusammen
sechs Hybrisierungssgnale auf (Abbildung 15b). Chromosom A trug en reativ schwaches
subterminales Signal im langen Armes an Position Ag32. Auf Chromosom B waren insgesamt
drei Loci zu beobachten. Ein sehr starkes Signal im Bereich der starken DAPI-Bande Bg21 und
zwei jewels in den proximalen Euchromatinbereichen des kurzen und langen Armes an den
Positionen Bp211' und Bg31.1'. Auf Chromosom | lag ein sehr schwaches Signal am distalen
Rand des cHC im kurzen Arm be Position Ip22 Chromosom K wies einen Locus im cHC an
Position Kg22, direkt unterhalb der starken DAPI-Bande auf.

(CAC)s

Signale von (CAC)s fanden sich auf den d'ei NO-Chromosomen A, | und K an insgesamt drei
Loci (Abbildung 15¢c). Die Fluoreszenzsignale lagen bel den dreé Chromosomen jewells im
dichten Chromatin der NORs an den PositioAp8, 1g3 und Kp2
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Abbildung 15: FISH-Signale (in Gelb/Griin, mit Pfeilspitzen markiert) der drel Trinukleotid-
Motive (AAT)s, (AAG)s und (CAC)s auf Polytédnchromosomen von Phaseolus cocdneus. Die
Chromosomen wurden mit DAPI geférbt und sind her in Grau bzw. Rot dargestdlit. (a) (AAT)s-
Signale auf den Chromosomen A und B. (b) Loci von (AAG)s auf den vier Chromosomen A, B, |
und K. (c) Signale von (CAC)s auf den deé NO-Chromosomen A, | und K jewels im
kondensierten Chromatinbereich der NORs. Malf3stab entspricht 10 um.
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3.5.2.3 Hybridisierungssignale der Tetranukleotid-Motive

(AATG),

Die Hybridisierung mit dem Motiv (AATG), ergab Signale im cHC aller Chromosomen und im
Bereich vondichtem nukleoldren Chromatin (Abbildung 16a). Zusétzlich traten nach Signale im
Ubergangsbereich vom cHC zu den euchromatischen Bereichen auf, die allerdings shr vid
schwécher waren und sehr unregelméliig auftraten, weshalb sie hier keine Berlicksichtigung
fanden.

(GATA),

Die Sonce (GATA), zeigte auf den beiden Chromosomen A und B zusammen drei Signale
(Abbildung 16b). Auf Chromosom A waren zwel Loci zu beobachten, die beide in dem grof3en
euchromatischen Teil des langen Armes lagen. Ein Locus befand sich im proximalen Segment an
Position Ag21.1' und der zweite im distalen Segment an Position Ag21.3. Chromosom B wies
nur einen Locus im cHC im Bereich der starken DAPI-Bande Bg21 auf. Zuwellen war die
Signalintensitét des Bg21-Locus nur schwach ausgeprégt. Bel der direkten Detektion mit FITC-
(GATA), als Sonde war er jedoch immer nachweisbar.

(GACA),

Die zwel Signale von (GACA), lagen ebenfalls ausschliefllich auf den Chromosom A und B
(Abbildung 16c). Die Vertellung deser beiden Hybridisierungssgnale weist groRe Ahnlichkeit zu
den Loci von (GACA), auf. Allerdings war auf Chromosom A immer nur ein (GACA)4-Locusim
distalen Segment an Position Ag21.3' zu beobachten. Auf Chromosom B hingegen befand sich
der (GACA)-Locus ebenfalls im Bereich der starken DAPI-Bande an Position Bg21.
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Abbildung 16: FISH-Signale (in Gelb/Grin, mit Pfeilspitzen markiert) der drel Tetranukleotid-
Motive (AATG),, (GATA), und (GACA), auf Polytdnchromosomen von Phaseolus cocdneus.
Die Chromosomen wurden mit DAPI geférbt und sind Her in Grau bzw. Rot dargestdlit. (a)
Unvdlstandiger Kern mit Signalen von (AATG), auf allen Chromosomen im Bereich des cHCs
und cem dichten Chromatin der NORs. (b) (GATA);-Signale auf Chromosom A und B. ()
Signale der (GACA}Sonde auf den Chromosomen A und B. Mal3stab entspricht 10 um.
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3.5.2.4 Loci GC-reicher Mikrosatelliten

Die Hybridisierungen mit den Sonden der beiden 16 Nukleotid langen GC-reichen Motive (C)16
und (GC)g ergaben unter den berechneten Hybridisierungstemperaturen von 59°C keine Sigrale.
Diese Sonden wurden daher zusétzlich unter weniger stringenten Bedingungen bei 40°C und 50°C
hybridisiert und gewaschen. Die Sonce des Monorukleotid-Motiv (C);¢ wurde dartiber hinaus
auch als getailtes Oligonukleotid eingesetzt, um Signale héherer Fluoreszenzintensitét zu erhalten.

(C)l6

Be Vewendung dr 5-endmarkierten (C)ie-Sonde wurden auf den Chromosomen A, B, |
insgesamt vier Signale beobachtet (Abbildung 17a). Die getailte (C),e-Sonce zeigte weitere vier
Signale auf den Chromosomen J und H (Abbildung 17b). Auf Chromosom A lag en Signal am
Ende des langen Armes im euchromatischen Bereich an Position Ag32 (Abbildung 17a).
Chromosom B wies jeweils zwe Loci in den proximalen Segmenten der euchromatischen
Bereiche an den Positionen Bp211' und Bg31.1' auf. Chromosom | zeigte éoenfalls ein Signal in
einem proximalen, euchromatischen Segment an Position Ip31.

Auf den Chromosomen H und J waren jewells zwel Signale im Bereich des cHC zu beobachten
(Abbildung 17b). Auf Chromosom H deckte é@n Signal das gesamte cHC des kurzen Armes
inklusive des Centromers ab (Hp11-12 und Hgll), wéhrend dhs zweite Signal auf den dstalen
Tell des cHC des langen Armes beschrankt war (Hg22-24). Der Bereich der hellen DAPI-Bande
blieb jedoch vam Signal ausgespart. Die Signalverteilung auf Chromosom J war der von
Chromosom H &hnlich. Die Signale lagen ebenfall s auf den beiden Armen jewells im distalen Tell
des cHC. Die Positionen der beiden Signale sind Jp22-24 wnd Jg22-23. Wie schon be
Chromosom H war die Ausgarung des Centromers und der DAPI-Bande, hier sowoh im kurzen
und langen Arm, sehr augenfallig.

(GC)s

Be Einsatz von (GC)g war nur auf Chromosom K en eindeutiges Signal (Abbildung 17c) zu
beobachten. Der Locus lag terminal auf dem langen Arm an Position Kq31.3'.

(GCC)s

Die Hybridisierung mit (GCC)s bel 50°C und 55°C ergab auf den vier Chromosomen A, B, C
und K insgesamt sechs Loci (Abbildung 17d). Auf Chromosom A fand sich ein Signal in dem
stérker kondensierten Euchromatinbereich an Paosition Ag31. Chromosom B zeigte @nen Locus
im Euchromatin des kurzen Armes an Position Bp212' und einen zweiten im Bereich der starken
DAPI-Bande bel Bg21. Auf Chromosom C lagen de beiden Signalein den zwei Blécken des cHC
an den Position Cpl12 wnd Cg21-22. Das (GCC)s-Signal auf Chromosom K wurde éoenfalls im
cHC direkt unterhalb der starken DAPI-Bande an Position Kq22 lokalisert.
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Abbildung 17: FISH-Signale (in Gelb/Grin, mit Pfel spitzen markiert) der GC-reichen Motive
(C)16 (GC)g und (GCC)s auf Polytanchromosomen von Phaseolus cocdneus Die Chromosomen
wurden mit DAPI geférbt und sind her in Grau kew. Rot dargestelt. (a) Signale der 5'-
endmarkierten (C)1¢-Sondk, hybridisiert be 50°C, auf den Chromosomen A, B und 1. (b) Signale
der getailten (C)ie-Sonce auf Chromosom H und J. (¢) (GC)e-Signal im Euchromatin von
Chromosom K. (d) Signale von (GCC)s, hybridisiert bel 50°C und 55°C, auf den Chromosomen
A, B, C und K. Mal3stab entspricht 10 pum.



Ergebnisse 81

3.5.3 Loci der Telomer-Sequenz und der Minisatelliten

Loci der Arabidopsis-Telomer-Sonde

Signale der getailten Oligorukleotid-Sonde fir die Teomer-Sequenz von Arabidopsis thaliana
waren an alen Chromosomen an beiden Enden zu finden. Beé den Chromosomen mit
telomerischem Heterochromatin (tHC) lagen die Signale direkt auf demAibliqung 1&).

Loci der Sonden fir zwei Minisatelliten-Core-Konsensus-Sequenzen

Die Hybridisierungen mit der Oligorukleotid-Sonde fur die Core-Konsensus-Sequenz des 33bp
repeat-Minisatdli ten (33con) zeigte éne dhnliche Signalverteilung wie die Telomer-Sequenz von
Arabidopsis thaliana Die Loci waren an allen Chromosomenenden bzw. im tHC zu finden
(Abbildung 18b). Die Sigrale der Oligorukleotid-Sonck fur die Core-Konsensus-Sequenz des
M13-Minisatelli ten (M13con) lagen zwar ebenfalls auf allen Chromosomen, aber immer im cHC

und insbesondere im Bereich der jeweiligen starken DAPI-Baiz®ldung 1&).

Abbildung 18: FISH-Signale (in Gelb/Grin, mit Pfeil spitzen markiert) der Telomer-Sequenz von
Arabidopsis thaiana und zweier Minisatdliten  Core-Konsensus-Sequenzen — auf
Polyténchromosomen von Phaseolus cocdneus. Die Chromosomen wurden mit DAPI gefarbt
und sind Her in Grau bzw. Rot dargestelt. (a) Reprasentative Beispide fur die endstandigen
Signale die Tdomer-Sequenz auf den Chromosomen A, B und . (b) Signale der Core-Konsensus-
Sequenz 33con im tHC auf Chromosom H, stdlvertretend fir alle anderen Chromosomen. ()
Repréasentative Signale der Core-Konsensus-Sequenzen vonM13con im cHC von Chromosom H
als Beispiel fur die Lokalisation auch auf den anderen Chromosomen. Maf3stab entspricht 10 pum.
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3.5.4 Cytogenetische Karte

Um einen Uberblick (ber die Position der FISH-Signale der verschiedenen Sonden zu geben,
wurden de Loci in Tabele 9 tabdlarisch zusammengefaldt. Dartiber hinaus wurden de Loci in
ene este cytogenetische Karte der Polytanchromosomen aus dem Embryosuspensor von
Phaseolus coccdneus eingetragen (Abbildung 19). Von dn insgesamt 57 Loci der
Mikrosatdli tenmotive, liegen 25 Loci (von 10 Motiven) in euchromatischen Chromosomen-
abschnitten und 32 Loci (von 10 Motiven) in heterochromatischen. Signale in der NOR wurden
nicht bericksichtigt.

Tabelle 9: Verwendete DNA-Soncen mit den Loci ihrer FISH-Signale in der Ubersicht. Die Lage
von FISH Sigrnalen innerhalb Banden ohre ekennbare Untertellung wird duch Angabe von 1’
(proximal vom Centromer), 2'(zentral) und 3' (distal vom Centromer) gekennzeichnet. Loci im
Heterochromatin sind unterschrichen.

DNA-Sonden Loci der FISH-Signale

18S-25S Ap2, 193, Kp2

5S 1912, Kg25

Phaseolin Gp21.3

(AT)g Ag21.2', Ag31Bqg21, Bqter,Hg21

(AG)s Ag21.3’, Ag31, Bp21.2'Bqg21, Bg31.2',
Cpl2 Cag21, Cq31.2',Kg22-23

(CA) Ap2*, Bg21, Bpter, 1q3*, Kp2*

(AAT) s Ag21.2', Ag21.3',Bg21

(AAG)s Aq32, Bp21.1'Bg21, Bg31.1',1p22, Kg22

(CAC)s Ap2*, 1g3*, Kp2*

(AATG), cHC aller Chromosomen. DNC

(GATA), Ag21.1', Ag21.3',Bg21

(GACA), Ag21.3',Bg21

(C)is Aq32, Bp21.1’, Bq31.1", Ip31]p22-24 Jq22-23
Hp1142, Hqll,Hg22-24

(GC) Kg31.3'

(GCC) Aq31, Bp21.2'Bg21, Cpl2 Cq21-22 Kg22

Telomer-Sequenz p/gter aller Chromosomen

M13 Konsensus-Sequenz cHC aller Chromosomen. DNC

33bprepeatKonsensus-Sequenz p/gter aller Chromosomen

DNC = dichtes nukleolares Chromatin
* Bereich des kondensierten Chromatins der NOR (=DNC)
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3.5.5 Basenzusammensetzung der cHC-Bereiche

Anhand d Hybridisierungsggnale verschiedener Mikrosatdli ten-Motive im cHC-Bereich wurde
auf mogdiche Unterschiede in der Basenzusammensetzung zwischen den starken DAPI-Banden
und cem restlichen cHC geschlossen. Dazu wurden de verwendeten Oligorukleotide nach ihrem
prozentualen Gehalt an Adenin und Tymidin (AT) bzw. Guanin und Cytosin (GC) in de
Gruppen eingeteilfliabelle 10.

Tabelle 10: Liste der Oligonukleotid-Sonden eingeteilt nach ihrem Gehalt an AT bzw. GC.

AT-reich (75-100%) AT - GC (50 -60%) GC-reich (67-100%)

(AT) (100%) (AG)g (50%) (CAC)s (67% C)

(AAT) s (100%) (CA)s (50%) (C)is (100%)
(AATG), (75%) (GACA), (50%) (GC)s (100%)
(GATA), (75%) (AAG)s (60% A) (GCC); (100%)

Anschli ellend wurde das Vorkommen der Oligorukleotid-Sonden im Bereichen der starken DAPI-
Bande bzw. dem restlichen cHC-Bereich getrennt nach den zuvor benannten Gruppen bestimmt
(Tabele11). Dabe wird ersichtlich, daf? in den starken DAPI-Banden eine grof3ere Zahl von AT-
reichen Mikrosatdlliten (15 statt 11) hybridisierten und eine eheblich geringere an GC-reichen
Motiven (2 statt 6) als in den restlichen Abschnitten des cHC.

Tabelle 11: Verteilung der Signale von Mikrosatelliten-Motiven im centromerischen
Heterochromatin, getrennt nach inrem Auftreten in den starken DAPI-Banden bzw. in den Ubrigen
Abschnitten des cHC.

Signale Signale
in starken DAPI-Banden im restlichen cHC
Chr. AT-reich AT - GC GC-reich AT-reich AT - GC GC-reich
A (AATG), - - (AATG), - -
B (AATG)4, (AG)g, (GCC) (AATG)4 (AG)s -
(AT)s, (CA)s,
(AAT)s, (GACA),
(GATA),
C (AATG), (AG)g (GCC) (AATG), - (GCC)
D (AATG), - - (AATG), - -
E (AATG), - - (AATG), - -
F (AATG), - - (AATG), - -
G (AATG), - - (AATG), - -
H (AATG),, - - (AATG), - (C)is, (Chs
(AT)g
| (AATG), - - (AATG), (AAG)s -
J (AATG), - - (AATG), - (Che, (Chs
K (AATG), (AG)g - (AATG), (AG)g, (GCC)
(AAG)s
> 15 5 2 11 4 6
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4 DISKUSSION

Erst mit der Entdeckung der gebanderten Polytdnchromosomen im Embroysuspensor von
Phaseolus cocdneus durch Nagl (19623), fanden pflanzli che Polyténchromosomen Anerkennung
als ,, echte Riesenchromosomen®. Seither kann de Forschung an Phaseol us-Polytanchromosomen
auf ene 36dahrige Geschichte zurtickblicken in der sowoh ihre strukturdlen as auch
funktiondlen Aspekte untersucht wurden (Nagl 1974 Nagl 1981). In zahlreichen
Untersuchungen stand dabel die Struktur der ef Chromosomenpaae im Vordergrund. Die
Identifikationsmerkmale fir das erste vollstandige Idiogramm zeigten eine ehebliche Variabili tét
in ihrer Auspragung, so dal3 die Klassfizierung einzener Polytdnchromosomen richt immer
mogich war. Es wurde daher nach eénem neuen Weg zur indvidudlen ldentifizierung cer
Polytanchromosomen gesucht.

4.1 Praparation

Der erste Schritt bestand chrin, die Praparationstechnik zu verbessern, denn haufig waren de
Polytanchromosomen in den Prdparaten ineinander verschlungen oder brachen be starkem
Quetschen auseinander. Es gdlte sich im Laufe dieser Arbeit heraus, dal3 sich de Chromosomen
bessr spreiten lieflen, wenn de Zdlkerne noch var dem Quetschen aus der Zédle vorsichtig
»herausgedrickt” und anschlielend einer zusétzlichen Mazeration in Essgsaure unterzogen
wurden. Offensichtlich wurde dadurch der Kerninhalt (das , Nukleoplasma*), eine gallertartige
und viskose Masse, in welche die Chromosomen eingebettet sind, starker aufgelost, als be der
bisherigen Préparation. Besonders deutlich war die bessere Spreitung daran zu erkennen, dali3 die
Nukleolus-organisierenden Chromosomen in der Regel am Nukleolus vollstéandig erhalten blieben.

4.2 Morphologische Merkmale der Polytanchromosomen

4.2.1 Variable Merkmale

Der bisherige Weg zur Identifizierung dr Polyténchromosomen fihrte Gber das Muster der
Vertelung von Eu- und Heterochromatin, und insbesondere der Vertellung cer interkalaren
(heterochromatischen) Querbanden (Nagl 1962k Nagl 1967). Doch deses Querbandenmuster
erwies gch nicht immer als zuverlasdg auftretendes Merkmal (vgl. Nagl 1965 Nagl 1967 und
eignete sich rur unzureichend zur eindeutigen Identifizierung (Schweizer und Ambros 1979. Vor
diesem Hintergrund erscheint es nicht abwegig, dald zwischen Polytanchromosomen, die als
homol og angesehen wurden, erhebli che Unterschiede festgestellt wurden (Cionini et al. 1982. Es
kann somit angenommen werden, dald in der zurtickliegenden Literatur durchaus Verwechslungen
bei der Identifizierung stattfanden.

Die Langenvariation dx Polytéanchromosomen ist auf die préparativ bedingte Streckung
zurlckzufUhren und mufR3 daher als Artefakt angesehen werden. Nach eigenen Beobachtungen
sind davon insbesoncere die auchromatischen Bereiche betroffen, die aufgrund der Dehnung eine
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Verjingung zeigen. Daruber hinaus snd prinzipidl Variationen durch verschiedene
Polyploidiegrade oder unterschiedliche Kondensationsgrade des Euchromatins mdgich (Nagl
1974. Diese beiden letztgenannten Einfluf%e lassen sich aber durch Aussortieren der geegneten
Suspensorzdlen var der Préparation erheblich reduzieren. Die Grofe der Chromosomen und
entsprechend auch ihr Polyploidiegrad ist direkt erkenn bzw. abschétzbar und besonders gark
kondensierte Chromosomen fallen durch ihre dunkle Farbung auf.

4.2.2 Centromerisches Heterochromatin (cHC)

Im Vergleich zu den dben genannten variablen Merkmalen der Polytédnchromosomen zeigte sich
der Bereich des centromernahen Heterochromatin (cHC) in der vorliegenden Arbeit als nahezu
konstant. Er wurde hier erstmals engehend untersucht. Heterochromatin spidt bel
Karyotypisierung dt eine wichtige Rolle, wobe allerdings nur die konstant auftretenden Bereiche
bertcksichtigt werden solltgdoachimiak et al. 1997)

4.2.2.1 Merkmale des cHC

Der Bereich des cHC ist be Phaseolus-Polytéanchromosomen nicht homogen, sondern 1813t
verschiedene morphdogsche Merkmale ekennen. Diese sind tellweise bereits im Phasenkortrast
erkennbar, in ihrer Gesamtheit jedoch erst in der DAPI-Fluoreszenz zu beobachten. Neben seiner
Ausdehnung umfasen de Merkmale des cHC (1) die centromerische Einschnirung, (2)
Segmente, die nach Protease-Vorbehandung durch starke DAPI-Fluoreszenz auffallen (starke
DAPI-Bande), (3) sekunddre Einschnirungen de nicht der NOR zuzuordren sind sowie (4)
Segmente, die geringflgig breiter sind als die sonstige Breite des Chromosoms (vgl. Abbildung
6).

Auf jedem der df Polytanchromosomen stellen sich dese vier Merkmale unterschiedlich dar und
erlauben eine Identifizierung der Chromosomen. Dabel weist nicht jedes cHC alle Merkmale auf.
Das Centromer ist sicherlich bel allen Chromosomen varhanden, aber nicht immer deutlich
ekenrbar. Starke DAPI-Banden treten be alen Chromosomen auf, alerdings mit
unterschiedlicher Intensitét, und zwel Chromosomen besitzen eine zusétzliche, schwéachere DAPI-
Bande. Sekundére Einschnirungen und werbreiterte Segmente treten jedoch rur be einigen
Chromosomen und unabhangig voreinander auf. Das chromosomenspezifische Muster der
Auspragung der Merkmale des cHC bleibt auch im gestreckten Zustand erkennbar. Die
centromerische Einschnirung mancher Chromosomen ist ohne Streckung fast nicht erkennbar.
Chromosomen mit besonders markanten cHC-Bereichen lassen sich sdbst in Kernen
identifizieren, die nicht alle 22 Chromosomen enthalten. Dies kann eine grof3e Hilfe darstellen, da
selbst die hier vorgestellte, verbesserte Praparation nur selten vollstdndige Kerne liefert.

4.2.2.2 Fluorochrom-Banderung

Wahrend dre der vier charakteristischen Merkmale des cHC bereits im Phasenkortrast erkennbar
sind, treten de starken DAPI-Banden erst nach der Vorbehandung mit Pepsi/HCl und RNase
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hervor. Dies konrte eén Hinwels darauf sein, dald ein Tell der DNA durch de Einwirkung von
PepsinfHCI zwar im gesamten Chromatin herausgel6st wird, die Bereiche der starken DAPI-
Banden aber von deser Extraktion weniger stark betroffen sind und sich deshalb anschli ef3end mit
DAPI starker anfarben lassn. Damit wirde der Mechanismus dieser DAPI-Férbung rech
Vorbehandung mit Pepsin/HCI und RNase sowoh Aspekte der C-Banderung (Extraktion von
DNA) als auch der G-Bénderung (Protease-Behandung) (Sumner 1990 beinhalten. Aber auch
der Einflul® der grofieren Bindungspraferenz von DAPI fur AT-reiche Sequenzen (Lin et al. 1977)
konnte eine Rolle spielen.

Die Praparate wurden zum Teill mit DAPI und Propidiumiodid (DAPI/PI) geférbt und im Filter
fur DAPI-Fluoreszenz unter UV-Anregung (etwa 350-370 nm) betrachtet. Dabel fid ein Muster
aus blauen, rosafarbenen und weil3lichen Segmenten auf, welches die Erkennung verschiedener
Chromosomenabschnitte wesentlich erleichterte (vgl. Abbildung 7). Die blaue bis weildliche
Fluoreszenz stammt von DAPI. Die rosafarbene Fluoreszenz hingegen wurde mit hoher
Wahrscheinlichkeit von Pl alleine bzw. durch Uberlagerung mit der blauen/weiRRlichen
Fluoreszenz von DAPI hervorgerufen.

Eine mogli che Erklarung dafur, dald Chromosomenabschnitte nach Pl-Férbung richt nur bei der
Ubli cherweise verwendeten Grin-Anregung (530 nm) sondern auch bei UV-Anregung (350-370
nm) ene rote Fluoreszenz ziegen, findet sich be Klett (1992. Nach Klett 183 sich Pl Uber das
gesamte Spektrum zwischen 220 bs 266 nm zur Fluoreszenz anregen und zeigt bel 282 uind 515
nm zwei Maxima. Doch gerade im UV-Bereich be 360 nm, der normalerweise fir die DAPI-
Anregung verwendet wird, weist Pl ein Anregungs-Minimum auf. Gibt man jedoch zu PI-
gefarbten Zdlen DAPI in deicher Menge hinzu, verzehnfacht sich de rote Fluoreszenz durch
Energietransfer von DAPI zu Pl. Fir den umgekehrten Fall, der Zugabe von Pl zu DAPI-
gefarbten Zdlen, beschreibt Klett einen Verlust der DAPI-Fluoreszenz, den e auf die
Konformationsinderung der DNA durch interkalierendes Pl zurtckfihrt. Mit diesen Ergebnissen
liel}e sich erklaren, daid (1) die PI-Féarbung im DAPI-Filter erst durch Zugabe von DAPI in
verstarktem Mal3e sichtbar wird und (2) die DAPI-Fluoreszenz durch Pl abgeschwéacht wird.
Letzteres <heint aber nur fir die exichromatischen Chromatinbereiche zu gelten de eheblich
dunkler erscheinen als die starken und hellen DAPI-Banden im cHC. Fur die Betrachtung cer
DAPI/PI-Farbung ist es aber ebenso wichtig, einen DAPI-Langpal¥filter zu verwenden, da nur
damit alle Wellenlédngen des Spektrums vom blauen bis zum roten Licht durchgelassen werden.

Eine Differenzierung des cHC der Polytanchromosomen war Schweizer (19760 bereits bel der
differentidlen Fluorochrom-Banderung mit DAPI und Chromomycin Az (CMA) aufgefallen.
Hieraus wurde geschlossen, dafd sich das cHC in eine Fraktion mit h6herem Antell an AT-reichen
und in eine zweite Fraktion mit Uberwiegendem Antel von GC-reichen Sequenzen unterteilen
[&3t. In der entsprechenden Arbeit wird dese Vertelung rur fir eines der NO-Chromosomen
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beispidhaft gezeigt. Der Vergleich zwischen dem von Schweizer (1976h Fig. 5) dargestdlten
Chromosom it dem neuen Idiogramm (s. Abbildung 12) &3t vermuten, dal’ es sch dabe um
Chromosom | handdt. Unter dieser Voraussetzung wilrde éne markante Ahnlichkeit zwischen
beiden Farbungen valiegen. Die von Schweizer mit CMA- AMD/DAPI+ gekenrzeichneten
Bereiche (AT-reich) stimmen in ihrer Lage den weilRen Segmenten der DAPI/PI-Farbung tberein.
Ebenso entsprechen de mit CMA+ AMD/DAPI- (GC-reich) gekennzeichneten Bereiche den
rosafarbenen Segmenten der DAPI/PI-Farbung.

Bei Anwendung konmentiondler Banderungstechniken wie z. B. Giemsa-C-Banderung zeigen
Polytanchromosomen von Phaseolus C-Banden in verschiedenen Chromosomenabschnitten.
Grof3e und starke Banden fanden sich im cHC sowie in der NOR, und Keinere im Bereich des
telomerischen Heterochromatins sowie auf manchen interstitiellen Abschnitten (Schweizer 1976h
Schweizer und Ambros 1979. Eine Detailaufnahme énes C-gebanderten Polytanchromosoms,
das sch zum Vergleich mit den varliegenden Ergebnissen eignet, findet sich bei Schweizer und
Ambros (1979 in Fig. 6¢c. Diese Abbildung zeigt zwe NO-Chromosomen, von denen des als
»Na"“ bezeichnete Chromosom nmehrere, unterschiedlich starke C-Banden aufweist. Der Vergleich
des C-gebanderten Chromosoms Na mit dem DAPI- bzw. DAPI/PI-geférbten Chromosom K a3t
eine markante Ubereinstimmung erkennen. Die Banden 1 und 3 des ,, Na-Chromosoms* stimmen
inihrer Lage mit der starken DAPI-Bande und der zweiten, schwécheren DAPI-Bande Uberein.
Dieses Beispid scheint anzudeuten, dal3 eine prinzipidle Korrdation zwischen der hier
vorgestellten Fluorochrombanderung und der C-Banderung besteht.

Die Banderung mit Fluorochromen ist allgemein fir die Karyotypisierung besonders geégnet wie
zahlreiche Untersuchungen zeigen (z. B. Sheikh und Kondo 1995 Moscore ¢ al. 1996 Xirau
und Siljak-Yakoviev 1997). Fluoreszenzfarbstoffe weisen eine hole Sensitivitéat auf und bieten
die Modichkeit, bei gedgneter Auswahl unterschiedliche Basenzusammensetzungen kenrtlich zu
machen(Joachimiak et al. 1997)

4.2.3 Chromosomen mit Nukleolus-organisierender Region

Die Beobachtung, dai’ sich de Nukleolus-organisierende Chromosomen (NO-Chromosomen) bei
Phaseolus cocdneus an der Ausbildung eines oder mehrerer sog. Sammelnukleolus bzw. -
nukleoli beteiliger(Nagl 1967) wurde auch in dieser Arbeit regelmalfig bestatigt.

Die Anzahl der Polytédnchromosomen mit ener NOR war urspringich mit zwel Paaen
angenommen worden (Nagl 1965. Doch wies Nagl berets be der Erstbeschreibung der NO-
Chromosomen darauf hin, daf3 in den héher endgolyploiden Endospermkernen drel Paare von
SAT-Chromosomenbiinden varliegen. Die Ergebnisse aus der ISH mit einer *H-markierter
ribosomaler RNA (Avanzi et al. 1972 und frihe Versuche mit Giemsa-C-Banderung (Schwelzer
19761 lieferten weitere Hinweise, dal3 die tatsachliche Zahl von NO-Chromosomen drei betragen
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mif¥e Bestétigt wurde die Zahl von de NO-Chromosomen durch de statistische Absicherung
von Giemsa-C-BanderungéBchweizer und Ambros 197@hd FISH(Nenno et al. 1994)

Die anféngliche Beobachtung vonnur zwel NO-Chromosomen ist nach Schweizer und Ambros
(1979 eine Fehlinterpretation. Bei der Anfertigung der Quetschpréparate reiffen ditmals NO-
Chromosomen von dm einen (oder mehreren) Sammelnukleolus ab (Avanzi et a. 1972 Brady
und Clutter 1972 Schweizer und Ambros 1979, und rur ihre heterochromatisch erscheinenden
Bereiche bleiben am Nukleolus héngen. Diese Blocke wurden be der Erstbeschreibung irrtimlich
as , Endcsatdliten” interpretiert. Die zwischen , Endcsatdlit/-trabant” und dem vermeintlich
zugehdrigen Chromosom liegende NOR wurde als ,, SAT-Zone' angenommen, und de gesamte
Konstdlation als ,, SAT-Chromosom* angesehen. Ein weiterer Hinweis fir die Annahme von
» SAT-Chromosomen®, war die gelegentli che Beobachtung vonfadigen Strukturen der NOR, die
das Chromosom it dem , Satellit* als ,, Bricke" durchgangig verbinden wirden (1965 Nagl
1974 Schemain Fig. 29). Diese Durchgangket konrte aber von den Ergebnissen der Giemsa-C-
Banderung richt bestétigt werden. Vidmehr zeigte sich dal3 jede NOR einen eigenen Bereich
abgrenzte (Schweizer und Ambros 1979. Diese Ergebnisse wurden kurze Zeit spater in eéinem
»modfizierten varlaufigen Idiogramnt beriicksichtigt, welches nicht mehr zwei, sondern drel
NO-Chromosomen zeigt und keine Satelliten mehr aus¢@ibumann et al. 1990)

Aus heutiger Sicht handdt es gch bel den Chromatinblcken, die als,, Endosateli ten® interpretiert
wurden, mit hoher Wahrscheinlichkeit um den kondnsierten Chromatinbereich der NOR, der
nahezu vollsténdig den kurzen Arm von Chromosom K ausmacht. Inbesondere Chromosom K
reifdt sehr haufig im Centromerbereich auseinander, und rur der kurze Arm bleibt am Nukleolus
héngen. Sofern in friheren Arbeiten mehr als zwei ,, Endcsatelli ten” beoachtet wurden, handdte
es mogli cherweise um den kondensierten Chromatinanteil des NOR von Chromosom |, nicht aber
um den von Chromosom A. Letzteres Chromosom blieb wéahrend dx vorliegenden
Untersuchungen in der Regel immer vollstdndig am Sammelnukleolus bzw. -nukleoli erhalten.
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Das Schema in Abbildung 20 faf¥t die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zur Struktur des
Sammelnukleolus und dn NO-Chromosomen zusammen. Es ist ene Kombination cer
Beobachtungen im Phasenkortirast, nach DAPI-Banderung sowie der FISH mit rDNA- und
Tedomer-Sonce. Nach desem Moddl ragt bei Polytdnchromosomen, die sich an einem
Sammelnukleolus beteiligen, nur der dekondensierte Antell des Chromatins der NOR in den
Nukleolus hinein. Auf jener Seite der aufgdockerten NOR, die dem Zentrum des
Sammelnukleolus zugewandt ist, befindet sich das tdlomerische Heterochromatin (tHC) in Form
von punktférmigen Verdichtungen. Am haufigsten trifft man das tHC bei Chromosom A an,
wohingegen man es bei den anderen beiden NO-Chromosomenpaaen rur dann erkenrt, wenn de
NOR be der Préparation gedehnt wurde. Der kondensierte Chromatinanteil der NOR befindet
sich hingegen an der Peripherie bzw. aul¥erhalb des Nukleolus (vgl. Abbildung 8). Eine &hnliche
Vertelung dr 18S-25S rDNA in kondnsierten wie auch dekondensierten Bereichen der NOR
wurde in Interphasekernen von Zea mays und Seaale ceeale beobachtet (Givens und Philli ps
1976; Leitch et al. 1992)

Sammel- v
nukleolus

U
Ll
()
I

Abbildung 20: Schematisches Moddl eniger Zusammenhinge zwischen Nukleolus und den
polyténen NO-Chromosomen von Phaseolus coccdneus. (a) Beispid von Polytanchromosomen
die gemeinsam enen Sammenukleolus bilden, in den jewells das dekondensierte Chromatin der
NOR hingnragt. Der kondensierte Chromatin-Anteil der NOR liegt am Rande bzw. aul¥erhalb
des Sammelnukleolus. Die terminal am NOR liegenden, punktférmigen Verdichtungen des tHC
befinden sich vermutlich nicht - wie
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es den Anschein het - in, sondern auf dem Sammelnukleolus. Am haufigsten ist das tHC an der
NOR bei Chromosom A zu erkennen. (b) Verschiedene Kondensationszustande der NOR (i - iii)
und de entsprechende Signalverteilung der 185-25S rDNA-Sonck. (i) Auf dem dekondensierten
Chromatinantell der NOR (dekond.), besteht das Signal nur aus Signalpunkten, die wie ,, Perlen
an einer Kette' aufgereiht erscheinen (hier als Linie). Auf dem kondensierten Chromatinanteil der
NOR (kond.) zeigt die Sonde en starkes Signal aus vermutlich viden dcht liegenden
Signalpunkten. Teilabbildungen (i) und (i) stdlen extreme und sdten auftretende
Kondensationzustande der NOR dar: (i) NOR ist vollstdndig kondnsiert bzw. (iii) NOR ist
vollig dekondensiert. Beispiele fur (i) und (iii) finden sich @d¢enno et al. 1994)

Die Vewendung ds Begriffes , Nukleolus-asoziiertes Heterochromatin® fur die beiden
unterschiedlich stark kondensierten Bereiche der NOR (Nagl 1965 Nagl 1981) scheint aus
heutiger Sicht nicht angebracht. Heterochromatin ist nach Hetz (1928 der Antel des
Chromatins, der der Kondensations- und Dekondensations-Phase der typischen mitotischen
Zdltellung richt folgt, sondern immer kondensiert bleibt. Wie aber vor kurzem gezeigt werden
konrte, bleibt das kondensierte Chromatin der NOR be den Polytdnchromosomen von P.
cocaneus nicht immer kondensiert, sondern kann auch dekondensiert vorliegen (vgl. Schema in
Abbildung 20b und Nenno et a. 1994 Fig. 3a/lb und 4a/b). Meist ist jedoch ein Tel der NOR
kondensiert und der andere Tell aufgelockert. Um diese beiden Zusténde zu symbolisieren, wurde
die NOR im Idiogramm zur Halfte hell und zur Hélfte dunkd gezeichnet (vgl. Abbildung 12). Es
bietet sich an, fur die beiden Kondensationszustande des Chromatins der NOR treffendere
Begriffe enzufihren. Ein Vorschlag wére ,dichtes nukleoldres Chromatin“ (DNC, dense
nucleolar chromatipund ,lockeres nukleoldres Chromatin“ (LNIGpse nucleolar chromatjn

Durch Vergleich vonNO-Chromosomen aus ausgewahlten Abbildungen in der Literatur mit dem
neuen Idiogramm soll im folgenden versucht werden, eine Korrdation zwischen der alten und
neuen Benennung der NO-Chromosomen herzustellen. Die Fotos der Chromosomen | (=S;) und
V (=S, in dr esten ddaillierten Beschrebung (Nagl 19695 erlauben keine endeutige
Zuordrnung. Von Chromosom S; wird rnur ein Foto des g Endcsatdliten phatographisch
dokumentiert. Ansonsten wird auf eine schematische Darstellung verwiesen. Vergleicht man das
dortige Idiogramm (Fig. 1d) mit dem heutigen Idiogramm (vgl. Abbildung 12), so éhnein de
urspringlich jeweils als | und V bezeichneten Chromosomen am meisten den hier als A bzw. K
und | bezeichneten Chromosomen.

Von dn vonSchweizer und Ambros (1979 mit Na, Nb und Nc bezeichneten NO-Chromosomen
wird nur das Na-Chromosom phatographisch hinreichend dolumentiert. Wie oben erwéhrt,
handdt es gch dabel mit hoher Wahrschenlichkeit um das hier mit K bezeichnete Chromosom.
Weitere Vergleiche von Chromosomen in Abbildungen aus friiheren Arbeiten, auf denen sich de
Polytanchromosomen aufgrund ausreichend guter Erhaltung reu identifizieren lassen, sind in
Tabdle 12 zusammengefaldt. Daraus wird ersichtlich, dal3 es sch be den friher as |
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klassfizierte Chromosomen in drel Féllen vermutlich um Chromosom K handelte. Fir die beiden
anderen NO-Chromosomen (Il und V) ist kein entsprechend eindeutiger Vergleich moglich, da
sich nur die Bilder aus einer Arbéitagliasacchi et al. 1993uswerten liel3en.

Tabelle 12 Zuordnung zwischen der Benennung der NO-Chromosomen nech Nagl (1967 und
der in dieser Arbeit neu erstellten.

NO-Chromosomen
Referenz Nagl 1967 neu

Nagl 1970, Fig. 6 I

Durante et al. 1977, Fig. 5und 6 I
Tagliasacchi et al. 1993, Fig. 3 und 4 I

- >X X X

4.2.4 Telomerisches Heterochromatin

Die hier beschriebenen punktformigen Verdichtungen am Ende aller Chromosomen entsprechen in
ihrer Grofe und ihrem Vorkommen den von Nagl (1967 erstmals erwadhnten ,terminale
Kngpfen“. Schweizer (19761 bezeichnete diese Strukturen nach C-Banderung als , terminales
Heterochromatin“. Das terminale/tedomerische Heterochromatin soll im folgenden daher mit
LtHC" abgekirzt werden. Bereits Schweizer (19760 hatte verschiedene Formen von
Anhaufungen des tHC Dbeschrieben, die von ener Schebenform aus viden dcht
beieinanderliegenden Punkten bis hin zu zahlreichen einzelnen Punkten reichte, wie sie auch hier
beobachtet wurden (vghbbildung 9.

Nach DAPI-Farbung zeigte das tHC in der vorliegenden Arbeit keine besonders darke
Fluoreszenz, war dennach immer erkennbar. Nach Farbung mit DAPI/PI, zeigte sich allerdings in
der Regd eine starke, rosa Fluoreszenz. Dies hndlt den Ergebnissen der Fluorochrom-Banderung
von Schweizer (1976h, der im tHC ene starkere Fluoreszenzintensitét von CMA als von
AMD/DAPI beschreibt.

Auch de NO-Chromosomen zeigen, wenn de terminal liegenden NORs gark aufgelockert oder
gedehnt sind, Strukturen, die in Grofe und Auspragung dem tHC sehr dhnlich sind. Es soll hier
aber nicht der Interpretation von Schweizer und Ambros (1979 gefolgt werden, die diese
Strukturen als mogdliche Satdliten angesehen haben. Vidmehr scheint es sch hier aufgrund der
offensichtlichen Ahnlichkeit ebenfalls um tHC zu handeln (&gbildung 9.
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4.2.5 Querbanderungen und Chromatidenbindel

Polytanchromosomen mit Querbéanderungen (vgl. Abbildung 10) waren im Laufe dieser Arbeit
gelegentlich in den Préparate zu beobachten. Die Bénderung trat nicht bei allen, sondern rur bel
en bis zwel Chromosomen eines Kerns auf. Es gibt Hinweise, dal3 das Auftreten der Banderung
mit der 4-7 tagigen Lagerung (+4°C) der Hilsen var der Fixierung in Zusammenhang steht. Dal3
sich durch kihle Temperaturen wahrend dr Anzucht der Pflanzen eine Querbanderung bel
Polytdnchromosomen von P. wulgaris induzieren 18, wurde bereits von Nagl (196%)
beschrieben.

Hinweise auf die vidstréngige Langstruktur der Polytéanchromosomen, die den Chromatiden ocer
Binddn von Chromatiden entsprechen, fanden sich auch an Feulgen-geféarbten
Polytanchromosomen von Phaseolus cocdneus (Brady und Clutter 1974). Sichtbar sind de
Langsdgruktur in den Préparationen aber immer nur in Chromosomenbereichen, deren Chromatin
ungewohnlich stark aufgelockert ist (vgbbildung 19Q.

4.3 Karyotypisierung

Anhand der chromosomenspezifischen Auspragung dr Merkmale des cHC konrte estmals en
vollstdndiges Karyogramm fir die Polyténchromosomen fur Phaseolus cocdneus vorgestelt
werden. Abbildung 11 zeigt je én Karyogramm fir DAPI-gebénderte Chromosomen als auch fir
solche nach DAPI/PI Fabung, bei der sich de Chromosomenbereiche auch farblich
differenzieren lassn. Bel beiden Karyogrammen sind jewells die 22 nicht somatisch gepaarten
Chromosomen anhand dr gemittdten Gesamtlange aufgereiht. Diese Reihenfolge ist fur die
Darstdlung als Karyogramm Ublich, spidt aber fir die Identifikation der Polyténchromosomen
anhand des cHC keine Rolle.

Die Benennung der neu klasgfizierten Polytanchromosomen erfolgte mit den Buchstaben A bis K.
Damit soll deutlich gemachen werden, dal3 die neue Karyotypisierung richt unbedingt mit der
bisherigen Identifizierung rach Nagl (1967 Ubereinstimmen mufd Es besteht insbesondere kein
Zusammenhang zu jenen vier erstbeschriebenen Chromosomen, die von Nagl (19628 mit den
Buchstaben A bis D bezeichnet wurden.

Eine aste Fasaing s Idioggamms der DAPI-gebanderten Chromosomen wurde vor kurzem
vorgestdit (Nenno und Nagl 1998. Darin fanden alerdings die Langenmesaungen nach keine
Berlicksichtigung, so daf? die Numerierung einzener Chromosomen (C-J) abweicht. Die
ausfuhrliche Beschrelbung des neuen Idiogramms wird mit dieser Arbeit erstmalig vorgestellt
(Abbildung 12). Die Kennzeichnung und Numerierung der Zonen mit besonderen Merkmalen des
cHC aber auch andere Zoren (z. B. NORs und tHC) erfolgte analog zur Benennung cer
Bandenmuster von Human-Metaphasechromosomen geméld der Nomenkiatur des International
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System for Human Cytogenetics (ISCN 1995. Bereits Forino (1979 hatte den Vorganger der
ISCN, die Nomenklatur der Paris Konferdt®72) fur das bisherige Idiogramm angewendet.

4.4 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

4.4.1 Vorbehandlung mit Signalamplifikation

Neben der Verbessrung dr Zugéngdlichket fur die FISH fuhrt die Inkubation mit Pepsin/HCI
auch zur Veringerung von Resten des Nukleoplasmas im Praparat (Nenno et al. 1994). Dies
spidt fur die Detektion von Sequenzen, die nur in geringer Kopienzahl vorliegen oder die nur
schwache Signale zeigen, eine gréflRere Rolle, als fir die hoch- und mittelrepetitive Sequenzen mit
starken Signalen. Starke Signale sind meist bereits nach ener Lage Fluorochrom-gekoppelter
Antikorper erkennbar. Schwache Signale misen hingegen in dr Reged erst durch
Signalamplifikation verstarkt werden.

Eine Signalamplifikation war neben dem Nachweis der low-copy Gene von Phaseolin var allem
fur die Detektion der 5'-endmarkierten Oligorukleotid-Sonden fir Mini- und Mikrosatdliten
notwendg. Letztere kommen zwar in vidlen Tausenden von Kopien im Genom vor, aber die
Sigralstérke der aus 15 lzw. 16 Nukleotiden bestehenden Oligorukleotid-Sonden ist gering und
kommt ohre Signalamplifikation richt aus. Um die Hintergrundsignale mogdichst gering zu
halten, die bel der Signalamplifikation unweigerlich auftreten, wurde die HCI-Konzentration von
bisher 0,02 M auf 0,05 M erhght.

4.4.2 Lokalisation der 18-25S und 5S ribosomalen RNA Gene

Die Loci der Gene fur die ribosomale 185-25S RNAs wie die 5S RNA wurden auf den
Polyténchromosomen von Phaseolus bereits mittels radioaktiver ISH und FISH lokalisiert
(Avanzi et al. 1972 Durante & al. 1977 Schumann et al. 1990 Tagliasacchi et al. 1993 Nenno
et a. 1994. Im Rahmen deser Arbeit wurde die Loci der beiden rDNAS neu bestimnt, um sie
anhand des hier beschriebenen Idiogramms auf der cytogenetischen Karte zu kartieren (vgl.
Abbildung 19). Die Signale der 185-25S rDNA wurden auf den drei NO-Chromosomen A, | und
K jewels an terminaler Position lokalisiert. Entsprechend dem Kondensationsgrad des
Chromatins der NOR (vgl. Schema in Abbildung 20) waren de Signale in dchtem Chromatin
stark bzw. in aufgelockertem Chromatin schwéacher und lief3en de Signalpunkte fast einzeln wie
.Perlen an einer Kette aufgereiht‘ erkennen (#dpbildung 1%).

Die 5S rDNA liegt nach den hier vorgelegten Ergebniseen mit je énem Locus im Bereich des
cHC auf den NO-Chromosomen | und K. Durante & al. (1977 beschrieben de 5S rDNA-Loci
auf Chromosom | und VI. Auf Chromosomen | (vermutlich K) fanden sie die Signale im
proximalen Heterochromatin (=cHC). Auf Chromosom VI jedoch, beobachteten sie zwei Loci. In
43% der Félle lagen de Signale im proximalen Heterochromatin (=cHC), in 53% der Félle auf
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einer grof3en interkalaren Heterochromatinbande des langen Arms und in 3% der Félle zeigten
sich Signale an beiden zuvor genannten Loci gleichzeitig. Die Autoren wiesen allerdings auch
darauf hin, dal3 sie das Chromosom VI nicht in alen Kernen identifizieren konrien. Es kann daher
nicht ausgeschlossen werden, daf? Verwechslungen mit anderen Chromosomen fur das Auftreten
der Signale an unterschiedlichen Orten verantwortlich sind. Sie hybridisierten auch mit 18S, 5,8S
und 25S ribosomaler RNA. Es konrte aber nur eéin Chromosomenpaa beobachtet werden, das
sowoh enen 18S-25S als auch einen 5S rDNA-Locus aufwies. Wie die hier vorgestdlten
Ergebnisee der Doppehybridiserung mit beiden rDNA-Sonden zeigen konrie, tragen zwel
Chromosomen jeweils einen 18S-25S und 5S rDNA-Locus Aaddildung 13.

4.4.3 Verteilung von Mikrosatelliten

Die Vertellung vonMikrosatdli ten-Motiven auf Chromosomen vonPhaseol us wurde im Rahmen
dieser Arbeit erstmals untersucht (vgl. Abschnitt 3.5.2) und ihre Loci in de cytogenetische Karte
(vgl. Abbildung 19 eingetragen.

Die Loci der 12 wntersuchten Mikrosatelliten wiesen z. T. grole Unterschiede in ihrer
Signalstérke auf. Einige Signale bestanden aus Ansammiungen von rur wenigen Signalpunkten,
wahrend andere grof3ere Bereiche im cHC ausfillten. Je schwécher die Signale waren, um so
unregelmaidiger war im allgemeinen auch ihr Auftreten. Es wurden daher nur regeméfig
auftretende Loci berticksichtigt. Dies bedeutet, dal’ es auf3er den hier beschriebenen Loci noch
weitere, schwéchere gibt, die aber aufgrund ihres variablen Erscheinens hier Auleracht gelassen

wurden.

Fir die Frage nach der Vertelung dr Mikrosatdliten im Eu- und Heterochromatin wurden
insgesamt 57 Loci der 12 Motive ausgewertet (vgl. Tabdle 9). Signale in den NOR wurden
hierbe nicht berlicksichtigt. Die Mehrzahl der Mikrosatelliten-Loci (32) fanden sich im cHC,
aber auch im Euchromatin wurden 25 Loci beobachtet. Ferner sind de Motive nicht gleichméal3ig
Uber die Chromosomen vertellt. Die meisten Motive kommen auf mehreren Chromosomen var,
wahrend einige auf nur zwel oder drei Chromosomen zu finden sind (z. B. auf zwei: (GATA),,
(GACA),; auf drei: (AAT)s, (CAC)s). Das Motiv (AATG), ist gar im cHC adle df
Polytdnchromosomen verbreitet. Ebenso variiert die Anzahl der Loci eines Motivs auf
verschiedenen Chromosomen. Beispidsweise kommt (CAC)s auf drei Chromosomen rur jewells
an eingr Stelle vor, wohingegen (AG)g auf den insgesamt vier Chromosomen A, B, C und K
jeweils 2, 3, 3 und 1 mal auftritt. Letztere Beobachtung scheint nicht ungewdhniich, da (Wang et
al. 1994 durch Datenbanksuche in bekannten DNA-Sequenzen von Pflanzen das (AG),-Element
als das dritthaufigste Mikrosatelliten-Motiv nach (AThd (A), beschrieben hat.

Die Auswertung dcr drei Mative (C)16 (GC)g und (GCC)s nehmen eine Sonderstellung en. Bei
der Detektion der beiden ersten, (C);6 und (GC)g ergab die Hybridisierung unter den errechneten
Hybridisierungss und Waschtemperaturen (T,=59°C) keine Signale. Erst unter weniger



Diskussion 97

stringenten Bedingungen (T,=40°C und 50°C) wurden Hybridisierungssgnale sichtbar. Die Loci
der Motive unter den beiden riedrig stringenten Temperaturen unterschieden sich nicht, auf3er daf?
die Signalintensitdt bel der hdheren Temperatur von 50°C etwas shwaécher war. Das 3'-getailte
(C)1s-Oligorukleotid wurde evenfalls unter niedrig stringenten Bedinungen hybridisiert und
gewaschen. Die Ergebniss der Signale von GC-reichen Sequenzen sind daher nur eingeschrankt
mit den Ergebnisen der anderen neun Mikrosatelli ten-Motive, die alle unter hoher Stringenz
(Th=Tx-5°C), hybridisiert und gewaschen worden waren, vergleichbar. Denncach erlauben sie
einen ersten Hinweis, dal? auch de GC-reichen Sequenzen in allen Abschritten der Chromosomen
vorkommen: direkt im cHC (z. B. (GCC)s: Chromosom B, C und K), im Randbereich des cHC
(z. B. (C)1 Chromosom H und J), am Ubergang zwischen cHC und Euchromatin (z. B. (C)s¢
Chromosom B und I) sowie im Euchromatin (z. B.;CFhromosom K; GCC5: Chromosom B).

Die Vertelung der Motive innerhalb des cHC wurde genauer analysiert (vgl. Abschnitt 3.5.5).
Dabe wurde nach ihrem Vorkommen in den starken DAPI-Banden od in den Gbrigen cHC-
Bereichen unterschieden. Es lief? sich beobachten, daf? im Bereich der starken DAPI-Banden mehr
Signale von AT-reichen Mikrosatelli ten-Motive und deichzeitig weniger GC-reiche zu finden
waren, als in den Ubrigen cHC-Bereichen (vgl. Tabele 11). Dieser Befund stimnt gut mit der
erhdhten DAPI-Fluoreszenz tiberein. Es erklért auch, dal die Bereiche der starken DAPI-Banden
nach DAPI/PI-Farbung aufgrund ihres hoheren Antells an AT-reichen Sequenzen weil3
erscheinen, wahrend de benachbarten cHC-Abschnitte wegen ihres erhéhiien Anteils an GC-
reichen Sequenzen mehr Rot von Pl aufweisen, so dal? diese Regionen rosafarben erscheinen.

Aufféllig ist die Anhufung der Loci von reun verschiedenen Motiven im cHC von Chromosom
B, im Bereich der starken DAPI-Bande an Position Bg21 (vgl. Abbildung 19). Obwoh es bisher
nicht geang, durch de gleichzetige Hybridisierung mit mehreren Oligorukleotid-Sonden eine
Kolokalisation mit eindeutigen Signalen durchzufiihren, zeigen de Signale der verschiedenen
Motive an der Chromosomenposition Bg21, daf3 die Motive an deser Stdlle gehduft vorliegen.
Ahnliche Haufungen von mehr als drei Mikrosatelliten-Motiven treten auch an den Position
Ag21.3, Aq31 und Kg21-23 auf.

Die beiden Moative (GATA), und (GACA), kommen auf zwei Chromosomen an den selben
Stellen var. Allerdings weist (GATA), auf Chromosom A zwe Loci auf, wéhrend (GACA), auf
diesem Chromaosom nur einen Locus zeigt. Diese Beobachtung kareliert mit den Ergebnissen des
DNA-Fingerprinting bel Phaseolus, wonach de beiden Motive in Uberwiegend gemeinsamen
Filterhybridiserungs-Banden ~ detektiert  wurden  (Hamann e a. 1995. Von 305
Restriktionsfragmenten die bei Hybridisierung mit (GACA), Banden aufwiesen, zeigten 296 auch
Banden mit (GATA),. Umgekehrt lief3en von 1635 Fragmenten mit (GATA),-Banden, 296 auch
Banden mit (GACA), erkennen. Damit zeigt (GATA), sowohl bei der FISH als auch beim DNA-
Fingerprinting mehr Loci bzw. Banden als (GACA),, und an (fast) alen Loci bzw. Banden an
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denen (GACA), vorkommt, 183 sich auch das Motiv (GATA),; nachweisen. Diese Beobachtung
stimmt auch mit den Ergebnisseen von Sequenzanalysen von Konierten Restriktionsfragementen
(3,8-11 kb) von Lycopersicon tberein, in denen (GATA), und (GACA), gemeinsam vorkommen.
Aul¥er diesen beiden Elementen enthidten de Fragmente weitere, &hnliche Mikrosatdlli ten-Motive
(sog. ,, degenerierte GATA"), von cenen angenommen wird, dal3 sie durch Punktmutationen aus
dem GATA-Element entstanden sifbsman und Arens 1997)

Bemerkenswert ist bel Phaseolus ferner die Lokalisation der beiden Motive (CA)g und (CAC)s an
den dei NO-Chromosomen A, | und K jeweils im kondensierten Chromatin der NOR (vgl.
Abbildung 15c). Da an den sdben Stelen auch de Gene der ribosomalen 185-25S RNAs zu
finden sind, mifden de beden Mikrosatdliten-Motive zwischen den ribosomalen RNA-Genen
eingestreut liegen. Ein vergleichbares gemeinsames Vorkommen des Motiv (GACA), in den NOR
auf Chromosomen vonMensch, Gibbon, Orang-Utan und Schimpanse wurde bereits von Nanda
et al. (1997 beschrieben. Be Arabidopsis thaliana zeigte der Mikrosatdlit (GA)sg bzw. das
Oligoruklectid (GA):, an zwe der finf Chromosomenpaae starke Signale, die vermutlich im
Bereich der NORs liegen. Auf den anderen Chromosomen finden sich de Loci von (GA),, nur mit
schwachere Signalintensitét im paracentromerischen Heterochr{Bratimdes et al. 1997)

Obwohl fast ale der 12 verwendeten Mikrosatelli ten-Motive auf den Polytanchromosomen von
Phaseolus mehrere Loci aufwiesen, zeigte kein Element auf allen Chromosomen en
Hybridisierungsmuster, das zur ldentifizierung geegnet wére. Damit ist der sog. GAA-Satdlit
bisher der enzige Fall, wo Mikrosatdliten-Motive efolgreich zur Karyotypisierung eingesetzt
werden konntePedersen et al. 1996)

Wetere Untersuchungen zur Vertelung werschiedener Mikrosatelliten-Motive wurden an
pflanzlichen Metaphasechromosomen von Beta vulgaris (Schmidt und Heslop-Harrison 1996
und Cicer arietinum (Gortner et al. 1998 durchgefiihrt. Motive, die sowohl in einer der beiden
genannten als auch in der vorliegenden Arbet verwendet wurden, sind (AT)s, (AG)s, (CA)s,
(GATA), und (GACA),. Verglecht man ihre chromosomale Vertellung, zeigen sich mehr
Gemeinsamkeiten zwischen Beta und Cicer ((TA)g10, (CA)s, (GATA),) as zwischen desen und
Phaseolus (nur (GATA),). Das Motiv (GATA), zeigt als enziges Motiv be alen dei
untersuchten Species eine gewisse Ubereinstimmung. Es liegt an einigen Chromosomen von Beta
(6), Cice (4) und Phaseolus (2) mit starken Signalen im centromerischen Heterochromatin und
zeigt zusatzlich schwache Signale in euchromatischen Regionen (bei Phaseolus aber nur auf
einem Paa). Dies konrnte @n Hinwels darauf sein, dal’ es sch be (GATA), um ein, evolutiv
gesehen, ,altes* Mikrosatelliten-Motiv hand@tosman und Arens 1997)

Aussagekréftige Verallgemenerungen Uber die chromosomale Vertellung von Mikrosatdli ten-
Motive auf pflanzlichen Chromosomen lassn sich aufgrund der geringen Zahl von bisher
verfigbaren Vergleichsdaten (drei Motive (TA)g10, (CA)s, (GATA), bel drei Arten) noch nicht
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treffen. Dazu miften nach weitere der 49 Mikrosatelli ten-Motive bestehend aus Mono., Di-, Tri-
und Tetranukleotide(Depeiges et al. 1995intersucht werden.

4.4.4 Lokalisation der Minisatelliten

Die beiden Kasdschen Minisatelliten, die sog. ,, Jeffrey-Sonde’, eine 33bpWiederhdungseinheit
(repeat) aus einem Intron des humanen Myogdobin-Gens (Jeffreys et al. 1985 und das interne
repeat des Protein 111- Gens des Bakteriophagen M13 (Vassart et al. 1987 enthalten jewells eine
16 lezw. 15 Nuklectid-lange Core-Consensus-Sequenz. Synthetische Oligoruklectide der
Cornsensus-Sequenzen (hier mit ,,33con und ,M13con’ abgekiirzt) wurden as Sonden
verwendet, um ihre Vertelung auf den Polytanchromosomen zu untersuchen. Die Sigrale der
33con-Sonck lagen terminal auf dem tHC auf allen Chromosomen, wohingegen de Loci der
M13conSonck im cHC aller Humanchromosomen, insbesondere im Bereich der starken DAPI-
Banden, beobachtet wurden (vgl. BeispielAliildung 1& und c).

Mit Hilfe von Kopplungsgruppen-Analysen wurde bel Phaseolus vulgaris die Position dess M13-
Minisatdliten an den Enden der zwei genetischen Kopplungsgruppen (D3 und D10) ermittdlt, und
man vermutete daher eine terminale chromosomale Lokalisation (Stockton und Gepts 1994
Sonrante @ a. 1994. Die hier festgestelten Loci der M13con-Sonde im cHC der
Polytanchromosomen von P. cocdneus scheinen dem zu widersprechen. Allerdings bestand de
zugrundiegende RFLP-Karte aus 15 Kopplungsgruppen (Nodari et al. 1993. Da es aber nur 11
Chromosomenpaae gibt, blebt unkiar, welche der 15 einer kompletten Kopplungsgruppe
entsprechen und welche Fragmente darstelen, die éner anderen Gruppe zugerechnet werden
missen. Sollte sich herausddlen, dal3 die Gruppen D3 und D10 Fragmente sind, bleibt noch
offen, ob die M13-Loci in vollstandigen Kopplungsgruppen noch immer an den Enden liegen.
Die Vertellung oes 33bprepeats sowie des M13-Minisatdliten auf Humanchromosomen sind
bekannt. Die Signale der 33.15-Sonck sind praferentiell in der Telomerregion angehauft (Royle @
al. 1988, was ebenso auf die Verteilung bel den Polytanchromosomen vonP. cocdneus zutrifft.
Die Signde von M13 sind jedoch Uber ale Humanchromosomen, &hnlich enem R-
Bénderungsmuster, vertelt (Christmann et al. 1991), was mit der Lokalisation im cHC der
Phaseoludolytdnchromosomen nicht Ubereinstimmit.
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4.4.5 Arabidopsis Telomer-Sequenz

Die Hybridisierung mit der Telomer-Sequenz von Arabidopsis thaliana (TTTAGGG), (Richards
und Ausubel 1988, die auch bei zahlreichen anderen Pflanzen varkomnt (Fuchs et al. 1995,
zeigte éenso an dlen Enden der Polytdnchromosomen von Phaseolus Signale. Diese
Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit ener frilheren Beobachtung an Phaseolus-
Polytanchromosomen, bei der als Sonde die unter Vertebraten verbreitete Teomer-Sequenz
(TTAGGG), (Meyne J. et al. 198%)erwendet wurdéNagl 1991)

4.5 Vergleich mit Metaphasechromosomen

Charakterisierungen von Metaphasechromosomen von P. cocdneus (s. GroRenvergleich in
Abbildung 5¢c und d wurden in erster Linie mit Hilfe von Giemsa-C-Banderung curchgefuihrt
(Bhattacharya 1978 Mok und Mok 1976 Schweizer und Ambros 1979 Zheng et a. 1991).
Berichte von Fluorochrom-Banderungen sind sdten und ihre Ergebnise elaubten keine
Klassfizierung d einzelnen Chromosomen (Schweizer 1976k Zheng et al. 1993. Ein erstes
Idioggamm fur DAPI-gebanderte Metaphasechromosomen von P. cocdneus, das ene
| dentifizierung ermdglicht und dartiber hinaus Angaben Uber die Loci der 185-25S sowie der 5S
rDNA (s. u.) macht, ist zur Verdffentlichung eingereicht (Moscore ¢ al., Schweizer, person.
Mitteilung). Es wurde mir von dn Autoren freundicherweise zur Verfigung cestdlt. Der
Vergleich der DAPI-gebanderten Meta- und Polytanchromosomen zeigt eine gewisse
Ubereinstimmung, vor allem hinsichtlich der Banderungsmuster der drei NO-Chromosomen.

ISH mit 18S-25S rDNA und 5S rDNA

Der Nachweis von 185-25S rDNA an Metaphasechromosomen von P. cocdneus mittels FISH
beschrankte sich bisher auf Berichte tiber die Anzahl von Loci. Zheng et al. (1994 beobachteten
4 Chromosomen mit einem Locus, wahrend Guerra et al. (1996 auf 6 M etaphasechromosomen
en Signal der 18S-25S rDNA nachweisen konrie. Eine Unterscheidung war aufgrund ihrer
Ahnlichkeit nicht modlich (Guerra et al. 1996. Neue Ergebnisse von Moscore & al. (Schweizer,
personliche Mittellung) zeigen ebenfalls auf dreéi Chromosomenpaaren 18S-25S rDNA-Signale
und auf zweien davon konrien auch 5S rDNA-Loci nachwiesen werden. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit an Polytéanchromosomen, bel denen de 18S-25S
rDNA auf den dreél Polytanchromosom A, | und K liegen und auf zwe vonihnen (I und K) auch
die Loci der 5S rDNA zu finden sind (beziiglich der Zuordnung M eta-/Polyténchromosomen s.
0.)
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4.6 Ausblick

Fir die Polytdnchromosomen von Phaseolus cocdneus wird mit dieser Arbeit erstmals en
voll standiges Karyogramm sowie én neues Idiogramm vorgelegt. Letzteres kdnrte insbesondere
im Hinblick auf die zunehmende physikalische Kartierung und dem Vergleich der Position von
Genen bzw. molekularen Markern auf physikali scher, genetischer und cytogenetischer Ebene éne
wichtige Rolle spiden. Denn de rund 30mal [angeren Polyténchromosomen bieten eine héhere
Auflésung bei der chromosomalen Lokalisation als mitotische Chromosomen.

Die Ubertragbarkeit der Identifikation anhand des cHC-Bereich von Polytan-  auf
M etaphasechromosomen ist jedoch vermutlich nur eingeschrénkt mogich. Erfolgversprechender
escheint der Versuch, sie an den weniger stark kondensierten mitotischen Pro-, bzw.
Prometaphase anzuwenden. Damit liel3en sich nicht nur die Arten mit besonders ausgepragten
Polyténchromosomen identifzieren sondern, mddicherweise auch alle anderen 55 Phaseolus-
Arten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die 22 Polytanchromosomen aus dem Embryosuspensor der unreifen Samen von Phaseolus
cocdneus wurden seit ihrer Entdeckung durch (Nagl 1962a) in zahlreichen Untersuchungen néher
beschrieben. lhre strukturdle Variabilitdt, insbesondre die variierende Lange der
euchromatischen Bereiche und das nur gelegentliche Auftreten voninterkalaren Heterochromatin-
Banden erschwerte jedoch die Identifizierung.

Es wurde daher nach enem zuverldssgeren Mekmal zur Klasgfizierung e
Polytanchromosomen gesucht. Zunéchst wurde die Prdparationstechnik fur die Phaseolus-
Polyténchromosomen weiterentwicket, was zu einer verbesserten Spreitung beitrug und in einer
bessren Erhaltung der Chromosomen resultierte. Desweiteren wurde die Bedeutung des
centromerischen Heterochromatins (cHC) als Identifikationsmerkmal entdeckt. Das cHC bleibt
enersdts von praparationsbedingten Streckungsartefakten weitgehend unbehelli gt, aber weist
dennach ene chromosomenspezifische Ausprégung unterschiedlicher Merkmale auf. Ein
markantes Merkmal im cHC enes jeden Chromosoms ist eine starke DAPI-Bande, die allerdings
erst nach der Vorbehandung mit Pepsin/HCI deutlich hervortritt. Die Klassfizierung anhand des
cHC erlaubte estmalig de Erstelung eines Karyogramms und fuhrte zu einem Idiogramm der
DAPI-gebanderten Polytanchromosomen. Verwendet man zur Férbung ein Gemisch aus DAPI
und Propidiumiodd (DAPI/PI), lasen sich de Chromosomenabschnitte auch farblich
differenzieren.

Durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) wurden de Gene der ribosomalen 185-25S und
5S RNAs swie die Phaseolin-Gene auf den DAPI-gebanderten Polytdnchromosomen reu
kartiert. Ferner wurde durch FISH die Vertelung von 12 Mikrosateliten-Motiven, zwel
Minisatdliten-Sequenzen und dx  ArabidopsisTeomer-Sequenz mit  synthetischen
Oligorukleotiden als Soncen untersucht. Die Loci der Mikrosatelliten lagen Uberwiegend im
Heterochromatin, kamen aber auch im Euchromatin var. Keines der untersuchten Mikrosatelli ten-
Motive zeigte en spezifisches Hybridisierungsmuster, anhand desen ene éndeutige
Identifizierung aller Polytanchromosomen mddich gewesen wére. Auffélig hingegen war das
Auftreten von reun Motiven im Bereich der starken DAPI-Bande auf Chromosom B. Auf¥erdem
gibt es Hinweise, dal? die starken DAPI-Banden allgemein enen holeren Antell an AT-reichen
Sequenzen aufweisen als die sonstigen Abschnitte des cHC. Die Minisatelli ten-Sequenzen waren
jewells entweder in cHC oder an den Telomeren lokalisiert. Die Arabidopsis-Teomer-Sequenz
zeigte denfalls Signale nur an den Chromosomenenden. Die Loci der verschiedenen
Mikorsatdli ten-Motive wie auch de von rDNA und dr Phaseolin-Gene, wurden zu einer ersten
cytogenetischen Karte véthaseolus coccinewsisammengestellt.
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7 ANHANG

7.1 Abkirzungen

Aqua dest. destilliertes Wasser

bp base pair

BSA bovine serum albumin

Cen Centromer

cHC centromerisches Heterochromatin

Ccv. cultivar

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DIG Digoxigenin

DG Deckglas

FISH Fluoreszenzn situ-Hybridisierung

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FITC Fluoresceinisothiocyanat

h Stunde(n)

kb kilo base

min Minuten

mw molecular weight

nt Nukleotide

NO Nukleolus-organisierend

NOR Nukleolus-organisierende Region

oT Objekttrager

p Kurzbezeichnung fir den kirzeren Chromosomenarm
P. Phaseolus

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reactioiPolymerase-Ketten-Reaktion
Pl Propidiumiodid

q Kurzbezeichnung fiden langeren Chromosomenarm
rDNA Gene fir die ribosomalen 5S oder 18S, 5,8S und 25S RNAs
RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

S Svedberg

SAT sine acido thymonucleinicpenthdlt keine Nukleinsdu(eleitz 1931)
sDB starke DAPI-Bande

SDS sodium dodecyl sulfate

SES sekundare Einschnirung

SSC standard saline citrate

SSR simple sequence repeader Mikrosatellit

tHC telomerisches Heterochromatin

Tm temperature of melting

Th temperature of hybridization

Tris 2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-Propandiol

TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat

wDB schwachere DAPI-Bande
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