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Genomgroflen-Bestimmung bei Sphagnum:
ein Methodenvergleich

Eva M. TEMSCH, Johann GREILHUBER, Hermann VOGLMAYR
und Robert KRISAI

An 30 osterreichischen Taxa von Sphagnum wurde die GenomgroBe (DNA-
Gehalt des Chromosomensatzes) Feulgen-densitometrisch mit dem Cell Image
Retrieval and Evaluation System (CIRES; Kontron, Miinchen) gemessen. Aus
diesen wurden 10 Taxa zufillig ausgewdhlt und deren DNA-Gehalt zum
Vergleich mit dem Mikroskop-Photometer MPV2 (LEITZ) gemessen. Der DNA-
Gehalt weiterer 5 Herkiinfte (4 Taxa) wurde mit Durchflusszytometern (CA 1I,
PA II; Partec) bestimmt.

Es konnte zwischen den beiden gametophytischen Polyploidiestufen von 0.392
bis 0.506 pg DNA (x, 1C) und 0.814 bis 0.952 pg DNA (2x, 1C) bereits nach
der Messung von wenigen Kernen eindeutig unterschieden werden. Das mittlere
Verhiltnis dieser beiden Polyploidiestufen betrug 1:2.049. Fur S. contortum und
S. brevifolium wurde das haploide Niveau erstmals festgestellt. Weiters wurde
der Polyploidiegrad einiger Arten mit unterschiedlichen Literaturangaben fiir die
osterreichischen Herkiinfte bestimmt. Die Korrelation der mit den verschiedenen
Methoden gewonnenen Ergebnisse war im Fall von CIRES versus MPV2 hoch
signifikant (r = 0.9613, P < 0.001, n = 10) und auch im Fall von CIRES versus
Durchflusszytometer signifikant (r = 0.9109, P = 0.032, n=5).

TeMscH, E.M., GREILHUBER, J., VOGLMAYR, H. & KRISAL R. 1999. Genome
size determination in Sphagnum - a comparison of methods.

Genome size (DNA content of the karyotype) has been determined by Feulgen
densitometry in 30 Sphagnum taxa of Austrian origin, using the Cell Image
Retrieval and Evaluation System (CIRES; Kontron, Munich). In ten arbitrarily
chosen taxa, genome size was also measured with the MPV2 (Leitz) scanning
densitometer Five accessions (4 taxa) were further measured with flow
cytometry (CA II, PA II; Partec).

The gametophytic ploidy levels x and 2x ranging from 0.392 to 0.506 pg DNA
(x, 1C) and from 0.814 to 0.952 pg DNA (2x, 1C) could be unambiguously
discriminated soon after measuring a few nuclei. The average ratio between the
ploidy levels was 1:2.049. For the first time, the haploid level was stated for S.
contortum and S. brevifolium. Furthermore, the ploidy level was determined for
the first time for some Austrian taxa, for which divergent or deviating reports
exist in the literature. The correlation of the data obtained with the CIRES and
the MPV2 was highly significant (r = 0.9613, P <0.001). Also the data obtained
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with the CIRES and flow cytometry were significantly correlated (r = 0.9109, P
=0.032, n=>5).

Keywords: genome size, Feulgen-densitometry, image analysis, flow cytometry,
Sphagnum.

Einleitung

Die Landpflanzen (Embryophyta) variieren in ihrer GenomgroBe (DNA-
Menge im Chromosomensatz) betrachtlich, namlich nahezu 1000-fach. Die
GenomgroBe hat Anpassungswert (BENNETT 1972), da sie ZellgroBe und
Zellzyklusdauer beeinflusst, und ist als quantitatives Merkmal fiir die
Taxonomie wichtig (GREILHUBER & EHRENDORFER 1988). Waihrend
Angiospermen und zum Teil auch Gymnospermen in dieser Hinsicht
einigermafBen untersucht sind, gab es bisher iiber Moospflanzen fast keine
Daten (GREILHUBER et al. 1999, VOGLMAYR & GREILHUBER 1998) und diese
waren vor allem wenig verliBlich. Deshalb wurde in einer Arbeitsgruppe am
Botanischen Institut der Universitit Wien damit begonnen, die
GenomgroBenvariation der Moospflanzen mit verschiedenen Methoden zu
untersuchen. Der Gattung Sphagnum (x = 19 plus eine gewisse Anzahl von
Mikrochromosomen) wurde wegen ihrer Einzigartigkeit und 6kologischen
Bedeutung Prioritit eingeraumt (TEMSCH, GREILHUBER & KRISAI 1998).

Zur Genomgrofen-Bestimmung werden gegenwartig hauptsachlich die zwel
folgenden Methoden in verschiedenen Varianten eingesetzt: (1) Feulgen-
Densitometrie mit Scanning-Geriten oder Bildanalysegeriten auf Videobasis;
(2) Durchflusszytometrie von Zellkernisolaten unter Verwendung von DNA-
spezifischen Fluorochromen. Bei all diesen Methoden wird die DNA der
Zellkerne stochiometrisch gefarbt, wobei ein Organismus mit bekannter
GenomgroBe als innerer Standard dient. Die relative Intensitat der Farbung
der Kerne des Testorganismus ist ein MaB fiir die im Genom vorhandene
DNA-Menge.

Material und Methoden

Feulgen-Densitometrie

Bei 30 Arten (66 zumeist §sterreichischen Herkunften) von Sphagnum wurde
die GenomgroBe Feulgen-densitometrisch an gametophytischen Mitosen aus
meristematischen Astspitzen bestimmt. Pisum sativum mit einer bekannten
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GenomgroBe (GREILHUBER & EBERT, 1994) von 4.42 pg DNA (1C, d.h.
bezogen auf das haploide unreplizierte Genom) diente als interner Standard.
Primdre Wourzelspitzen von Pisum sativum als Standardmaterial und
Kopfchen von Sphagnum spp. als Probenmaterial wurden parallel in einem
Gemisch aus Methanol und Eisessig (ME 3:1) iiber Nacht bei 4 °C oder zum
Vergleich (GREILHUBER 1988) in 4 %iger Formaldehyd-Losung (pH 7) 1.5 h
fixiert. Die ME fixierten Gewebe wurden zur weiteren Aufbewahrung im
Tiefkiihlschrank bei -20 °C einfach in Ethanol (96 %) transferiert, wahrend
die in Formaldehyd fixierten Gewebe vor der Transferierung mehrmals mit
ME gewaschen werden mussten, um das nicht gebundene Formaldehyd
restlos zu entfernen. Das zu farbende Material (meristematische Astspitzen
und Standard) wurde mit Aqua demin. gewaschen, in SN HC1 60 Minuten bei
genau 20.0 °C hydrolysiert, wieder gewaschen und in Feulgen Reagens 1.5 h
bei Zimmertemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C gefarbt. Danach wurde der
nicht gebundene Farbstoff mit einer Losung aus 0.5 g K,S,0s, S ml 1N HCI
und 95 ml Aqua demin. griindlich ausgewaschen. Aus dem gefarbten Material
wurden in 45 %iger Essigsdure Quetschpraparate hergestellt. Als Messgerit
diente einerseits das CIRES, andererseits zum Vergleich bei 10 zufillig
ausgewiihlten Arten zusitzlich das Mikroskop-Photometer MPV2.

Es wurden je 10 Metaphasekerne (2C) von je 3 Priparaten von Sphagnum
spp. und parallel dazu dieselbe Anzahl an Telophasekernen (2C) von Pisum
sativum gemessen. Aufgrund des gemessenen Verhiltnisses der integrierten
optischen Dichte von Objekt und Standard wurde auf Basis des bekannten
DNA-Gehaltes pro 1C von Pisum sativum der DNA-Gehalt pro 1C von
Sphagnum spp. berechnet.

Durchflusszytometrie

Die GenomgroBen von 5 Herkiinften (4 Taxa) wurden zum Vergleich mit
Durchflusszytometern von Partec (CA II und PA II) mit einer
Quecksilberlampe als Lichtquelle gemessen. Dazu wurden Capitula von
Sphagnum spp. in Aqua demin. gewaschen und zusammen mit dem Standard,
namlich jungen Blattchen von Glycine max, in Isolationspuffer (BARANYI &
GREILHUBER 1996) mit einer Rasierklinge bei Raumtemperatur zerkleinert.
Die Kernsuspension wurde muittels eines Nylonnetzes mit 30 um
Maschenweite von den groBeren Zellwandfragmenten getrennt, 30 Minuten
mit RNase bei 37 °C behandelt und mit Propidiumjodid-Farbelésung (PI)
mindestens 20 Minuten unter Lichtabschluss gefarbt. Es wurden mindestens 3
Messungen pro Priparation durchgefiihrt.
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Die GenomgroBe wurde aus dem Verhiltnis der Fluoreszenzintensitiat von
Objekt und dem bekannten Standard (Glycine max, 1C = 1.134 pg)
berechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Zwei gametophytische Polyploidiestufen, haploid und diploid, konnten
unzweideutig unterschieden werden (Abb. 1). 26 haploide Arten ergaben
Werte zwischen 0.392 und 0.506 pg DNA (1C) und vier diploide Arten
zwischen 0.814 und 0.952 pg DNA (1C). Das durchschnittliche Verhéltnis
der Ploidiestufen war 1:2.049, was der theoretischen Erwartung der
Verdoppelung des Grundgenoms sehr genau entspricht.  Der
Variationskoeffizient innerhalb eines Priparates war nie groBer als 3 %, und
die Variation zwischen Priparaten einer Herkunft war fast nie groer als 4 %.
Aus der scharfen Trennung der Ploidiestufen in der Gattung Sphagnum ergibt
sich, dass mit Densitometrie schon an wenigen Zellkernen eine Bestimmung
des Ploidiegrades moglich ist. Dies ist eine praktische Alternative zur
Chromosomenzihlung, die bei Sphagnum insbesondere an Gametophyten
sehr schwierig ist.

Die Gattung Sphagnum ist also in ihrer Grundgenomgréfe sehr einheitlich.
Dies passt zur Einheitlichkeit des morphologischen Erscheinungsbildes,
tberrascht aber dennoch in Anbetracht des vermutlich hohen
phylogenetischen Alters dieser Gruppe.

Die gefundenen Polyploidiegrade der Taxa stimmten weitgehend mit den
Literaturdaten iiberein (NEWTON 1993). Bei S. contortum und S. brevifolium
wurde erstmals der Polyploidiegrad, namlich haploid, bestimmt. Bei vier
Arten mit unterschiedlichen Angaben in der Literatur wurden folgende
Ergebnisse erzielt: S. magellanicum, x (BRYAN 1955, MAASS & HARVEY
1973, FRITSCH 1991); S. papillosum, 2x (SMITH & NEWTON 1968, MASS &
HARVEY 1973); S. denticulatum, x (SMITH & NEWTON 1968, BRYAN 1955,
FRITSCH 1991); S. squarrosum, x (FRITSCH 1991, SORSA 1955).
Verschiedene Herkiinfte einer Art waren zumeist kaum oder nicht signifikant
verschieden, nur bei S. magellanicum und S. papillosum waren Unterschiede
(1.088-fach bzw. 1.063-fach) deutlich signifikant (P < 0.01). Eine statistische
Analyse zeigte, dass die Arten innerhalb einer Sektion weniger variierten als
zwischen den Sektionen, wodurch die systematische Bindung der
GenomgroBe selbst bei so kleinen Unterschieden sichtbar wird.
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Abb. 1. Haufigkeitsverteilung der GenomgroBlen (pg DNA, 1C) von 66 Sphagnum-
Aufsammlungen aus 26 haploiden und 4 diploiden Taxa. Die Polyploidie-Niveaus sind klar
voneinander abgegrenzt. (Aus TEMSCH et al. 1998). - Frequency distribution of genome
size (pg DNA, 1C) in 66 Sphagnum accessions of 26 haploid and 4 diploid taxa. The two
levels of polyploidy are clearly separated. (From TEMSCH et al. 1998).

Da mit der Genomgrofen-Bestimmung auf Videobasis allgemein noch wenig
Erfahrung existiert, wurden bei zehn Taxa Praparate aus der selben Charge
auch auf dem Scanning-Mikroskop-Photometer MPV2 (Leitz) gemessen
(Abb. 2). Die Werte waren hoch korreliert (r = 0.9613, P < 0.001) und mit
dem MPV2 nur um 2.2 % hoher (n.s.). Bei emer nur 1.147-fachen Streuung
zwischen den Proben ist dies ein sehr zufriedenstellendes Ergebnis.

Als drittes Verfahren wurde Durchflusszytometrie eingesetzt. Diese Methode
ist bisher nur bei Verwendung von Lebendmaterial effizient, was die
Anwendbarkeit in der Praxis einschrankt. Die Qualitit der Ergebnisse
(Debris, Streuung) wird bei Sphagnum durch degeneratives Kernmaterial
sowie Commensalen negativ beeinflusst.
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Abb. 2. Vergleichende Feulgen-Messungen der Genomgrofen von Sphagnum-Arten mit
den beiden Densitometrie-Systemen CIRES und MPV2. Die auf das haploide x-Niveau
bezogenen Werte (pg DNA, 1C,) korrelieren hoch signifikant (r = 0.9613, P < 0.001).
Comparative Feulgen genome size measurements in Sphagnum species using the
densitometry systems CIRES and MPV2. The data corresponding to the haploid x-level
are highly significantly correlated (r = 0.9613, P < 0.001).
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Abb. 3. Durchflusszytometrische-Messungen der Genomgrofien von  Sphagnum

angustifolium und S. palustre als Beispiel fiir haploide und diploide Taxa. Als innerer
Standard wurde Glycine max (1C 1.134 pg) verwendet. Flow cytometric
measurements of genome size in Sphagnum angustifolium and S. palustre as examptes for
haploid and diploid taxa. Glycine max (1C = 1.134 pg) served as internal standard.
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Dennoch lasst sich auch bei Sphagnum die Durchflusszytometrie zur
GenomgroBen-Bestimmung heranziehen (Abb. 3). Glycine max wurde als
innerer Standard verwendet. Bisher wurden finf Herkiinfte von vier Taxa
verglichen (CIRES vs. Durchflusszytometrie, Tab. 1), wobei nur ein Taxon
(S. angustifolium) durch einen deutlich niedrigeren Wert abwich.

Dennoch war die Korrelation der Werte signifikant (r = 0.9109, P = 0.032).
Dies deutet auf echte GenomgroBenunterschiede hin, doch miissen diese
Analysen noch ausgeweitet werden. Im Durchschnitt waren die
durchflusszytometrischen Werte lediglich 1.013-fach hoher als die Werte mit
dem CIRES.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei Sphagnum die Bestimmung
der GenomgroBe und des Polyploidiegrades einfach und prizise mit Feulgen-
Densitometrie durchgefiihrt werden kann. Erforderlich sind Fixierungen von
mitotisch aktivem Material, die bei -20 °C jahrelang haltbar sind, ein
Zytophotometer und die Kenntnis der Methodik. Sphagnum ist auch fiir
Durchflusszytometrie geeignet, doch ist diese Methode in der Praxis nur mit
Frischmaterial verlasslich und daher weniger universell einsetzbar.

Tab. 1 GenomgroBen-Bestimmung bei Sphagnum mit Feulgen-Densitometrie (CIRES)
und mit PI-Durchflusszytometrie (PI). Die x-Werte korrelieren signifikant (r = 0.9109, P =
0.032, n = 5). Genome size measurements in Sphagnum obtained with Feulgen
densitometry (CIRES) and flow cytometry (PI). The data (x-level) are significantly
correlated (r=0.9109, P =0.032, n=5).

GenomgrofBe (pg DNA, 1C)

Spezies (Ploidiestufe) ~ Feulgen PI

S. girgensohnii (x) 0.467 0.470

S. girgensohnii (x) 0.467 0.476

S. magellanicum (x) 0.463 0.482

S. angustifolium (x) 0.445 0.434

S. palustre (2x) 0918 0.937
(0459)"  (0.469)!

! Auf das haploide x-Niveau bezogener Wert, der fiir die Korrelation verwendet wurde.
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