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FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN
AN B-CHROMOSOMEN VON ALLIUM FLAVUMUND A. PALLENS (LILIACEAE)

J. Loidl, Wien

MATERIAL UND METHODEN

Pflanzenmaterial und Herkinfte: Allium flavum L., Falkenstein, N. 0.: 2 n = 16+B,
2 n = 16+ 2B. Allium sp., unter dem Namen A. paniculatum vom Bot. Garten Coimbra,
Portugal als Samen erhalten. Eine Nachbestimmung fuhrte zu A. pallens BOISS., jedoch
zeigte sich nach der Giemsa C-Banderungs-Technik ein ganzlich anderes als die von VOSA
(1976) fur diese beiden Arten beschriebenen Heterochromatinmuster. Ob Bestimmungs-
probleme oder echte Variation innerhalb dieser Art (oder Artengruppe?) fur diese Diskrepanz
verantwortlich sind, ist noch unklar. In der vorliegenden Arbeit wird provisorisch die Be-
zeichnung A. pallens verwendet. : :

Fluoreszenzfarbemethoden: Fur die Fluoreszenzfarbung wurden aus colchizinierten
und in Methanol-Eisessig (3 : 1) fixierten Wurzelmeristemen Quetschprédparate hergestelit.
Diese wurden nach dem Absprengen des Deckglases nach der Trockeneismethode luft-
getrocknet und anschlieBend gefarbt.

Die Farbung mit Quinacrin-HCI wurde nach SCHWEIZER & NAGL (1976) durchgefuhrt.
Zur Farbung mit Chromomycin Az (CMA) und Diamidino-Phenylindol (DAPI) zur sequentiellen
Darstellung der komplementéren Banderungsmuster wurde die Methode von SCHWEIZER
(1976) angewandt.

Die Fluoreszenzbeobachtungen wurden an einem Mikroskop Leitz Ortholux Il mit Auf-
lichtungsfluoreszenzeinrichtung angestellt und mittels einer aufgesetzten Kieinbildkamera
festgehalten. Bei gleichzeitig CMA und DAPI geférbten Objekten konnten durch den
Wechsel der Erregerlicht-Filter abwechselnd die spezifischen Fluoreszenzmuster hervor-
gerufen werden.

Zur Untersuchung von Meiosechromosomen wurden junge Blatenknospen in Methanol-
Chloroform-Eisessig (6 : 3 : 2) fixiert, Antheren von passender Gro8e in einem Tropfen 45%
Essigséure auf einem Objekttrager ausgequetscht und die Pollenmutterzellen im Phasen-
kontrast beobachtet und photographiert.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bei Allium pallens wurde ein B-Chromosom gefunden, welches Giber eine proximal im
langen Arm gelegene Nukleolus-organisierende Region verflgt. Sie unterscheidet sich von
der primaren Einschniirung durch die positive CMA-Fluoreszenz der angrenzenden Zonen,
die dadurch als GC-reich ausgewiesen werden (Abb. 1a). Mit DAPI, einem AT-spezifischen
Farbstoff fluoresziert die entsprechende Region gedrickt (Abb. 1b). Auch die NORs an den
A-Chromosomen stellen sich in der gleichen Weise dar, allerdings liegen sie nahezu
terminal und das angrenzende heterochromatische Material ist nur in kleinen Mengen vor-
handen. Bezuglich ihrer Lage in den langen Armen der Chromosomen stellen diese NORs
einen eher selten vertretenen Fall dar, noch ungewoéhnlicher ist die Lage der NORs proximal
in den langen Armen der B-Chromosomen (vergl. LIMA-DE-FARIA 1980). Aus der unter-
schiedlichen Lage der NORs in A- und B-Chromosomen geht hervor, daB es sich bei den
B-Chromosomen dieses Typs um kein unmittelbares Derivat eines A-Chromosoms handelt.
Dartberhinaus zeigen sich im Diplotdn keine Chiasmata zwischen Standard- und
B-Chromosomen. Dagegen sind die in den Pollenmutterzellen — wohl aufgrund einer bei
Bs nicht seltenen Zahleninstabilitat (vergl. JONES 1975) — in der Zweizahl| auftretenden
B-Chromosomen zur Chiasmenbildung untereinander beféhigt. Gemeinsam bilden sie
dann einen Nukleolus, der mit denen der anderen NOR-Chromosomen verschmelzen kann
(Abb. 2).

Bei Allium flavum aus einer Population in Falkenstein, N.O. kommen verschiedene
B-Chromosomen-Typen vor (LOIDL 1981, im Druck). Sie unterscheiden sich voneinander in
der GréBe und in den Schenkelverhéltnissen, jedoch wurde gefunden, daB sie Giemsa C-
Bander in &hnlicher Lage besitzen. Wie sich nunmehr durch eine Untersuchung mit Fluores-
zenzfarbstoffen herausstellte, kénnen diese Bander hinsichtlich ihrer Basenzusammen-
setzung bei den verschiedenen B-Chromosomen-Typen einen Unterschied aufweisen (Abb. 3).

Typ1 Typ 2 Typ 3

DAPI~  CMA" Q DAPI™ Q*

Abb. 3: Schema der Fluoreszenzcharakteristika der Heterochromatin-Bander in den B-Chromosomen von Allium
flavum.



Typ 1 und 2 unterscheiden sich nur morphologisch. Beide besitzen ein intercalares Band,
das sich bei Typ 1 durch DAPI—/CMA* -Fluoreszenz (Abb. 4a, b) bzw. Q—-Fluoreszenz als
GC-reich einstufen 1aBt. Dies gilt auch fur Typ 2, wo das Band gedruckt DAPI fluoresziert.
im 3. Typ jedoch zeigt ein an dhnlicher Stelle im Chromosom gelegenes Band Q+-Fluores-
zenz, was AT-Reichtum vermuten |48t (Abb. 5b). Dieser Unterschied ist auf mehrere Arten
erklarbar. So kénnten die B-Chromosomen aus einem Chromosom mit Bandern beider
Typen durch Deletion der jeweils den anderen Bandtyp einschlieBenden Bereiche ent-
standen sein. Ebenso kénnten die B-Chromosomen aus Fragmenten eines im proximalen
bis medianen Bereich ungebinderten Chromosoms hervorgegangen sein, wobei die unter-
schiedlichen Heterochromatin-Bander unabhangig voneinander entstanden sein mBten;
und schlieBlich kdnnten die betreffenden Bs aus verschiedenen Ausgangschromosomen
entstanden sein.

Andere Bander lieBen sich mit basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen nicht dar-
stellen, obwohl diese B-Chromosomen auch in anderen Bereichen (vorwiegend den
terminalen) constitutives Heterochromatin besitzen (LOIDL 1981, im Druck); dieses ist da-
her wahrscheinlich in der Basenzusammensetzung dem Euchromatin dhnlich.
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ZUSAMMENFASSUNG

B-Chromosomen von Allium flavum und A. pallens wurden mit Fluoreszenzmethoden
(DAPI, CMA, Q) untersucht. Es zeigten sich in den B-Chromosomen aus-einer Population
von A. flavum zwei unterschiedliche Heterochromatin-Typen an &hnlichen Chromosomen-
orten. Das B-Chromosom von A. pallens besitzt eine proximal im langen Arm liegende SAT-
Zone.

ABSTRACT

B-chromosomes of Allium flavum and A. pallens (provisional det.) were investigated
by fluorescent staining methods (DAPI, CMA, Q). in a population of A. flavum two different
types of B-chromosomes could be discerned in that bands in corresponding locations
showed different staining with fluorochromes. The B-chromosome found in A. pallens has
a nucleolus organizing region which is located proximally in the long arm.

B-Chromosomen, auch akzessorische Chromosomen genannt, kdnnen in variabler An-
zahl zusétzlich zu den normal vorhandenen Chromosomen auftreten. Hinweise, daB sie
proteincodierende Gene tragen, sind spérlich (JACKSON & NEWMARK 1960, zit. bei JONES
1975; RUIZ REJON et al. 1980). Vielfach nachgewiesene Effekte auf den Phanotyp werden
eher als genisch bedingt betrachtet. Zusatzlich zur Ausstattung des A-Komplements kon-
nen B-Chromosomen aber sehr woh! Uber Nukleolus-organisierende Regionen bzw. ribo-
somale Gene verfiigen (BOSEMARK 1957, POWELL & BURTON zit. bei JONES 1975, FLAVELL
+ RIMPAU 1975, BRANDHAM & BHATTARAI1 1977, LOIDL 1981 im Druck). In der vorliegenden
Arbeit soll ein B-Chromosom bei A. pallens, welches eine Nukleolus-organisierende Region
(NOR) besitzt, beschrieben werden.

B-Chromosomen sind meistens kleiner als die zugeh&rigen Standardchromosomen
und unterscheiden sich von diesen meist auch in der Gestalt. Beztglich des Hetero-
chromatinmusters sind die verschiedensten Typen bekannt. Sie kénnen total hetero-



chromatisch bis (nahezu ?) euchromatisch sein und dber einen von den A-Chromosomen
ganzlich abweichenden oder aber in mancher Hinsicht recht dhnlichen "banding style”
(SCHWEIZER & EHRENDORFER 1976, GREILHUBER & SPETA 1976) verfiugen. Dies ist bei
einer Reihe von B-Chromosomen von A. flavum der Fall (LOIDL 1981, im Druck). Wie sich bei
diesen das Banderungsmuster durch die Farbung mit basenspezifischen Fluoreszenzfarb-
stoffen darstellt, soll in diesem Beitrag erortert werden.
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Abb.1: Allium pallens. a. CMA-Fluoreszenz, Bereiche an den NORs fluoreszieren hell, Pfeile: NORs in den
Standardchromosomen (inkomplett), Doppelpfeil: NOR im B-Chromosom, b. DAPI-Fluoreszenz, NOR im B fluores-

ziert gedriockt (Pfeil)
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Abb.4: Allium flavum, sequentielle CMA/DAPI-Farbung. a. DAPI-Fluoreszenz: Gedriicktes Band in den B-Chromo-
somen (Pfeile). b. CMA-Fluoreszenz: Helles Band in den B-Chromosomen

Abb.5: Allium flavum, inkomplette Metaphasen. a. DAPI™ -Band im B-Chromosom Typ 2 (Pfeil). b. Q 7 -Band im
B-Chromosom Typ 3 (Pfeil).
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