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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit umfasst zwei Sachbereiche, das DNA-Basenverhéltnis des Genoms
und die Endopolyploidie bei Spermatophyten.

Sowohl das DNA-Basenverhiltnis als auch die Endopolyploidie sind bei Spermatophyten
Vermutungen zufolge mit der Genomgrdofle korreliert. Diese beiden Korrelationen sowie
mogliche Zusammenhédnge des DNA-Basenverhéltnisses und der Endopolyploidie mit phy-
logenetischen sowie der Endopolyploidie mit physiologischen, morphologischen und 6ko-

logischen Parametern werden in dieser Arbeit untersucht und diskutiert.

1.1 Die Genomgrofe

Bei Eukaryoten wird die Genomgrof3e durch die Masse der Zellkern-DNA des reduzierten
unreplizierten haploiden Chromosomensatzes bestimmt und als C-Wert in Picogramm (pg)
angegeben. Ein Picogramm entspricht nach Dolezel et al. (2003) 0,98x10° Basenpaaren. In
dieser Arbeit erfolgt ausschlieBlich die Angabe des 2C-Wertes.

Zwischen verschiedenen Organismenarten, auch solchen, die der gleichen Klasse angehd-
ren, bestehen teilweise erhebliche Genomgrofenunterschiede (Abb.1). Unter den mehrzel-
ligen Eukaryoten finden sich die kleinsten Genome bei den Anneliden, Plathelminthen und
Nematoden mit 0,10-0,12 pg. Die groBiten Genome weisen die Urodela (Schwanzlurche),
Dipnoi (Lungenfische) und Angiospermen (Bedecktsamer) mit {iber 240 pg auf. Nach den
Protozoen (0,006 pg - 1395,83 pg) umspannen die Angiospermen den weitesten Genom-
grofBenbereich, wobei Bennett und Leitch (2001) zufolge Cardamine amara mit 0,11 pg
das kleinste und Fritillaria assyriaca mit 254,8 pg das groBte Genom besitzt.

Die Tatsache, dass kein Zusammenhang zwischen Genomgroe und Komplexitit sowie
vermuteter Anzahl von Genen der untersuchten Organismen besteht (Li und Graur 1991),
wird im allgemeinen als C-Wert-Paradoxon (C-value paradox) bezeichnet (Thomas 1971).
Da jedoch bekannt ist, dass die GenomgroBenunterschiede nicht durch eine unterschiedli-
che Anzahl von Genen, sondern v. a. durch nicht-kodierende DNA verursacht sind, liegt
nach Gregory (2001a) kein Paradoxon vor. Deshalb fiihrt er stattdessen den Begriff C-
Wert-Ritsel (C-value enigma) ein, da unklar ist, ob von der Genomgrof3e Funktionen ab-
hingen oder welche diese sein konnten. Tatsdchlich wurden u. a. bei Angiospermen Korre-

lationen zwischen dem C-Wert und 6kologischen bzw. physiologischen Parametern gefun-



den, z. B. dem Artvorkommen in unterschiedlichen geographischen Breiten und Héhen
iiber dem Meeresspiegel (Levin and Funderburg 1979, Bennett 1976, Reeves et al. 1998,
Temsch und Greilhuber 2001), der Zellzyklus-, Meiose- und Pollenreifungsdauer (Bennett
1972, Price und Bachmann 1976), der Lebensdauer (ein- bis zweijdhrige gegeniiber mehr-
jéhrigen krautigen Arten; Bennett 1972, Bennett et al. 1998, Vinogradov 2001), der Zell-
kern- und ZellgroBe (Price et al. 1973), der Basenzusammensetzung der DNA (Vinogradov
1994) sowie dem Auftreten und der Ausprdgung der Endopolyploidisierung (Nagl 1976).
Insbesondere die Berechnung einer Korrelation der Basenzusammensetzung sowie des
Endopolyploidisierungsgrades mit der Genomgrof3e basieren jedoch auf einer sehr gerin-
gen Anzahl von Daten und werden deshalb in vorliegender Arbeit anhand umfangreichen

Probenmaterials tiberpriift.

Abb. 1 GenomgroifBienbereich (2C-Wert) ausgewihlter Eukaryotengruppen

Angiospermae
|
I Gymnospermae
N Pteridophyta
I  Musci
I Mammalia
H Aves
I Reptilia
I  Anura
I  Urodela
I Dipnoi
I  Osteichthyes ohne Dipnoi
I  Insecta
I  Crustacea
I Mollusca
I Echinodermata
I  Annelida
I  Nematoda
I Plathelminthes
T T T T

0,1 1 10 100

GenomgréBe [pg]

Zusammengetragen nach Bennett und Leitch (2001; Angiospermae), Gregory (2001b; Tiergruppen),
Leitch et al. (2001; Gymnospermae), Obermayer et al. (2002; Pteridophyta), Voglmayr (2000; Musci)



1.2 Das Basenverhiltnis (AT/GC-Verhiltnis) in der DNA

Die komplementiren DNA-Basen Adenin (A) und Thymin (T) bzw. Guanin (G) und Cyto-
sin (C) einschlieBlich Methylcytosin sind im wesentlichen zu jeweils gleichen Teilen in der
DNA vertreten, so dass sowohl das Verhiltnis von A zu T als auch das Verhéltnis von G
zu C nahezu eins ist (Chargaff 1950). Andererseits differiert nicht nur der DNA-Gehalt des
Genoms zwischen den Arten, sondern auch das Verhéltnis der Basenpaare AT versus GC
(AT/GC-Verhiltnis, Abb. 2). Wihrend der AT-Anteil bei Bakterien und Einzellern zwi-
schen 25 und 80% liegt, betrdgt er bei Wirbeltieren und hoheren Pflanzen 50 bis 70%.

Eine Ursache fiir diese grofBen Unterschiede zwischen den einzelnen Organismengruppen
mag teilweise in deren unterschiedlichem phylogenetischen Alter liegen, das eine ver-

schieden starke Diversifikation erlaubte (Li und Graur 1991).

Abb. 2 Die Bereiche moglicher AT-Anteile genomischer DNA
in ausgewiihlten Organismengruppen

B Mammalia
B Aves
Hl Reptilia
EEl Anura
H Caudata
I Osteichthyes
I nsecta
I \Mollusca
I Echinodermata
I Porifera
I Spermatophyta
I mehrzellige Algae
I  cinzellige Algae
I mehrzellige Fungi
I  cinzellige Fungi
I Protozoa
I  Bacteria

20 40 60 80 100
AT%

Zusammengetragen nach Shapiro (1970, 1976; Bacteria bis Insecta) und Vinogradov (1998 Vertebrata)



1.3 Endopolyploidie

Endopolyploidie ist das Vorkommen verschiedener Ploidiestufen in Zellen eines Organis-
mus, das durch Verdopplung des Kern-DNA-Gehaltes ohne Auflésung der Kernhiille ent-
steht (Joubés und Chevalier 2000, Edgar und Orr-Weaver 2001). Die Ploidiestufen werden,
da sie Potenzen von 2 darstellen, mit 2C, 4C, 8C usw. gekennzeichnet. Endopolyploidie
liegt in vielen Artengruppen vor. Im Tierreich wurde sie vor allem in Insekten und Crusta-
ceen untersucht, aber auch in Cnidarien, Nemathelminthen, Anneliden, Mollusken, Vogeln
und Sdugern beobachtet (Geitler 1953, Nagl 1978, Beaton und Hebert 1989). Bei Angio-
spermen ist Endopolyploidie ebenfalls eine weitverbreitete Erscheinung (Tschermak-
Woess 1956, Czeika 1956, Nagl 1978), wihrend sie bei Gymnospermen noch nicht be-
obachtet wurde (Nagl 1978).

Wihrend bei Tieren Endopolyploidie meist durch Endomitose entsteht, bei der verschiede-
ne Stadien der Mitose erreicht werden (Edgar und Orr-Weaver 2001), nicht aber der Spin-
delapparat gebildet wird, ist bei Pflanzen die Endoreduplikation ohne Chromatinkondensa-
tion die hdufigste Art der Endopolyploidisierung (Geitler 1953, Joubés und Chevalier
2000).

Endoreduplikation findet direkt im Anschluss an die letzte vorangegangene Mitose statt
(Jacgmard et al. 1999) und steht in Verbindung mit Zellstreckung und —differenzierung
(Tschermak-Woess 1956, Kudo und Kimura 2002). Fiir den Ubergang vom Zell- zum
Endoreduplikationszyklus ist anscheinend nur die Einstellung der Aktivitdt mitotischer
CDKs (cyclin dependent kinase) bei Fortbestehen der Aktivitit von CDKs der
Synthesephase nétig (Larkins et al. 2001, Joubes und Chevalier 2000, Jacqmard et al.
1999, Grafi und Larkins 1995). Allerdings zeigt die Trennung der -einzelnen
Endoreduplikationszyklen durch eine Gap-Phase, dass anscheinend die CDK-Aktivitét
periodisch abnehmen muss, um durch Bildung des Prireplikationskomplexes eine erneute
DNA-Reduplikation zu ermoglichen (Larkins et al. 2001, Edgar und Orr-Weaver 2001).
Gene, die die CDK-Aktivitdt regulieren, sind bereits fiir Hefe und Medicago sativa
beschrieben worden (Joubes und Chevalier 2000).

Die Funktion der Endopolyploidie ist unklar. Bei Pflanzen ist Endopolyploidisierung v. a.
in kleingenomigen Arten wie Arabidopsis thaliana (Galbraith et al. 1991), Cucumis sativus
(Gilissen et al. 1993), Lycopersicon esculentum (Smulders et al. 1994), Medicago sativa
und M. truncatula (Kondorosi et al. 2000) sowie Brassica oleracea (Kudo und Kimura

2001a,b) gefunden worden. Auch bei Sukkulenten weisen Arten mit kleinen Genomen



(z. B. Mesembryanthemum crystallinum) ausgepragte Endopolyploidie auf, groBgenomige
hingegen nicht (De Rocher et al. 1990). Nagl (1976) hat fiir einige Tier- und Pflanzenarten
eine negative Korrelation zwischen dem hochsten erreichbaren Endopolyploidisierungs-
grad und der GenomgroB3e nachgewiesen, allerdings nur anhand weniger Arten. Aufgrund
dieses Zusammenhangs wurde vermutet, Endopolyploidie kénne fiir kleingenomige Arten
eine Moglichkeit darstellen, einen Mangel an DNA-Menge auszugleichen, um, zumindest
in bestimmten Zellen, eine hohe Synthesekapazitit zu gewdhrleisten oder regulatorische
Funktionen zu erfiillen (Nagl 1976, 1978, De Rocher et al. 1990, Galbraith et al. 1991).
Vorkommen und Auspragung der Endopolyploidisierung scheinen aber nicht nur von der
Genomgrofe der jeweiligen Arten abzuhéngen, sondern auch charakteristisch fiir bestimm-
te taxonomische Gruppen zu sein (Tschermak-Woess 1956, D’Amato 1964, Olszewska
und Osiecka 1982). Nagl (1978) berichtet z. B., dass bei Asteraceen (mit zwei Ausnahmen)
und Apiaceen bis zum damaligen Zeitpunkt keine Endopolyploidie beobachtet worden sei.
Weiterhin scheint in Pflanzen die Endopolyploidisierung in den verschiedenen Organen
unterschiedlich ausgeprigt zu sein (De Rocher et al. 1990, Galbraith et al. 1991, Kudo und
Kimura 2001 a,b).

Da die Endopolyploidie bei Samenpflanzen somit anscheinend von vielen Faktoren bedingt
ist, wird in der vorliegenden Arbeit der Zusammenhang der Endopolyploidie bei Spermato-
pyhten mit dem Organtyp, der Genomgrdf3e, der phylogenetischen Position sowie dkologi-

schen Eigenschaften der einbezogenen Arten untersucht.

2. Zielstellungen

Die Genomgrof3e ist kein eigener Gegenstand dieser Arbeit, sondern wird als moglicher
Einflussfaktor auf das Basenverhiltnis (AT/GC-Verhéltnis) und die Endopolyploidisierung
in die Untersuchung einbezogen. Fiir die meisten der fiir diese Arbeit untersuchten Arten
lagen bereits Werte filir die GenomgrdBe in der Datenbank von Bennett und Leitch (2001)
vor. Diese Datenbank stellt allerdings nur eine Zusammenstellung der Ergebnisse vieler
verschiedener Autoren dar, so dass die Werte teilweise erheblich voneinander abweichen.
Um einheitliche Daten aus einer Quelle zu erhalten, wurde deshalb fiir jede der untersuch-

ten Arten die Genomgrof3e gemessen.



In den folgenden Abschnitten 2.1 und 2.2 wird der Zusammenhang und Rahmen beschrie-
ben, in dem die beiden Gegenstinde der Arbeit, das AT/GC-Verhiltnis und die Endopoly-

ploidie in Samenpflanzen, untersucht werden.

2.1 Untersuchung des AT/GC-Verhiltnisses bei Samenpflanzen

Bei Tetrapoden wurde eine positive Korrelation zwischen der Genomgrof3e und dem Anteil
der Basen Guanin und Cytosin (GC-Anteil) am Gesamtbasengehalt der DNA gefunden
(Vinogradov 1994, 1998, Vinogradov und Borkin 1993). Nach Vinogradov (1998) ist die-
ser zunehmende GC-Anteil in groBeren Genomen mit der Notwendigkeit einer groferen
physikalischen Stabilitdt der DNA-Doppelhelix zu erkldren, da die Mutationsrate eines
Genoms proportional zur Genomgrofle zunimmt. Durch die Ausbildung von drei Wasser-
stoffbriicken sind GC-Paare stabiler als AT-Paare, zwischen denen nur zwei Wasserstoff-
briicken bestehen. Zudem sind Thymindimere das hiufigste Produkt nach Schadigung der
DNA durch UV-Strahlen (Li und Graur 1991). Neben der Stabilisierung der DNA-Struktur
konnte Vinogradov (1998) zufolge die Funktion von Guanin und Cytosin in repetitiven Se-
quenzen, insbesondere in der Zellkernperipherie, auch der Schutz kodierender DNA durch
das Abfangen chemischer Mutagene sein, die in der Regel eine hohere Affinitit zu GC- als
zu AT-Paaren besitzen (,,bodyguard*-Funktion).

Eine positive Korrelation zwischen der GenomgroBe und dem GC-Anteil der DNA liegt
nach Vinogradov (1994) auch in Angiospermen vor. Da diese Annahme auf Daten von
lediglich sechs Arten beruht, die zudem aus verschiedenen Quellen stammen, wurden in
dieser Arbeit Genomgrofle und AT/GC-Verhiltnis von 49 Angiospermen- und 5 Gymno-
spermenarten aus insgesamt 17 Familien bestimmt, um eine groBere Datenbasis aus einer
Quelle zu schaffen. Fiir derartige Genomuntersuchungen hat sich aufgrund ihrer Schnellig-
keit, Genauigkeit und vergleichsweise einfachen Handhabung in den letzten Jahren die
Durchflusszytometrie etabliert (Dolezel 1991, Galbraith et al. 1997), welche auch in dieser
Arbeit zur Anwendung kommt. Zur Analyse des AT/GC-Verhiltnisses wurde das Ade-
nin/Thymin-basenspezifische (AT-spezifische) 4’-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI; Do-
lezel et al. 1992) verwendet. Da das Bindungsverhalten von DAPI an die DNA noch nicht
eindeutig geklart ist (es werden zur Bindung eines DAPI-Molekiils drei bis vier aufeinan-
derfolgende AT-Basen bendtigt; Portugal und Waring 1988, Larsen et al. 1989, Loontiens
et al. 1991), wird ein Vergleich mit dem ebenfalls AT-spezifischen Hoechst 33342 (HO)



vorgenommen, fiir dessen Bindung an die DNA genau fiinf aufeinanderfolgende AT-Basen
notwendig sind (Godelle et al. 1993).

Zusétzlich wurde wegen der unklaren Beziehung zwischen AT-Anteil und DAPI-Fluores-
zenzintensitdt bei der durchflusszytometrischen Analyse das AT/GC-Verhéltnis auf ande-
rem Wege untersucht, wozu die HPLC (high performance liquid chromatography) als
hochempfindliche und prédzise Methode diente. Hierfiir wurden 15 der durchflusszyto-
metrisch untersuchten Arten herangezogen. Die Arten sollten einen mdglichst weiten Be-
reich des in Spermatophyten vertretenen AT/GC-Verhiltnisses abdecken, was durch die
Wabhl der Alliaceen Allium cepa, A. ledebourianum, A. ampeloprasum und A. ursinum mit
sehr hohen AT-Anteilen und die Poaceen Hordeum vulgare, Secale cereale, Triticum aes-
tivum und Zea mays mit geringsten AT-Anteilen innerhalb der untersuchten Arten gewéhr-
leistet war. Zudem wurden die beiden sequenzierten pflanzlichen Arten Arabidopsis thali-
ana und Oryza sativa einbezogen. Brassica napus, Sinapis arvensis, Glycine max, Pisum
sativum und Vicia faba stellen Arten mit in Samenpflanzen durchschnittlichen AT/GC-

Verhiltnissen dar.

2.2 Die Endopolyploidie bei Samenpflanzen

Um den Zusammenhang der Faktoren ,Genomgrdfie’, ,phylogenetische Position” und ,Or-
gan’ mit der Endopolyploidisierung in Pflanzen zu ermitteln, wurden bis zu 12 Organe von
54 Pflanzenarten aus 16 Familien (im wesentlichen identisch mit den fiir die Untersuchung
des AT/GC-Verhiltnisses herangezogenen Arten) mittels Durchflusszytometrie auf Endo-
polyploidisierung untersucht. Diese 54 Arten sollten einen mdglichst weiten Bereich von
GenomgrofBen innerhalb der untersuchten Familie und innerhalb der Spermatophyta abde-
cken.

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Ein— und Mehrjdhrigkeit und der Genomgrof3e
bei Samenpflanzen (einjdhrige Arten besitzen in der Regel kleinere Genome, Bennett
1972, Vinogradov 2001) und der oben beschriebenen negativen Korrelation zwischen Ge-
nomgrofle und Endopolyploidisierung (Nagl 1976) ldsst sich eine Beziehung zwischen
Endopolyploidie und Lebensdauer in Pflanzen vermuten. Auch diese Annahme wird an-
hand der zu ermittelnden Daten gepriift.

Weiterhin werden 6kologische Eigenschaften der untersuchten mitteleuropdischen Arten

beriicksichtigt, da Grime und Mowforth (1982) und Grime et al. (1985) ein unterschiedli-



ches Wuchsverhalten grof3- und kleingenomiger und somit grof3- und kleinzelliger Arten
(Price et al. 1973) aufgrund unterschiedlicher Beeintrdchtigung von Zellteilung und Zell-
expansion bei niedrigen Temperaturen beschreiben. Diese unterschiedliche Beeintréchti-
gung konnte fiir Arten mit Endopolyploidie von Bedeutung sein, da durch Endopolyploidi-
sierung neben der Genomgrofle auch das Volumen der endopolyploiden Zellen in Abhéin-
gigkeit von der Ploidiestufe modifiziert wird (Melaragno et al. 1993) und moglicherweise
eine jeweilige Anpassung des Wachstumsverhaltens an verénderliche Temperaturbedin-

gungen ermoglicht.

3. Material und Methoden

Es wurden 54 Arten hinsichtlich AT/GC-Verhéltnis bzw. Endopolyploidie und Genomgro-
Be durchflusszytometrisch untersucht. Die Genomgrofle wurde mittels des DNA-inter-
kalierenden Farbstoffs Propidiumjodid (PI) gemessen. Zur durchflusszytometrischen Er-
mittelung des AT-Anteils wurde als basenspezifischer Farbstoff 4’-6-Diamidino-2-Phenyl-
indol (DAPI) verwendet. Da fiir diesen Farbstoff das Verhiltnis zwischen basenspezifi-
scher Fluoreszenz und AT-Anteil noch nicht eindeutig geklart ist, wurden keine absoluten
AT-Anteile bestimmt. Stattdessen wurde anhand basenspezifischer (DAPI-) und basenun-
spezifischer (PI-) Fluoreszenz ein Faktor errechnet, der den AT-Anteil charakterisiert. Fiir
einige Arten wurden auflerdem zur Kliarung des Verhiltnisses zwischen der DAPI-Fluores-
zenzintensitdit und dem AT-Anteil vergleichende Messungen mit Hoechst 33342 (HO)
durchgefiihrt, fiir das dieses Verhiltnis zwischen Fluoreszenzintensitdt und AT-Anteil be-
kannt ist. Zusétzlich wurde das AT/GC-Verhiltnis fiir eine Auswahl von Arten mittels

HPLC untersucht.

3.1 Pflanzenmaterial

52 Arten wurden hinsichtlich beider Fragestellungen untersucht (AT/GC-Verhéltnis und
Endopolyploidisierung, Tab. 1 und 4). In Sophora japonica und Parietaria officinalis hin-
gegen wurde nur die Endopolyploidisierung ermittelt und in Asparagus officinalis und

Lathyrus articulatus nur das AT/GC-Verhiltnis.



Sowohl innerhalb der untersuchten Familien als auch insgesamt sollten die Arten einen
moglichst weiten Genomgroflenbereich umspannen. Zur Artenauswahl wurde daher die
Genomgrofen-Datenbank von Bennett und Leitch (2001) herangezogen. Es wurden 26 ein-
und zweijdhrige Arten (unter den einjihrigen sowohl Therophyten als auch Winterannuel-
le) sowie 17 mehrjdhrige krautige Arten (Hemikryptophyten, Geophyten, Chamaephyten)
und 11 Gehdlzarten (Phanerophyten) auf Endopolyploidisierung untersucht.

Die Pflanzen wurden im Gewéchshaus in Blumentdpfen in Blumenerde unter Standardbe-
dingungen herangezogen. Lediglich zur Untersuchung der einbezogenen Rosaceen, Faga-
ceen, Gymnospermen, der Arten Sophora japonica (Fabaceae), Alliaria petiolata (Brassi-
caceae), Allium ursinum und Anemone ranunculoides wurde im wesentlichen Material von
Freilandexemplaren entnommen. Das Saatgut der im Gewichshaus kultivierten Arten ent-
stammt der Genbank des IPK Gatersleben.

Fiir die Ermittlung der Genomgrofe und des AT/GC-Verhiltnisses war moglichst junges
Material erforderlich, da dieses die besten Messergebnisse liefert. In der Regel wurde
Blattmaterial pripariert; nur von Fagus sylvatica, den Rosaceen Physocarpus opulifolius
und Cydonia oblonga sowie den Gymnospermen wurden Blatt- bzw. Bliitenknospen zur
Analyse verwendet.

Zur Untersuchung der Endopolyploidisierung wurden voll ausdifferenzierte (ausgewachse-
ne) Organe herangezogen, da man davon ausgehen kann, dass in diesen die Endopolyploi-
disierungsphase abgeschlossen ist (De Rocher et al. 1990, Gilissen et al. 1993). Soweit
verfiigbar wurden Kotyledonen, untere Blitter (in der Regel die Primérblitter einer Pflan-
ze), obere Blitter sowie die jeweiligen Blattstiele von drei bis fiinf Exemplaren jeder Art
untersucht. Bei den Poaceen verldsst das Keimblatt die Karyopse bei der Keimung nicht
und ist nach der Keimung in der Regel kaum ausreichend vom iibrigen Gewebe der Kary-
opse zu trennen, um eine eindeutige Analyse zu gewéhrleisten. Daher wurden bei den ein-
bezogenen Poaceen-Arten statt der Kotyledonen, die bei den meisten der iibrigen unter-
suchten Arten die ersten Fotosynthese betreibenden Organe der Pflanze darstellen, analog
die Primérblétter untersucht und entsprechend an Stelle der Primérblétter der meisten iibri-
gen Arten das zweite Blatt einer Poaceen-Pflanze. Die Auswertung der Daten zu den Pri-
marblattern der Poaceen erfolgte aber zusammen mit denen zu den Kotyledonen der ande-
ren hier untersuchten Arten. Deshalb sind sie im folgenden bei der Erwdhnung der Kotyle-
donen die Poaceen-Primédrbldtter mit eingeschlossen. Entsprechendes gilt fiir die zweiten
Blétter der untersuchten Poaceen und die untersten bzw. unteren Blétter der tibrigen Arten.

Obere Blitter und Blattstiele stammten meist von Sprossteilen direkt unterhalb der Inflo-



reszenz oder zumindest von den obersten Sprossabschnitten. Zusitzlich wurden von min-
destens einer Art aus jeder Familie (auler den Gymnospermen-Familien) verschiedene
Bliitenteile, der obere Stingelabschnitt und Wurzeln untersucht. Die Bliitenorgane wurden
kurz nach Freisetzung der Pollen aus den Staubbeuteln analysiert, so dass vermutlich alle
untersuchten Bliitenorgane bereits vollstindig ausdifferenziert, aber noch frisch waren. Die
Fruchtknoten wurden damit wahrscheinlich in der Regel kurz vor oder kurz nach der Be-
fruchtung entnommen. Von den Staubblittern sind in diesem Stadium vor allem die Kerne
der Staubfdden gemessen worden, da die Staubbeutel bei der Pollenfreisetzung bereits im
wesentlichen vertrocknet und somit deren Zellkerne nicht mehr messbar sind. Die Wurzel-
proben bestanden im wesentlichen aus ausdifferenziertem Gewebe, konnen aber zu gerin-
gen Anteilen auch Meristem enthalten haben, da die Wurzelspitzen nicht entfernt worden

waren.

3.2 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie werden optische Eigenschaften wie Lichtstreuung, Eigenfluo-
reszenz oder Fluoreszenz nach Anféarben in Losung suspendierter Partikel, z. B. Zellkerne,
gemessen. Die Partikelsuspension wird unter Druck und inmitten eines Hiillstroms mit
hoher Geschwindigkeit an definierter Position (hydrodynamische Fokussierung) an einer
Anregungslichtquelle vorbeigefiihrt. Die Anregung erfolgt in der Regel mittels eines La-
serstrahls oder des Lichtstrahls einer Quecksilberdampflampe. Die durch die Partikel ver-
ursachte Lichtstreuung und Fluoreszenz werden durch ein Linsensystem gesammelt, mit
Hilfe dichroischer Spiegel und optischer Filter aufgetrennt und anschlieend von optischen
Sensoren (Fotomultiplier, Photodiode) erfasst. Das so erzeugte analoge Signal wird digita-
lisiert und durch einen Computer verarbeitet.

In der Durchflusszytometrie konnen nur vergleichende Messungen durchgefiihrt werden.
Zur Bestimmung der Genomgrofle und des AT/GC-Verhiltnisses bedarf es daher einer
Referenzart mit bekannter Genomgrdofe und bekanntem AT/GC-Verhiltnis als Bezugsgro-
3e. Material von Standard und zu untersuchender Pflanze sollten zusammen zu einer Probe
verarbeitet werden (interne Standardisierung), um gleiche Bedingungen fiir Standard und
Untersuchungsobjekt zu gewihrleisten. Nach Anférben der Zellkern-DNA mit einem ba-
senunspezifischen bzw. basenspezifischen DNA-Fluorochrom werden die Fluoreszenzin-

tensitdten gemessen, die proportional dem DNA-Gehalt bzw. AT/GC-Verhéltnis der DNA
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der Kerne sind. Das Messergebnis wird in einem Histogramm dargestellt, in dem die Peak-
positionen der einzelnen Zellkernfraktionen deren Fluoreszenzintensitét entsprechen. Um
bei der GenomgroBenmessung die Peaks den beiden Arten zuordnen zu kdnnen, muss vor-
her in Einzelmessungen fiir jede der beiden Arten die ungefihre Peakposition getrennt
festgestellt werden.

Bei der Bestimmung der Endopolyploidie ist ein Standard nicht notwendig, da nur die
Mengenverhéltnisse der Peaks der einzelnen Ploidiestufen zueinander bestimmt werden,

um den Grad der Endopolyploidisierung zu ermitteln.

3.2.1 Probenbereitung und -messung

Zur Bereitung der Zellkernsuspensionen wurden bis zu 100 mg Pflanzenmaterial in vorge-
kiihlten Petrischalen in 1 ml eiskaltem Puffer mit einer Rasierklinge gehackt und durch ein
Nylonnetz mit 35 um Maschenweite filtriert. Der Puffer wurde nach Angaben von Gal-
braith et al. (1983) angefertigt (45 mM Magnesiumchlorid, 30 mM Natriumcitrat, 20 mM
MOPS [4-Morpholinpropansulfonsdure], 0,1% [w/v] Triton X-100) und zusitzlich mit 5%
(w/w) Polyvinylpyrrolidon (PVP) versetzt. Fiir einige Pflanzenarten (z. B. Rosaceen, Faga-
ceen) war es notwendig, dem Puffer 50 - 100 mM Kaliumdisulfit (Antioxidationsmittel)
hizuzufiigen und die Tritonkonzentration auf 0,5% oder 1% zu erh6hen. Bei interner Stan-
dardisierung ist zu erwarten, dass Untersuchungsobjekt und Standard durch eine Modifika-
tion des Puffers in gleicher Weise beeinflusst werden, so dass sich das Gesamtergebnis
nicht dndert. Dies wurde durch einen Vergleich der Ergebnisse von vier Labors bestitigt,
in denen die GenomgroBen von neun Pflanzenarten mit unterschiedlichen Methoden (Gera-
tetyp, Puffer) bestimmt wurden (Dolezel et al. 1998).

Fiir die Genomgréflenmessung wurde die Zellkernsuspension mit 50 pl/ml PI versetzt. Da
PI doppelstrangige Nukleinsduren farbt, war zudem der Zusatz von 50 pl/ml DNase-freier
RNase noétig, um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch doppelstringige RNA zu ver-
meiden.

Zur Bestimmung des relativen AT-Anteils der DNA wurde der Kernsuspension 1 pg/ml
DAPI zugegeben. Fiir die Messungen mit HO wurde die gleiche Farbstoffkonzentration
benutzt.

Zur Ermittelung der Endopolyploidisierung war die Wahl des Farbstoffs unerheblich, da

innerhalb einer Pflanzenart die verschiedenen Ploidiestufen durch die vollstindige Ver-
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doppelung des DNA-Gehalts des Zellkerns widhrend der Endoreduplikation das gleiche
AT/GC-Verhiltnis aufweisen. Dass die Endoreduplikation die gesamte DNA des Zellkerns
erfasst, lasst sich an dem Verhéltnis der Peakpositionen der einzelnen Endopolyploidiestu-
fen erkennen.

Die Zellkernsuspensionen wurden mit dem Durchflusszytometer FACStar™ (Becton Di-
ckinson, San José, Kalifornien) analysiert, das mit zwei Argon-Lasern INNOVA 90-5 (Co-
herent, Palo Alto, Kalifornien) ausgeriistet ist. Die Datenverarbeitung und —auswertung
erfolgte mit dem Programm CellQuest. Die Propidiumjodidfluoreszenz wurde mit 500 mW
und der Wellenldnge von 514 nm angeregt und im FLI1-Kanal unter Benutzung eines
630 nm-Bandpassfilters detektiert. Die DAPI-Fluoreszenz wurde mit 200 mW im UV-
Bereich angeregt und im FL1-Kanal unter Verwendung eines 450 nm-Bandpassfilters ge-
messen.

Der Variationskoeffizient der Histogrammpeaks (CV = coefficient of variation), der ein
Mal fiir die Giite einer Messung darstellt, hing stark vom Messobjekt (Pflanzenart, Organ,
Alter der Pflanze und des Organs) und auch vom Farbstoff ab. In der Regel waren die
Messwerte nach Anfiarben mit PI besser als nach Anfarben mit DAPI. Da fiir die Genom-
groBBen- und AT-Anteil-Messungen junges Pflanzenmaterial genutzt wurde, lagen hier die
CV-Werte zwischen 3,0-5,0%. Nur in wenigen Féllen (z. B. Quercus robur) konnte der CV
auch bis zu 7% betragen. Bei der Messung der Endopolyploidisierung konnte der CV in
einigen Fillen auch hoher sein, da hier auch Zellkerne aus alten Organen gemessen wur-

den. So betrug der CV fiir einige Gymnospermen, z. B. Larix decidua, bis zu 10,5%.

3.2.2 Referenzarten

Als Referenzarten wurden Allium cepa, Vicia faba, Secale cereale, Pisum sativum, Glycine
max und Raphanus sativus genutzt, da diese den in Spermatophyten vorherrschenden Be-
reich der Genomgrofle abdecken (Leitch et al. 1998) und in der Durchflusszytometrie gute
Ergebnisse liefern. Pisum sativum diente als primérer Standard, fiir den durch Messung
gegen menschliche Leukozyten eine Genomgrdfle von 9,07 pg angenommen (Dolezel et al.
1992) und der FFpap; (siche Abschnitt 3.2.3.2) gleich 1 gesetzt wurde. Da vormals an die-
sem Durchflusszytometer die Peakverhiltnisse zwischen den verschiedenen Referenzarten

gemessen worden waren (Dolezel et al. 1998, Tabelle 5, Labor 1), konnten mittels der
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Werte fiir Pisum sativum Genomgréfle und FFpap; der iibrigen Referenzarten anhand der

Gleichungen (1) bzw. (4) in Abschnitt 3.2.3.2 berechnet werden.

3.2.3  Auswertung der Messdaten

3.2.3.1 Analyse der Histogramme

In einem Punktediagramm (Dot Plot) mit logarithmischer x-Achse, in dem die Fluores-
zenzintensitdt (entspricht dem DNA-Gehalt) gegen die Seitwirtsstreuung (entspricht der
Zellkerngrofe) dargestellt ist, wurde durch das Setzen von Rahmen die Punktemenge be-
stimmt, die bei der Darstellung und Auswertung der Histogramme einbezogen wurde. Die-
ses Vorgehen erlaubt das Ausblenden unspezifischer, im Diagramm zufillig verteilter Flu-
oreszenz durch autofluoreszierende Zelltrimmer, da die Zellkerne im Punktediagramm
durch klar abgegrenzte Regionen erkennbar sind. Innerhalb eines Rahmens wurden 10 000
Kerne gemessen.

Um eine moglichst groBe Genauigkeit zu erzielen, wurden die Messergebnisse zu Genom-
grofle und AT/GC-Verhiltnis im Histogramm mit linearer x-Achse ausgewertet, wobei die
Peakposition der beiden jeweils miteinander gemessenen Arten fiir die Berechnung heran-
gezogen wurde.

Die Messdaten zur Endopolyploidisierung wurden im Histogramm mit logarithmischer x-
Achse ausgewertet. Damit haben alle Peaks einer Messung, fiir die der gleiche CV
vorausgesetzt werden kann, die gleiche Breite (Givan 2001). Auf diese Weise ist die Hohe
der Peaks der Anzahl der Kerne einer Ploidiestufe direkt proportional und kann zur
Berechnung der Endopolyploidisierung genutzt werden.

Bei einigen Arten zeigte sich im Histogramm ein sehr kleiner Peak an der 4C-Position, der
nur um weniges hoher als das Hintergrundrauschen war und ca. 3% der Kerne einer Mes-
sung umfasste. Um zu priifen, ob dieser Peak durch verklebte 2C-Kerne hervorgerufen
wurde, wurden Kerne dieses Peaks aus Blittern von vier Arten (Chrysanthemum multico-
lor, Ginkgo biloba, Hyssopus officinalis und Haplopappus gracilis) durchflusszytometrisch
sortiert und ihre Fluoreszenzintensitdt nochmals mittels eines Fluoreszenzmikroskops ge-

messen. Als Referenz dienten ebenfalls sortierte 2C-Kerne der jeweiligen Art.
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3.2.3.2 Berechnung von Genomgrofie und AT/GC-Verhiltnis

Nach Anfirben der Kernsuspension mit PI ldsst sich die Genomgrofle 2C der zu messen-
den Art aus dem Verhiltnis R der Peakposition von zu untersuchender Art und Referenzart

berechnen:

2CProbe = RPI : 2CReferenZ (1)

Die gleiche Vorgehensweise ist nach Anfarben mit DAPI zur Ermittlung des AT/GC-Ver-
héltnisses nicht moglich, da dieses Fluorochrom nicht stochiometrisch an AT-Basen bindet
(Dolezel et al. 1992), sondern drei bis vier aufeinanderfolgender AT-Basen zur Bindung
eines Farbstoffmolekiils notwendig sind (Portugal und Waring 1988). Diese zur Bindung
eines Farbstoffmolekiils notwendige Anzahl aufeinanderfolgender Basen wird im folgen-
den Bindungslédnge genannt. Die Fluoreszenz basenspezifischer Farbstoffe ist zwar eben-
falls der Genomgrdf3e proportional, aber modifiziert durch den basenspezifischen Faktor

f(AT%). Damit ergibt sich fiir Rpapr

Rpapr = f(AT%Probe) / f(AT%Referenz) : 2CProbe / 2CReferenz (2)

Daraus folgt zusammen mit Gleichung (1)

RDAPI = f(AT% Probe) / f(AT% Referenz) : RPI (3)

Zonneveld und Van Iren (2000) haben den Quotienten aus nach DAPI- und PI-Messung

berechneten Genomgréflen von Hosta-Akzessionen benutzt, um deren AT-Anteile mitein-

ander vergleichen zu kénnen. Es wird hier in dhnlicher Weise ein Farbstofffaktor FF fiir

basenspezifische Fluorochrome, beispielsweise DAPI, definiert:

FFpapr = Rpapr / Rer 4)

Aus diesem folgt mit Gleichung (3):

FFDAPI = f(AT% Probe) / f(AT% Referenz) (5)
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FF héangt ausschlielich von der basenspezifischen Fluoreszenz ab und ist unabhédngig von

der Genomgrofe.

Godelle et al. (1993) haben zur Berechnung des AT/GC-Verhéltnisses nach DNA-Farbung
mit basenspezifischen Farbstoffen wie HO oder Mithramycin folgende Gleichung vorge-

schlagen, die von vielen Autoren angewandt worden ist:

AT% Probe — (RDAPI/ IKPI)Il : AT% Referenz (6)

n = zur Bindung eines Molekiils notwendige Anzahl aufeinanderfolgender Basen

Da diese Gleichung lediglich eine Ndherung darstellt, von der Annahme einer zufilligen
Verteilung der Basen im Genom ausgeht und zudem die Grofle des Exponenten n nicht
eindeutig ist, wurde in dieser Arbeit lediglich FFpap; fiir weitere Analysen berechnet. Die-
ser ist unabhingig von Modellvorstellungen beziiglich der Bindungslédnge des Farbstoffs
und zudem Teil der Gleichung (6). FFpapy erlaubt die Bestimmung des AT-Anteils, sobald
eine verldssliche Beziehung zwischen der DAPI-Fluoreszenz und dem AT-Gehalt gefun-

den wurde.

3.2.3.3 Vergleich von DAPI und HO

Da zur Bindung eines HO-Molekiils fiinf aufeinanderfolgende AT-Basen notwendig sind
(Godelle et al. 1993), miisste sich durch den Vergleich von DAPI- und HO-Ergebnissen
die tatsdchlich zur DAPI-Bindung notwendige Anzahl npsp; ermitteln lassen. Die Berech-
nung von npapy soll nach der folgenden aus Gleichung (6) hervorgehenden Beziehung er-

folgen:

NpaApr — NHO ° ln(FFDAPI) / ln(FFHo) (7)

Um brauchbare Ergebnisse mit dieser Gleichung erzielen zu konnen, miissen sich die FF-
Werte klar von 1 unterscheiden. Ansonsten konnen duBlerst ungenaue Werte fiir npapr re-
sultieren. Aus den oben erwédhnten Arten wurden daher sieben Paare aus Arten gewéhlt,

deren FF-Werte um wenigstens 10% differieren. FFpap; und FFyo wurden nicht relativ zu
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Pisum sativum berechnet, sondern innerhalb des Paares relativ zwischen den beiden Arten.
SchlieBlich wurde die Werte-Reihenfolge fiir die Bildung des Quotienten so gewihlt, dass
FF>1 galt. Auf diese Weise miisste FF fiir den Farbstoff mit groerem n grofer sein, FFyo

also grofer sein als FFpap.

3.2.3.4 Berechnung des Endopolyploidisierungsgrades

Als MaB fiir die Endopolyploidisierung haben Engelen-Eigles et al. (2000) und Mishiba
und Mii (2000) den mittleren C-Wert berechnet. Durch den exponentiellen Charakter der
Endopolyploidisierung fiihrt dieser jedoch zu einer Uberbewertung der héheren Ploidiestu-
fen und erschwert damit Vergleiche zwischen Organen oder Arten sehr unterschiedlicher
Endopolyploidisierung.

Anschaulicher fiir diesen Zweck ist der Zyklus-Wert, der die mittlere Anzahl der Endore-
duplikationszyklen pro Kern angibt. Er wird berechnet aus der Anzahl der Kerne jeder ver-
tretenen Ploidiestufe, multipliziert mit der Anzahl der zum Erreichen der jeweiligen Ploi-
diestufe notwendigen Endoreduplikationszyklen. Die Summe der Produkte wird durch die

Gesamtzahl der gemessenen Kerne dividiert.

Zyklus—Wert = (0'nyc + I'ngc+ 2:ngc + 3°njec...)/(Noc + nac + ngc + nyec...)

nyc, N4, Ngc ... Anzahl der Kerne mit dem entsprechenden C-Wert (2C, 4C, 8C,...)

Ein Organ mit einem Zyklus-Wert kleiner als 0,1 (Endopolyploidiegrenzwert) wurde als
nicht-endopolyploid angesehen.
Da bei der Priparation der Zellkernsuspension ganze Teile von Organen gehackt werden,

kann nicht zwischen einzelnen Geweben unterschieden werden.

3.24 Kernsortierung und Fluoreszenzmikroskopie

Je 100 mit PI gefdarbte Zellkerne des 4C-Peaks der vier in Abschnitt 3.2.3.1 genannten flu-
oreszenzmikroskopisch untersuchten Arten Chrysanthemum multicolor, Ginkgo biloba,
Hyssopus officinalis und Haplopappus gracilis wurden im Normal-R-Modus unter Ver-
wendung der Hiillfliissigkeit FACSFlow (Becton Dickinson) durchflusszytometrisch auf

16



Objekttrager sortiert und mit einem Deckgldschen abgedeckt. Die Sortierung erfolgte mit
einem Macrosort-Modul (Becton Dickinson) und einer zugehdrigen 100 um-Diise unter
Nutzung des Sort-Enhancement-Moduls mit einer Frequenz von 15 000 s™'. Um eine mog-
lichst reine Sortierung der Kerne zu gewihrleisten, wurden sowohl im Histogramm als
auch im Punktediagramm Rahmen zur Auswahl der Zellkernfraktion gesetzt, wodurch un-
spezifisch fluoreszierende Partikel weitestgehend von der Sortierung ausgeschlossen wur-
den. Zur Priifung der durchflusszytometrisch ermittelten relativen Fluoreszenz der sortier-
ten Kerne wurde diese nochmals mittels einer Photometereinheit MPM 400 in Verbindung

mit einem Axioskop-Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) gemessen.

3.3 Statistik

Die statistische Analyse der Daten zum AT/GC-Verhéltnis und zur Genomgrof3e erfolgte
mit dem Programm Statistica fiir MacIntosh (Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma).

Da die Daten zur Endopolyploidisierung nicht normal verteilt sind, wurden Korrelationen
mittels Spearmantest mit dem Programm SigmaStat berechnet. Die parameterfreie Vari-
anzanalyse wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests durchgefiihrt. Der anschlieBende
paarweise Vergleich erfolgte mit dem Dunn-Test.

Eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit Kovarianz (ANCOVA) wurde mit dem Programm
SPSS 10.0 durchgefiihrt. Nach Lindman (1974) ist diese Analyse zuldssig, da der F-Test
robust gegen Abweichungen von der Normalverteilung sei. Da es nicht moglich war, in
allen Arten alle Organe zu messen, sind nicht alle moglichen Kombinationen erfiillt. Des-
halb konnten nur die Haupteffekte und nicht die Wechselwirkungen analysiert werden, da
letztere gegen fehlende Kombinationen anfillig sind. Es wurde der Typ IV der Quadrat-
summe benutzt, der in solchem Fall empfohlen wird (SPSS Inc. 1999).

3.4 Analyse des AT/GC-Verhiltnisses mittels HPLC

34.1 Gerit, Saule und Laufmittel

Die HPLC wurde an einer Waters-Anlage (LC Modul I, Waters Corporation, Milford,
Massachusetts) durchgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte mit einer ProntoSIL 120-5-18 ace-
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EPS-Séule (Bischoff Analysetechnik und —gerdte GmbH, Leonberg) mit einer Lange von
150 mm und einem Innendurchmesser von 4,6 mm. Fiillmaterial war eine C18-Umkehr-
phase, die eine eingebundene polare Gruppe in der hydrophoben C18-Kette aufweist,
durch die bei hoher Hydrophobie eine hohe polare Selektivitdt erzielt wird. Als Vorséule
diente eine MCP-Séule (14 mm lang, Innendurchmesser 4,6 mm, Hersteller siche oben)
mit dem gleichen Fiillmaterial wie die Hauptsdule. Zur Elution bei Raumtemperatur diente
ein NH4H,POs-Puffer (10 mM, pH 3,0; Ko et al. 1977). Der Puffer wurde vor der Benut-
zung mit einer Nalgene Filtereinheit, Porengrofie 0,2 pm, steril filtriert (Nalge Nunc Inter-

national Corporation, Rochester, New York).

34.2 Probenbereitung

Von 15 der durchflusszytometrisch getesteten Arten, die einen moglichst weiten FFpapi-
Bereich umspannen sollten, wurden, um reine Zellkern-DNA zu erhalten, aus Blattmaterial
je nach GenomgrdBe ca. 200 000 (Allium ursinum) bis 3 Mio. (Arabidopsis thaliana) Ker-
ne (entsprechen ca. 1-15ug DNA) durchflusszytometrisch in Eppendorfgefafe sortiert (zur
Methode siehe Abschnitt 3.2.4) und in einer Kiihl-Tischzentrifuge bei 4°C mit 14 000
U/min pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl eiskalter 100%iger Ameisensdure aufgenom-
men und zur Freisetzung der Basen aus der DNA in Gewinde-Praparategldsern (35x12
mm) mit Aluminium-Schraubkappe (Schiitt Labortechnik, Gottingen) in einem Trocken-
schrank bei 125°C hydrolysiert (Ko et al. 1977). Versuche mit pflanzlicher DNA bei Tem-
peraturen zwischen 120 und 150°C und Hydrolysezeiten zwischen 30 und 120 min ergaben
keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den einzelnen Hydrolysebedin-
gungen. Zudem konnten nach einer Hydrolyse pflanzlicher DNA bzw. synthetischer
Nukleoside nach 30 min bei 125°C keine Nukleoside mehr detektiert werden, was zeigt,
dass die Hydrolyse vollstindig war.

Im Anschluss an die Hydrolyse wurde der pH-Wert der Losung mit ca. 10%iger Ammoni-
aklosung auf pH = 3,0 eingestellt. Vorversuche mit wéssrigen Losungsmitteln hatten bei
diesem pH-Wert die insgesamt beste Loslichkeit der vier Basen ergeben. Nach Lagerung
der Proben iiber Nacht bei 4°C wurden ausgefillte Partikel in einer Kiihl-Tischzentrifuge
mit 16 000 U/min pelletiert und der Uberstand anschlieBend mittels HPLC analysiert.
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3.43  Messung

Auf die Sdule wurden je 20 pl eines Hydrolysats aufgetragen. Eluiert wurden die Basen im
isokratischen Lauf mit dem erwdhnten 10 mM NH4H,PO,-Puffer bei einer FlieBrate von
Iml/min. Die Detektion erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektor (RF-551, Shimadzu Cor-
poration, Kyoto, Japan) bei einer Wellenldnge von 263 nm und die Analyse mit dem Pro-
gramm Millenium® (Waters Corporation). Nach jeder Messung wurden zur Reinigung der
Séule je drei mal 100 pl 100%iges Acetonitril aufgetragen.

Zur Standardisierung der Methode dienten synthetische Nukleoside, die unter den erwéhn-
ten Bedingungen hydrolysiert wurden. Die anschlieBende HPLC-Analyse ergab fiir Adeno-
sin und Guanosin die hochsten Wiederfindungsraten. Fiir Adenosin war die Wiederfin-
dungsrate mehr als doppelt so hoch wie fiir Thymidin. Cytosin, das Komplementérnukleo-
sid des Guanosins, wurde kaum detektiert. Daher wurden zur Auswertung lediglich die

Adenin- und Guanin-Werte herangezogen.

4. Ergebnisse

4.1 Das AT/GC-Verhiltnis

Die von Vinogradov (1994) angenommene negative Korrelation zwischen Genomgrof3e
und AT-Anteil konnen anhand der hier ermittelten Werte nicht bestatigt werden. Hingegen
zeigt sich, dass der Farbstofffaktor FFpapr zwischen Arten einer Familie oftmals &hnlicher
ist als zwischen Arten unterschiedlicher Familien.

Der Vergleich der Farbstofffaktoren fiir HO und DAPI fiihrt zu uneinheitlichen Ergebnis-
sen, wihrend die Ergebnisse der HPLC eine relativ gute Ubereinstimmung mit den durch-

flusszytometrischen Werten zum AT-Anteil aufweisen.
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4.1.1  Bei Spermatophyten besteht keine Beziehung zwischen der Genomgrofie und

dem Farbstofffaktor fiir DAPI (FFpap))

Die GenomgroBlen und FFpapy der einzelnen Arten sind in Tab. 1 aufgefiihrt. Die Bezie-
hung zwischen beiden Groflen zeigt die Abb. 3. Es ist keine Korrelation erkennbar. Der mit
dem Spearmantest berechnete Korrelationsfaktor ist sehr klein und nicht signifikant
(r=0,19, P=0,16). Um die Erwartungen nach Vinogradov (1994) zu erfiillen, hitte der
Korrelationsfaktor zudem ein negatives Vorzeichen aufweisen miissen. Da groflere Geno-
me einen hoheren GC-Anteil aufweisen sollten, hitte FFpap; negativ mit der Genomgrof3e
korreliert sein sollen.

In Abb. 3 ist auch innerhalb der einzelnen Familien keine Tendenz zu erkennen, obwohl
die Arten jeweils einen weiten GenomgroBenbereich der Familie représentieren. Das Feh-
len einer Korrelation innerhalb der Familien konnte durch die Berechnung der ,,pooled
within-groups* Korrelation bestdtigt werden. Bei deren Berechnung wird vom FFpap; einer
Art der mittlere FFpapr der jeweiligen Familie subtrahiert und somit der Familieneinfluss
eliminiert. Auch hier ergab sich ein sehr kleiner, nicht signifikanter Korrelationskoeffizient

(r =-0,09).
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FFDAPI

Abb. 3 Korrelation zwischen Genomgrofe und FF

DAPI
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A: Ginkgoaceae, B: Pinaceae, C: Ranunculaceae, D: Chenopodiaceae, E: Urticaceae, F: Fagaceae, G; Rosaceae,
H: Fabaceae, I: Brassicaceae, J: Cucurbitaceae, K: Solanaceae, L: Lamiaceae, M: Asteraceae, N: Asparagaceae,

O: Alliaceae, P: Liliaceae, Q: Poaceae
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Tab. 1  GenomgroBle, FFpap;und die daraus berechneten AT-Anteile

Familie Art 2C[p\;7]ert FFpup AT( (;? )1:}611
Ginkgoaceae Ginkgo biloba L. 21,58 1,20 65,3
Abies concolor (Gord. et Glend.)
Lind. ex Hildebrandt. 36,12 0.97 60,9
Pinaceae Larix decidua Mill. 25,73 0,96 60,7
Picea abies (L.) Karsten 38,63 0,93 60,1
Pinus sylvestris L 4422 0,97 60,9
Anemone ranunculoides L. 36,83 0,91 59,7
Ranunculaceae  Anemone sylvestris L. 17,02 0,93 60,1
Aquilegia vulgaris L. 1,01 0,94 60,3
Atriplex rosea L. 2,12 1,00 61,5
Chenopodiaceae Beta vulgaris L. 1,84 1,06 62,7
Spinacia oleracea L. 2,69 0,99 61,3
Urticaceae Urtica dioica L. 2,34 1,01 61,7
Urtica urens L. 1,07 1,08 63,1
Castanea sativa Mill. 1,96 1,06 62,7
Fagaceae Fagus sylvatica L. 1,30 1,09 63,3
Quercus robur L. 2,18 1,06 62,7
Cydonia oblonga Mill. 1,98 0,89 59,2
Rosaceae Duchesnea indica Focke 4,19 0,96 60,7
Physocarpus opulifolius (L.) Maxim. 0,71 0,98 61,1
Glycine max (L.) Merr. 2,73 1,11 63,6
Lathyrus articulatus L. 11,5 1,05 62,5
Fabaceae Phaseolus vulgaris L. 1,58 1,05 62,5
Pisum sativum L. 9,07 1,00 61,5
Trifolium pratense L. 1,06 1,17 64,8
Vicia faba L. 26,21 1,02 61,9
Alliaria petiolata (M. Bieb.) 2,70 0,97 60,9
Brassicacede Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 0,43 0,97 60,9
Brassica napus L. 2,95 0,98 61,1
Raphanus sativus L. 1,38 0,97 60,9
Sinapis arvensis L. 1,35 0,96 60,7

*berechnet aus FFpap; nach Gleichung (6)
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Fortsetzung Tab. 1

. 2C-Wert AT-Anteil
Familie Art ™ FFp 1 (%)
Cucumis sativus L. 1,03 1,06 62,7
Cucurbita moschata (Duch. ex
Cucurbitaceae Lam.) Duch. ex Poir. 0.97 0.9 61,3
Cucurbita pepo L. 1,18 0,99 61,3
Momordica charantia L. 1,43 1,10 63,5
Capsicum frutescens L. 7,37 1,13 64,0
Lycopersicon pimpinellifolium
Solanaceae (JusL) Mill, 2,29 1,07 62,9
Nicotiana tabacum L. 9,77 1,02 61,9
Hyssopus officinalis L. 1,12 1,05 62,5
Lamiaceae Stachys grandiflora (Willd.) Benth. 12,47 0,94 60,3
Teucrium scorodonia L. 2,86 0,95 60,5
Chrysanthemum multicolor Hyl. 32,55 1,10 63,5
Asteraceae Haplopappus gracilis (Nutt.) A.Gray 2,39 1,01 61,7
Lactuca sativa L. 6,61 0,94 60,3
Asparagaceae Asparagus officinalis 3,63 0,90 59,4
Allium cepa L. 33,69 1,20 65,3
Allium ledebourianum Schult. et
Alliaceae Schult. f. 17,46 L1 63,6
Allium ampeloprasum L. s.1. 65,48 1,12 63,8
Allium ursinum L. 62,08 1,17 64,8
Liliaceae Fritillaria uva-vulpis Rix 165,82 1,15 64,4
Hordeum vulgare L. 10,27 0,72 55,3
Oryza sativa L. 1,18 0,79 57,0
Poaceae Secale cereale L. 16,01 0,72 55,4
Triticum aestivum L. 32,82 0,67 54,1
Zea mays L. 5,92 0,62 52,8

*berechnet aus FFpap; nach Gleichung (6)
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4.1.2

Aus Abb. 4 ist zu ersehen, dass innerhalb der meisten Familien nur ein begrenzter Bereich
der gemessen FFpapi-Werte und damit des in hoheren Pflanzen moglichen AT-Anteils ver-
treten ist. Zudem offenbart Abb. 4 deutliche FFpap-Unterschiede zwischen einigen Famili-
en. So haben z. B. die Poaceen kleinere FFpsp; und somit geringere AT-Anteile als die

iibrigen untersuchten Arten, wihrend die untersuchten Alliaceen diesbeziiglich insgesamt

deutlich tiber dem Durchschnitt liegen.

In Tab. 2 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir FFpap; der einzelnen Famili-
en sowie signifikante Unterschiede zwischen einigen Familien angegeben. Trotz der gerin-

gen Zahl untersuchter Arten innerhalb jeder Familien lassen sich viele signifikante Unter-

schiede feststellen.

Abb. 4 Der Farbstofffaktor fiir DAPI innerhalb der untersuchten Familien

Die Pflanzenfamilien unterscheiden sich im AT/GC-Verhaltnis
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Tab. 2 Unterschiede zwischen den mittleren FFpapr-Werten

der verschiedenen Familien

FFDAPI-Mittelwert mit

Familie , Signifikanz"
Standardabweichung
Poaceae 0.70 £ 0.06 a
Asparagaceae 0.90* b
Ranunculaceae 0.93 £0.02 bc
Rosaceae 0.94 +0.05 be
Pinaceae 0.96 + 0.02 be
Brassicaceae 0.97 £0.01 bc
Lamiaceae 0.98 +0.06 be
Chenopodiaceae 1.02 £0.04 bed
Asteraceae 1.02 £0.08 bed
Cucurbitaceae 1.04 £0.05 bed
Urticaceae 1.05 +0.05 bed
Solanaceae 1.07 £0.06 cd
Fagaceae 1.07 £0.02 cde
Fabaceae 1.07 £ 0.06 cde
Liliaceae 1.15° de
Alliaceae 1.15+0.04 de
Ginkgoaceae 1.20° €

“ nur eine Art der Familie untersucht
® gleiche Buchstaben zeigen das Fehlen signifikanter Unterschie-

de an (Student-Newman-Keuls-Test mit P < 0,05)
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4.1.3 Der Vergleich der Farbstofffaktoren fiir DAPI und HO fiihrt zu uneinheitli-

chen Ergebnissen

Die innerhalb der Artenpaare ermittelten FFpap; und FFyo und daraus nach Gleichung (7)
berechneten npapy sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Die Ergebnisse sind sehr uneinheitlich. Auf3er
fiir das Paar Vicia faba/Secale cereale sind alle npapr kleiner als npo = 5. Fiir V. faba/S.
cereale zeigt die fehlende Signifikanz, dass sich npapy in diesem Fall kaum von nyo unter-
scheidet. Auch fiir das Paar Allium cepal/Vicia faba ist der npapi-Wert kaum verschieden
von nyo. Fiir die ibrigen Paare liegt npap; zwischen 2,77 und 4,57. Der Mittelwert fiir npap;

betrdgt 4,22, womit der nidchste ganzzahlige Wert 4 ist.

Tab. 3 Vergleich der Farbstofffaktoren fiir HO und DAPI innerhalb ausgewihlter

Artenpaare
Farbstofffaktor
NpAPpI
Artenpaar Ho DAY Differenz’ (mit Standard-
(mit Stan-  (mit Stan- bweich
dardab- dardabwei- abweichung)
weichung) chung)

1.  Glycine max/ 1,307 1,160 10.147* 2,77
Lactuca sativa (£0,013) (£0,007) ’ (£0,15)

2. Pisum sativum/ 1,463 1,416 . 4,57
Secale cereale (£0,016) (+0,008) +0,047 (#0,15)

3. Allium ledebourianum/ 1,770 1,557 . 3,88
Secale cereale (£0,026)  (x0,022) 10213 (£0,16)

4.  Raphanus sativus/ 1,278 1,249 . 4,53
Oryza sativa (£0,005)  (£0,009) 10,029 (£0,16)

5. Allium cepal 1,236 1,235 4,98
Vicia faba (£0,011)  (20,004) +0,001 (£0,22)

6. Glycine max/ 1,297 1,190 . 3,34
Raphanus sativus (£0,020) (£0,015) +0,107 (£0,31)

7. Vicia faba/ 1,378 1,420 0.042 5,47
Secale cereale (£0,061) (£0,010) ’ (£0,76)

aDifferenZ = FFHO — FFDAp[
" Signifikanz gemiB Mann-Whitney-Test mit P = 0,05
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4.1.4  Die Ergebnisse der HPLC verdeutlichen eine gute Ubereinstimmung zwi-
schen dem Farbstofffaktor fiir DAPI (FFpap)) und dem AT/GC-Verhiltnis
der DNA

Fiir einige Arten waren die Abweichungen zwischen den Einzelergebnissen der HPLC sehr
hoch. Dieses galt auch fiir die beiden sequenzierten Arten Arabidopsis thaliana und Oryza
sativa, die als Referenz fiir die librigen Arten dienen sollten. Aus diesem Grunde wurde
von der Berechnung des absoluten AT/GC-Verhiltnisses anhand der beiden Referenzarten
abgesehen. Stattdessen wurde das Verhiltnis aus den Peakfldchen von Adenin und Guanin
als Ergebnis der HPLC zum FFpap; in Beziehung gesetzt (Abb. 5).

Fiir acht der untersuchten Arten konnten Standardabweichungen von 0,6 bis 1,6 % erreicht
werden, fiir eine Art betrug sie 2,1%. Von zwei weiteren Arten wurde nur je eine DNA-
Probe prépariert, so dass keine Standardabweichung errechnet wurde. Fiir vier Arten lag
die Standardabweichung deutlich iiber 3,5%. Zu diesen gehdrten auch die sequenzierten
Arten Arabidopsis thaliana und Oryza sativa mit einer Standardabweichung von 5,1 bzw.
13,9%.

Es liegt eine signifikante, gute Korrelation zwischen HPLC-Ergebnissen und dem FFpap;
vor (r = 0,83, P<0,001). Sieben der 15 Werte liegen innerhalb des 95%-Konfidenzinter-
valls, die librigen Mittelwerte liegen knapp auBBerhalb.

Der Grund fiir die teilweise sehr starke Streuung der Werte ist unklar, zumal die Probenbe-
reitung nur wenige, einfache Schritte enthielt. Mdglich ist jedoch eine leicht variierende
Prézipitation eines Teils der Probensubstanz, d. h. einer oder einiger Basen. Der unge-
wohnlich schnelle Verschleill der Sdulen deutet darauf hin, dass dies wéhrend einzelner
Messungen geschah. Die ersten Sédulen, bei denen noch mit relativ hohen Konzentrationen
der reinen synthetischen Basen experimentiert wurde, lieferten schon nach ein bis zwei
Monaten unscharfe Peaks. Da die Sdulen ansonsten nicht beschddigt worden sein konnen
und dieser Effekt regelméBig auftrat, kann eine Beschiddigung des Fiillmaterials durch aus-
gefallene Probensubstanz angenommen werden (Stefan Lamotte, Bischoff Analysetechnik
und —gerdte GmbH, Leonberg, personliche Mitteilung). Wahrend der Vorarbeit zu den
Versuchen hatten Losungsexperimente mit verschiedenen Konzentrationen der Basen in
Wasser bei unterschiedlichen pH-Werten eine relativ schlechte Loslichkeit der Basen in
wiassrigen Losungsmitteln offenbart. Die optimale Loslichkeit fiir alle vier Basen zusam-
men ergab sich bei einem pH-Wert von 3,0. Dies wurde durch Wiederholung der Versuche

mit dem benutzten Puffer bestdtigt. Zudem zeigte sich eine hohe Empfindlichkeit der Ba-

27



sen hinsichtlich ihrer Loslichkeit gegeniiber einem Wechsel des pH-Milieus. Auch Ko et
al. (1977) betonen, dass die Einhaltung des pH-Wertes wichtig ist.

Abb. 5 Beziehung zwischen durchflusszytometrischen
und chromatografischen Ergebnissen

1,2 Aa = Allium ampeloprasum
Ac = Allium cepa

Al = Allium ledebourianum
At = Arabidopsis thaliana
Au = Allium ursinum

Bn = Brassica napus

Hv = Hordeum vulgare

1,0 - Gm = Glycine max

Os = Oryza sativa

Ps = Pisum sativum

1,1 1

% 09 - Sa = Sinapis arvensis
LLIC ! Sc = Secale cereale
Ta = Triticum aestivum —
Vf = Vicia faba r=083
0,8 - Zm = Zea mays P < 0,001
0,7 -
Regressionsgerade
061 - 95%Konfidenzintervall
T T
0,0 0,2 0,4 1,0

A/(A+G)
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4.2 Die Endopolyploidie ist bei Samenpflanzen mit der Phylogenie der Arten,
dem Organtyp, der Lebensform und Lebensdauer und der Genomgrofie un-

terschiedlich eng korreliert

Die Ergebnisse offenbaren einen sehr engen Zusammenhang zwischen der Familienzuge-
horigkeit und der Endopolyploidisierung der untersuchten Arten. Weiterhin zeigen sie ei-
nen weniger engen Zusammenhang zwischen Endopolyploidie und Organtyp sowie der
Lebensform und Lebensdauer der untersuchten Arten. Die von Nagl (1976) angenommene
Korrelation zwischen Endopolyploidisierungsgrad und Genomgrdf3e ist nur sehr schwach

aber ebenfalls signifikant.

4.2.1 Aus der Gesamtheit der Daten resultiert eine schwache negative Korrelation

zwischen Genomgrofie und Endopolyploidisierung

Die Zyklus-Werte als Mal3 der Endopolyploidisierung aller untersuchten Organe der Arten
sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Ein Organ mit einem Zyklus-Wert kleiner als 0,1 (Endopolyploi-
diegrenzwert) wurde als nicht-endopolyploid angesehen. Die fluoreszenzmikroskopische
Kontrolle des DNA-Gehalts sortierter Kerne sehr kleiner 4C-Peaks konnte fiir die vier dar-
aufthin untersuchten Arten (sieche Abschnitt 3.2.3.1) fiir lediglich 50-70% der Kerne den
entsprechenden DNA-Gehalt bestitigen. Die iibrigen Kerne des 4C-Peaks hatten den
DNA-Gehalt von 2C-Kernen. Damit stellten nur 1,5-2% der Kerne der entsprechenden
Histogramme tatsdchlich 4C-Kerne dar. Wegen dieses geringen Anteils wurden Arten, die
einen derart kleinen 4C-Peak aufwiesen (alle untersuchten Lamiaceen und Asteraceen,
sowie je zwei Ranunculaceen und Rosaceen) als nicht-endopolyploid angesehen. AuBer
verklebten 2C-Kernen konnten diese 4C-Peaks auch G2-Kerne meristematischer Zellen
enthalten (Jacqmard et al. 1999). Wenn eine Art Endopolyploidie aufwies, so meist in allen
Organen auBler in Fruchtknoten. Diese Arten werden im folgenden als endopolyploid be-
zeichnet. Nur in Duchesnea indica beschriankte sich die Endopolyploidisierung auf Blatt-
und Bliitenstiele, wo sie in geringem Malle ausgeprdgt war. Die kleinen 4C-Peaks von
Primérbléttern von Fagus sylvatica und Quercus robur sind evtl. nicht durch endopoly-
ploide sondern durch G2-Zellkerne hervorgerufen worden, da es sich um sehr junges Un-
tersuchungsmaterial handelte. Diese Blétter konnten also nicht vollstindig ausdifferenziert

gewesen sein und somit noch meristematisches Gewebe enthalten haben. Der Zyklus-Wert
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der oberen Blitter von Sophora japonica lag nur knapp iiber dem Endopolyploidiegrenz-
wert, so dass auch diese Art als nicht-endopolyploid angesehen werden kann. Die oberen
Blétter der endopolyploiden Arten Glycine max, Capsicum frutescens, Allium ursinum und
Triticum aestivum zeigten gleichfalls keine Endopolyploidie. Fiir Triticum aestivum traf
dieses auch auf die Wurzel zu. Die unteren Blétter von Vicia faba als auch die Petalen und
Stamina von Aquilegia vulgaris waren nicht-endopolyploid.

Der Blick auf die Gesamtheit der Werte enthiillt ein Bild, das dem dhnelt, welches Vi-
nogradov (1998) ,.triangular relationship* nennt (Abb. 6). Die Daten zeigen v. a. fiir klein-
genomige Arten, z B. Brassicaceen, Cucurbitaceen und Chenopodiaceen, eine Tendenz zu
starker Endopolyploidisierung (Abb. 6). Allerdings weisen auch einige Arten mit kleinem
Genom keine oder eine sehr geringe Endopolyploidie auf (z. B. Haplopappus gracilis,
Hyssopus officinalis, Aquilegia vulgaris, Oryza sativa sowie die untersuchten Rosaceen
und Fagaceen), wihrend andere Arten wie z. B. Alliaceen, einige Fabaceen und Poaceen
trotz ihres groBBen Genoms endopolyploid sind (Tab. 4, Abb. 6).

Insgesamt resultiert aus dem gesamten Datensatz eine schwache aber signifikante, negative

Korrelation zwischen Genomgrof3e und Endopolyploidisierung (r = -0,253, P<0,001).
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Tab. 4 Endopolyploidie (Zyklus-Wert) in verschiedenen Organen, Genomgrofie, Lebensform und Lebensdauer von 54 Spermatophyten

Lebens- _ Zyklus-Wert
Genom- Bliiten-
o grofBle i krone oberer obe- unte- oberer unterer
Familie Art und Bliiten- Staub- Frucht- Bliiten- .. Keim-
20) Lebens- kelch bzw. blatt  knoten stiel Stdngel- res res Blatt- Blatt- Wurzel blatt*
[pg] dauer Peri- abschnitt Blatt Blatt stiel  stiel
gon
Ginkgoaceae Ginkgo biloba L. 21,58 P,p 0,00 0,00
Pinaceae Larix decidua Mill. 25,73 P,p 0,00 0,00
Abies concolor (Gord. et 36,12 P,p 0,00
Glend.) Lind. ex Hilde-
brandt
Picea abies (L.) Karsten 38,63 P,p 0,00 0,00
Pinus sylvestris L. 44,22 P,p 0,00
Ranuncula- Agquilegia vulgaris L. 1,01 H, p 0,06 0,06 0,14 0,12 0,22 022 049 040 0,20 0,20
ceae Anemone sylvestris L. 17,02 H,p 0,02 0,00 0,08 0,06 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00
Anemone ranunculoides L. 36,83 G,p 0,04 0,06 0,03 0,02 0,02 0,07
Chenopodia- Beta vulgaris L. 1,84 H, b 0,34 1,56 0,86 1,83 0,54 1,75
ceae Atriplex rosea L. 2,12 T, a 0,22 0,56 1,14 0,90 0,81
Spinacia oleracea L. 2,69 T, a 2,30 0,53 1,58 0,38 0,94 1,36 1,42 1,45 1,45
Urticaceae  Urtica urens L. 1,07 T, a 092 0,75 1,27 1,10 1,54
Parietaria officinalis L. 1,13 H, p 0,60 0,58 0,79 0,71 0,86 0,84
Urtica dioica L. 2,34 H, p 0,14 0,10 0,34 020 0,53 0,24 0,31
Fagaceae Fagus sylvatica L. 1,30 P,p 0,00 0,11 0,01 0,00 0,24 0,05 0,03
Castanea sativa Mill. 1,96 P,p 0,06 0,04 0,02 0,07
Quercus robur L. 2,18 P,p 0,12 0,06 0,03 0,13 0,06 0,00
Rosaceae Physocarpus opulifolius 0,71 P,p 0,02 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,03
(L.) Maxim.
Cydonia oblonga Mill. 1,98 P,p 0,05 0,02 0,03 0,09 0,06 0,00 0,00
Duchesnea indica Focke 4,19 H,p 0,04 0,05 0,10 0,02 0,15

grau unterlegt: als endopolyploid angesehene Arten; Lebensform: T = Therophyt, H = Hemikryptophyt, G = Geophyt, P = Phanerophyt, C = Chamaephyt; Le-
bensdauer: a = Sommer- und Winterannuelle, b = Bienne, p = Plurienne; Zahlen in schwarz: Zyklus-Werte unterhalb des Grenzwertes von 0,1; * bzw. Primérblatt
bei den Poaceen
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Tab. 4 (Fortsetzung)

Zyklus-Wert
Comem. Ui Bliiten-
Familie Art grofic und Bliiten- i Staub- Frucht- Bliiten- obnerer ooz Milly:  @iisiler Wi Keim-
CC) | ehens- eleh P blatt knoten stiel  Stangel- res  res  Blatt- Blatt-  Wurzel
[pg] dauer Peri- abschnitt Blatt Blatt stiel  stiel
gon
Fabaceae Trifolium pratense L. 1,06 H,p 0,15 0,20 0,49 0,80 1,01
Sophora japonica L. 1,34 P,p 0,07 0,05 006 0,14 0,11 0,05
Phaseolus vulgaris L. 1,58 T, a 0,60 0,25 031 0,87 0,87 1,36
Glycine max (L.) Merr. 2,73 T, a 0,08 0,11 0,12 0,26 1,05
Pisum sativum L. 9,07 T,a 0,44 0,75 1,01 0,24 0,64 0,47 0,14 0,17 043 0,54 0,65 1,78
Vicia faba L. 26,21 T,a 0,24 0,86 0,74 0,18 0,44 0,55 0,21 0,08 0,69 0,59 1,77
Brassicaceae Arabidopsis thaliana (L.) 0,43 T/H,a 049 0,34 0,72 0,99 1,44 1,66 2,08 1,25 2,00
Heynh.
Sinapis arvensis L. 1,35 T,a 0,49 048 0,71 0,26 0,80 0,71 0,13 0,78 1,09 1,53 1,71
Raphanus sativus L. 1,38 T,a 0,98 1,05 1,78 0,32 0,98 0,95 0,14 0,95 0,74 1,33 0,68 1,43
Alliaria petiolata (M. Bieb.) 2,70 H/C,b 0,32 0,18 0,76 0,21 0,30 046 0,76 0,79
Cavara et Grande
Brassica napus L. 2,95 T, a 0,68 043 0,67 026 0,85 0,79 0,13 0,93 048 1,39 1,27
Cucurbita-  Cucurbita moschata (Duch. 0,97 T, a 0,88 0,30 0,62 1,34 1,30 1,65
ceae ex Lam.) Duch. ex Poir.
Cucumis sativus L. 1,03 T, a 1,26 1,09 1,55 1,43 042 1,35 1,98 1,74
Cucurbita pepo L. 1,18 T, a 1,37 1,12 1,51 1,47 0,58 0,29 1,70 1,25 1,24
Momordica charantia L. 1,43 H,p 0,63 0,63 1,21 1,06 0,88 1,23 1,15 1,59 1,23 1,67
Solanaceae Lycopersicon pimpinelli- 2,29 T,a 0,49 0,37 091 0,34 0,52 0,73 0,18 0,70 1,06 1,10 1,00 0,83
folium (Jusl.) Mill.
Capsicum frutescens L. 7,37 T, a 0,07 0,13 0,26 0,51 0,13
Nicotiana tabacum L. 9,77 T, a 022 0,29 0,53 027 0,49 0,11 0,23 0,72
Lamiaceae  Hyssopus officinalis L. 1,12 Cp 0,06 0,00 0,07 0,03 0,01
Teucrium scorodonia L. 2,86 Cp 0,08 0,02 0,06 0,04 0,01
Stachys grandiflora 12,47 H,p 0,02 0,05 0,00 0,00 0,08 0,02 0,04 0,05 0,02 0,04
(Willd.) Benth.

grau unterlegt: als endopolyploid angesehene Arten; Lebensform: T = Therophyt, H = Hemikryptophyt, G = Geophyt, P = Phanerophyt, C = Chamaephyt; Le-
bensdauer: a = Sommer- und Winterannuelle, b = Bienne, p = Plurienne; Zahlen in schwarz: Zyklus-Werte unterhalb des Grenzwertes von 0,1; * bzw. Primérblatt
bei den Poaceen
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Tab. 4 (Fortsetzung)

Lebens- _ Zyklus-Wert
Ger'l.om- form Bliiten-
Familie Art grofic und Bliiten- Loreine Staub- Frucht- Bliiten- obf:rer obgs Iilig el M Keim-
(20) Lebens- kelch bzw. blatt  knoten stiel Stingel- res res  Blatt- Blatt- Wurzel blatt*
Pel  youer Peri- abschnitt Blatt Blatt ~stiel stiel
gon

Asteraceae  Haplopappus gracilis 2,39 T,a 0,02 0,05 0,05 0,01 0,03 0,00
(Nutt.) A.Gray
Lactuca sativa L. 6,61 T,a 0,02 0,01 0,05 0,05 0,02 0,03 0,03 0,02
Chrysanthemum multicolor 32,55 T,a 0,00 0,01 0,03 0,01 0,01 0,00
Hyl.

Alliaceae Allium ledebourianum 17,46 G,p 0,48 0,49 0,85
Schult. et Schult. f.
Allium cepa L. 33,69 H, p 0,26 0,36 0,48 0,62
Allium ursinum L. 62,08 G,p 0,76 0,67 0,58 0,59 0,97 0,07 0,74 0,94 1,15
Allium ampeloprasum L. 65,48 G,p 0,14 0,21 0,27
s.L.

Liliaceae Fritillaria uva-vulpis Rix 165,82 G,p 0,04 0,00 0,09 0,00

Poaceae Oryza sativa L. ssp. japoni- 1,18 H,p 0,00 0,00 0,00
ca
Zea mays L. 5,92 T,a 0,53 0,20 0,71 0,87
Hordeum vulgare L. 10,27 T, a 0,26 0,18 0,18
Secale cereale L. 16,01 T, a 0,10 0,14 0,17 0,17
Triticum aestivum L. 32,82 T, a 0,05 0,14 0,08 0,13

grau unterlegt: als endopolyploid angesehene Arten; Lebensform: T = Therophyt, H = Hemikryptophyt, G = Geophyt, P = Phanerophyt, C = Chamaephyt; Le-
bensdauer: a = Sommer- und Winterannuelle, b = Bienne, p = Plurienne; Zahlen in schwarz: Zyklus-Werte unterhalb des Grenzwertes von 0,1; * bzw. Primérblatt
bei den Poaceen
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Zyklus-Wert

Abb. 6 Korrelation zwischen GenomgréBe und Endopolyploidisierung auf
der Basis aller ermittelten Werte
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4.2.2 Die Endopolyploidisierung ist in den verschiedenen Familien unterschiedlich

ausgepragt

In Abb. 7 ist die Beziehung zwischen Endopolyploidisierung und Genomgrofe der Arten
getrennt nach Familienzugehdrigkeit dargestellt. AuBler bei den Ranunculaceen, Rosaceen,
Fabaceen und Poaceen sind entweder alle untersuchten Arten einer Familie endopolyploid
oder keine, und zwar unabhéngig von der Genomgrofle. Von den untersuchten Ranuncula-
ceen und Rosaceen weist nur jeweils eine Art Endopolyploidie in geringem Mafle auf (4-
quilegia vulgaris bzw. Duchesnea indica). Von den finf untersuchten Poaceen bildet
lediglich Oryza sativa keine Endopolyploidisierung aus, obwohl sie das kleinste Genom
dieser fiinf Arten besitzt. Der Phanerophyt Sophora japonica ist die einzige analysierte
Fabacee ohne deutliche Endopolyploidisierung. Diese Daten legen eine engen
Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Phylogenese der Arten nahe.

Um die Uberlagerung des Zusammenhangs zwischen GenomgréBe und Endopolyploidi-
sierung durch die phylogenetische Position auszuschlieBen, wurde die Korrelation zwi-
schen Genomgrofe und Endopolyploidie fiir jede Familie einzeln berechnet (Abb. 7). Das
Ergebnis offenbart eine signifikante, negative Korrelation in fiinf Familien. Jedoch war in
einer dieser Familien (Asteraceen) keine und in einer weiteren (Ranunculaceen) nur eine
Art eindeutig endopolyploid, da in beiden Familien verklebte 2C-Kerne oder G2-Kerne
meristematischen Gewebes in betrdchtlichem Malle zu den jeweils sehr kleinen 4C-Peaks
beigetragen haben konnen (siche Abschnitt 4.2.2). Aus diesem Grunde ist fiir beide Fami-
lien die Korrelation zweifelhaft, so dass nur fiir drei der Familien (Brassicaceen, Urtica-
ceen und Solanaceen) tatsdchlich eine negative Korrelation zwischen Genomgréfle und
Endopolyploidie angenommen werden kann. Fiir die Rosaceen ergab der Spearmantest
eine schwache positive Korrelation, da die einzige Art mit (méBiger) Endopolyploidie
(Duchesnea indica) diejenige mit dem groflten Genom ist (siehe dazu auch folgenden Ab-
schnitt 4.2.3). Bei den Fabaceen wird die schwache signifikante, positive Korrelation durch
die kleingenomige, nicht-endopolyploide Sophora japonica hervorgerufen.

Die Ergebnisse der fiinf untersuchten Gymnospermen sind in Abb. 7 in einem Diagramm
zusammengefasst, da in ihnen keine Endopolyploidisierung erkennbar war. Da die einzige
untersuchte Liliacee, Fritillaria uva-vulpis, keine Endopolyploidisierung aufwies, wurde

auf eine Abbildung der Ergebnisse verzichtet.
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Zyklus-Wert

Abb. 7 Endopolyploidie und Korrelation zwischen Endopolyploidisierungsgrad
und Genomgrofe innerhalb der untersuchten Familien

(zweifelhafte Korrelationsfaktoren - sieche Abschnitt 4.2.2 - in Klammern;
fiir Gymnospermen (Pinaceae und Ginkgoaceae) wurde wegen fehlender
Endopolyploidie keine Korrelation berechnet.)
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gestrichelte Linie: Endopolyploidiegrenzwert (Zyklus-Wert < 0,1)
Signifikanzniveau: * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001

Werte in Klammern: durch Endopolyploidisierung unterhalb des Grenzwertes keine tatsichliche Korrelation
Fiir die Liliaceen wurde auf eine Abbildung verzichtet, da die einzige untersuchte Art nicht endopolyploid ist.
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4.2.3 Die Endopolyploidisierung ist in Arten mit verschiedener Lebensform und

Lebensdauer unterschiedlich ausgeprigt

Der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen Vergleich (Dunn-Test) zeigte,
dass sich Arten mit verschiedener Lebensform und Lebensdauer hinsichtlich der Endopoly-
ploidisierung teilweise signifikant unterscheiden (Tab. 5, P<0,05). Keine signifikanten
Unterschiede ergaben sich zwischen Therophyten und winterannuellen und zweijdhrigen
Arten, zwischen Geophyten und mehrjdhrigen Hemikryptophyten sowie zwischen Cha-
maephyten und Phanerophyten. Aufgrund der sehr dhnlichen Endopolyploidisierung ein-
und zweijdhriger Arten wurden diese in Abb. 8 in einem Diagramm zusammengefasst. Die
beiden Chamaephyten Teucrium scorodonia und Hyssopus officinalis wurden mit den Geo-
phyten und mehrjdhrigen Hemikryptophyten den mehrjéhrigen Kriutern in Abb. 8 zuge-
rechnet, von denen einige ebenfalls keine Endopolyploidie zeigten, da sie aufgrund fehlen-
der bzw. schwacher Verholzung nicht mit den Geholzarten zu einer Gruppe zusammenge-
fasst werden konnen.

Von den 26 ein- bis zweijdhrigen Arten erwiesen sich 23 als endopolyploid, wéihrend dies
nur auf 10 der 17 mehrjdhrigen krautigen Arten zutraf. Alle drei nicht-endopolyploiden,
einjahrigen Arten gehdren zu den Asteraceen. Zwei der mehrjdhrigen Hemikryptophyten
(Aquilegia vulgaris, Duchesnea indica) waren nur zu einem sehr geringen Grad endopoly-
ploid. Keine der untersuchten Gehdlzarten zeigte Endopolyploidisierung (Fagaceen, Gym-
nospermen, die zwei Rosaceen Cydonia oblonga und Physocarpus opulifolius und die Fa-
bacee Sophora japonica).

Fiir die ein- bis zweijdhrigen Arten lie sich eine signifikante, negative Korrelation zwi-
schen Endopolyploidisierungsgrad und Genomgroe nachweisen (r=-0,585, P <0,001,
N =984), wihrend der Korrelationskoeffizient fiir die mehrjéhrigen Krauter sowie flir die
untersuchten Phanerophyten nahezu Null und nicht signifikant war (r=- 0,078, N =562
bzw. r= 0,028, N =224).

37



Tab. 5 Endopolyploidisierung in Arten mit unterschiedlicher Lebens-

form und Lebensdauer

Lebensform Lebensdauer Zyklus-Wert Artenzahl Gruppierung*

(Median)
Therophyten® einjahrig 0,58 24 a
Hemikryptophyten®  zweijahrig 0,57 2 a
Hemikryptophyten = mehrjahrig 0,14 10 b
Geophyten mehrjahrig 0,14 5 b
Chamaephyten mehrjihrig 0,04 2 c
Phanerophyten mehrjihrig 0,00 11 c

*verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede an
*einschlieBlich Arabidopsis thaliana
® einschlieBlich Alliaria petiolata
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Abb. 8 Endopolyploidie und Korrelation zwischen Endopolyploidisierungsgrad und
Genomgrofe in Arten mit verschiedener Lebensform und Lebensdauer
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4.2.4  Die verschiedenen Organe weisen unterschiedliche Endopolyploidisie-

rungsgrade auf

Im Durchschnitt wiesen Kotyledonen und Blattstiele den hochsten Endopolyploidisie-
rungsgrad auf (Abb. 9). Untere Blitter und Blattstiele sind in stirkerem Malle endopoly-
ploid als obere. Karpelle sind vermutlich trotz eines Zyklus-Wertes, der bei vielen Arten
oberhalb des Endopolyploidiegrenzwertes liegt, als nicht-endopolyploid anzusehen. Bei
der Untersuchung der Fruchtknoten fast aller Arten zeigten sich hohe 2C- und niedrige 4C-
Peaks. Mit Hilfe des Programms ModFit (Verity Software House) fiir Zellzyklusanalysen
konnte nachgewiesen werden, dass bei der Messung auch Kerne einer S-Phase erfasst wor-
den waren. Die Existenz dieser Kerne weist darauf hin, dass der 4C-Peak mitotisch aktive
G2-Kerne enthélt und daher nicht unbedingt Riickschliisse auf Endopolyploidie in diesen
Organen zuldsst. Bei der Fruchtbildung hingegen findet in Kernen des ehemaligen Frucht-
knotens bei einigen Arten Endoreduplikation statt. Zum Beispiel wurden in den Wénden
reifender Hiilsen (die Samenanlagen waren vor der Préparation entfernt worden) von Vicia
faba und Pisum sativum Kerne oberhalb der 4C-Endopolyploidiestufe gefunden.

Fiir alle Organe aufler den Karpellen lésst sich eine schwache bis méfige negative Korrela-
tion zwischen Genomgrdéf3e und Endopolyploidisierung feststellen, die nur in Petalen, Sta-
mina und Bliitenstielen nicht signifikant ist. Die signifikanten Korrelationskoeffizienten
liegen zwischen -0,426 und -0,244 und sind fiir Blatter, Blattstiele und Sepalen am hochs-
ten (Abb. 9).
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Abb. 9 Endopolyploidie und Korrelation zwischen Endopolyploidisierungsgrad
und GenomgrofBe in den untersuchten Organen der analysierten Arten
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4.2.5 Der Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Familienzugeho-
rigkeit, Organtyp, Lebensform und Lebensdauer sowie Genomgrofie ist un-

terschiedlich eng

Um die Beziehungen der Faktoren ,Familienzugehorigkeit’, ,Lebensform und Lebensdau-
er’, ,Organ’ und ,GenomgroBe’ zur Endopolyploidisierung zu quantifizieren, wurde eine
dreifaktorielle Varianzanalyse mit Kovarianz (ANCOVA) durchgefiihrt. Das Ergebnis be-
stitigt den engen Zusammenhang zwischen Familienzugehorigkeit und Auftreten und
Ausmall der Endopolyploidisierung sowie deren schwachen Zusammenhang mit der Ge-
nomgrofle (Tab. 6). Organ und Lebensform und Lebensdauer weisen einen schwécheren
Zusammenhang mit der Endopolyploidisierung auf als die Familienzugehorigkeit, aber

einen deutlich engeren als die Genomgrdfie.

Tab. 6 Dreifaktorielle Varianzanalyse mit Kovarianz zur Quantifizierung
des Zusammenhangs der Endopolyploidie mit den Faktoren ,Fami-

lienzugehorigkeit’, ,Organ’, ,Genomgrofle’ und ,Lebensform und

Lebensdauer’

Parameter Freiheitsgrade F
Familienzugehorigkeit 15 108,8%**
Organ 11 52,5%%*
Lebensform und Lebensdauer 2 39,6%**
Genomgrofie (Kovarianz) 1 5,8%

Signifikanzniveau: * < 0,05, *** < 0,001

Bei der Beurteilung des Ergebnisses der Varianzanalyse ist zu berlicksichtigen, dass die

getesteten Faktoren nicht unabhdngig voneinander sind:

1. Lebensdauer und Genomgrof3e sind in der Form miteinander verbunden, dass ein-
bis zweijdhrige Arten in der Regel kleinere Genome besitzen als mehrjdhrige (Ben-
nett 1972, Vinogradov 2001).

2. Je ndher Arten miteinander verwandt sind, desto geringer fallen meist die Unter-

schiede in der Genomgrofle aus (Grif 2000), so dass innerhalb jeder der getesteten
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Familien nur ein bestimmter und bei einigen Familien relativ enger Genomgrof3en-
bereich vertreten ist.

3. Die hier erfassten Arten einer Familie weisen meist die gleiche oder eine sehr &hn-
liche Lebensform und Lebensdauer auf. Ausnahmen bilden Urtica urens bei den
Urticaceen, Duchesnea indica bei den Rosaceen, Sophora japonica und Trifolium
repens bei den Fabaceen, Momordica charantia bei den Cucurbitaceen und Oryza

sativa bei den Poaceen.

Durch die Wahl von Arten, die innerhalb einer Familie und einer Lebensform und Lebens-
dauer moglichst unterschiedlich groBBe Genome besitzen, sollte eine Verzerrung oder feh-
lerhafte Tendenz des statistischen Ergebnisses minimiert werden, die sich dadurch ergeben
kann, dass die Genomgrofe nicht vollstindig unabhidngig von den Faktoren Familienzuge-
horigkeit und Lebensform und Lebensdauer der Arten ist.

Die Tatsache, dass ein- und zweijdhrige Arten tendenziell kleinere Genome besitzen als
mehrjdhrige und eine, wenn auch schwache, negative Korrelation zwischen Genomgrof3e
und Endopolyploidisierungsgrad besteht, ldsst die Vermutung zu, dass der enge Zusam-
menhang der Familienzugehorigkeit mit dem Endopolyploidisierungsgrad primér durch die
Lebensform und Lebensdauer verursacht ist. Dieser moglicherweise primédre Zusammen-
hang konnte bei der ANCOVA dadurch iiberdeckt worden sein, dass bei den meisten Fami-
lien durch die hier untersuchten Arten nur eine bestimmte Lebensform und Lebensdauer
vertreten ist. Das Ergebnis wire dann nicht richtig. Falls dies der Fall wire, miisste der
Faktor ,Familie’ bei der statistischen Analyse iiberfliissig sein und das Aussparen dessel-
ben deren Ergebnis nicht wesentlich verdndern. Dies trifft jedoch nicht zu, vielmehr ergibt
eine ANCOVA ohne den Faktor ,Familie’ insgesamt einen F-Wert, der nur noch ungeféhr
halb so groB ist, und dementsprechend eine ca. doppelt so hohe nicht erklirte Restvarianz.
Somit scheint die Familienzugehorigkeit neben der Lebensform und Lebensdauer eine
wichtige Grofle zur Erkldrung der Endopolyploidisierung zu sein. Einige Ausnahmen vom
Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Lebensform und Lebensdauer unter-
stiitzen die Annahme, dass in manchen Arten v. a. die Familienzugehdrigkeit die Auspra-
gung von Endopolyploidisierung bedingt. So sind alle untersuchten Asteraceen einjéhrig,
jedoch im Gegensatz zu den {librigen untersuchten einjahrigen Arten ohne Endopolyploidie.
Die untersuchten Alliaceen hingegen sind mehrjihrig und im Gegensatz zur Mehrheit der
ausdauernden Kriuter endopolyploid. Zudem sind alle drei untersuchten Cucurbitaceen

und Urticaceen endopolyploid, wobei eine Art bzw. zwei Arten der beiden Familien mehr-
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jéhrig sind. Alle der hier untersuchten krautigen Fabaceen weisen Endopolyploidie auf,
also auch die mehrjéhrige Art Trifolium pratense. In all diesen Féllen scheint somit die

Auspriagung der Endopolyploidie unabhéngig von der Lebensform und Lebensdauer eher

ein familienspezifisches Merkmal zu sein.
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5. Diskussion

5.1 Das Basenverhiltnis (AT/GC-Verhiltnis) bei Spermatophyten

Da das Verhiltnis der DAPI-Fluoreszenz zum AT-Anteil der untersuchten DNA nicht ein-
deutig bekannt ist, wurde in dieser Arbeit statt des absoluten AT-Gehalts ein Farbstofffak-
tor fiir die untersuchten Arten bestimmt, der das Verhiltnis der basenspezifischen Fluores-
zenz zweier Arten bezogen auf deren Genomgrofle wiedergibt. Der Vergleich der Farb-
stofffaktoren fiir die basenspezifischen Fluorochrome DAPI und HO mit unterschiedlicher
Bindungsliange fiihrt jedoch zu uneinheitlichen Ergebnissen, die wahrscheinlich in der
nicht zufilligen Basenverteilung der DNA begriindet sind, wie in Abschnitt 5.1.2 gezeigt
wird. Daher ergeben sich Zweifel an der Durchflusszytometrie als verldssliche Methode
zur Analyse des AT/GC-Verhiltnisses der DNA. Diese Zweifel konnen jedoch anhand der

Ergebnisse der HPLC und anhand von Literaturdaten erheblich relativiert werden.

5.1.1 Bei Spermatophyten besteht keine Beziehung zwischen dem Farbstofffaktor
fiir DAPI (FFp,p)) und der Genomgrofle, sondern vielmehr zwischen dem

Farbstofffaktor und der phylogenetischen Position der untersuchten Arten

Das Fehlen einer Beziehung zwischen Genomgrofe und AT/GC-Verhiltnis in Samen-
pflanzen wird durch Ergebnisse an Koniferen (Miksche und Hotta 1973) sowie den Gat-
tungen Pennisetum (Martel et al. 1997) und Hydrangea (Cerbah et al. 2001) bestatigt. Le-
diglich fiir die Gattungen Lathyrus (Ali et al. 2000) und Lactuca in Kombination mit eini-
gen nahe verwandten Arten (Koopman 2002) lieB sich in Ubereinstimmung mit Vinogra-
dovs Annahme eine signifikante, negative Korrelation zwischen Genomgrofle und AT-An-
teil feststellen. Fiir die von Koopman (2002) untersuchten Arten ist sie allerdings sehr
schwach ausgepriagt (r = -0,30) und Ali et al. (2000) haben in lediglich 7 Arten das
AT/GC-Verhiltnis ermittelt. Die von Vinogradov (1994) zwischen GC-Anteil und Genom-
grofe ermittelte positive Korrelation (r = 0,90, P < 0,02) vermindert sich erheblich und
erweist sich als nicht signifikant (r = 0,55, P = 0,26), wenn man zur Berechnung die jiings-
ten und vermutlich genaueren Werte fiir die Genomgrof3e der von Vinogradov betrachteten

Arten (Bennett und Leitch 2001) heranzieht.
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Die Ergebnisse zeigen also, dass in Spermatophyten im wesentlichen keine Beziehung
zwischen der GenomgrofBe und dem AT/GC-Verhéltnis der DNA besteht.

Generell ist der umfangreiche Genomgrofenbereich in Samenpflanzen giinstig, um eine
solche Korrelation zu untersuchen (Abb. 1, Abschnitt 1.1). Dieser Vorteil wird jedoch
durch den verhdltnisméBig engen Bereich moglicher AT/GC-Verhiltnisse relativiert (Abb.
2, Abschnitt 2.2). Der enge Bereich von AT/GC-Verhiltnissen sollte allerdings kein Hin-
dernis darstellen, da fiir Knochenfische (ohne Lungenfische), Amphibien, Reptilien, Vgel
und Sduger mit sehr engen GenomgrofRenbereichen und/oder sehr engen AT/GC-Bereichen
(Abb. 1 bzw. 2) der Nachweis einer Korrelation moglich war (Vinogradov 1998, Bernardi
und Bernardi 1990a). Eine mogliche Ursache fiir die relativ geringen Unterschiede im
AT/GC-Verhiltnis von Arten der Samenpflanzen konnte das geringe entwicklungsge-
schichtliche Alter insbesondere der Angiospermen sein, da anscheinend in einzelnen Ar-
tengruppen die Diversifizierung des AT/GC-Verhiltnisses in Abhéngigkeit von deren phy-
logenetischem Alter unterschiedlich weit vorangeschritten ist (Abb. 10). Entsprechend
ergibt sich fiir die dargestellten Gruppen eine klare Korrelation zwischen entwicklungsge-
schichtlichem Alter und dem Bereich mdglicher AT/GC-Verhiltnisse (r=0,861,
P <0,001, N = 15). Allerdings liegt der FFp,p; der entwicklungsgeschichtlich viel dlteren
Pinaceen nahezu zentral im Bereich moglicher FFp,p-Werte der Spermatophyten (Abb. 4,
Abschnitt 4.1.2), und auch der FFpap; flir Ginkgo biloba ist nur von ungefihr 60% der mitt-
leren FFpup; der hier untersuchten Familien signifikant verschieden (Tab. 2, Abschnitt
4.1.2). Die mittleren FFp,p; der beiden Monokotylenfamilien Alliaceae und Poaceae zeigen
andererseits, dass selbst nahe verwandte Familien der Spermatophyten innerhalb des mog-
lichen Bereichs von AT/GC-Verhiltnissen dieser Organismenabteilung nahezu entgegen-
gesetzte Werte annehmen konnen. Der Vergleich der mittleren FFpap; der librigen Familien
offenbart ebenfalls, dass diese nicht die Phylogenese der Familien widerspiegeln.

Auch unter der Beriicksichtigung des vergleichsweise geringen phylogenetischen Alters
der Angiospermen, das eine umfangreichere Diversifizierung des AT/GC-Verhéltnisses
noch nicht erlaubte, scheint die relativ geringe Spannbreite vertretener AT/GC-Verhilt-
nisse in dieser Unterabteilung der Spermatophyten ein konserviertes und damit evtl. adap-
tives Merkmal zu sein. Obwohl sich die Vorfahren der Ginkgogewéchse, Nadelhdlzer und
Bedecktsamer vermutlich schon vor 390 Mio. Jahren auseinanderentwickelten und die
starke Radiation letzterer erst in der Kreidezeit einsetzte, schlieBt die Spanne der FFpapy
der Bedecktsamer die FFpap—Werte der untersuchten Gymnospermen mit ein (Tab. 2, Ab-

schnitt 4.1.2).
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Abb. 10 Diversifizierung der Basenzusammensetzung wahrend
der biologischen Entwicklungsgeschichte
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Die Arten einer Familie weisen dhnliche AT/GC-Verhéltnisse auf (Tab. 1, Abschnitt 4.1.1
und Tab. 2, Abschnitt 4.1.2). Diese Ahnlichkeit ist zu erwarten unter der Annahme, dass
die unterschiedlichen Genomgroen innerhalb einer Familie im wesentlichen durch Ampli-
fikation von in Arten dieser Familien in sehr dhnlicher Form vorliegenden DNA-Sequen-
zen zustande kommen. Demgegeniiber spiegelt aber das in den untersuchten Familien vor-
herrschende AT/GC-Verhéltnis nicht unbedingt deren phylogenetische Beziehungen zu-
einander wider, wie z. B. die groBe Differenz zwischen den AT/GC-Verhiltnissen von
Alliaceen und Poaceen zeigt. Die Differenzen hinsichtlich des AT/GC-Verhiltnisses haben
sich also unabhdngig von der phylogenetischen Beziehung zwischen den Familien heraus-
gebildet. Vergleichbar mit den Verhéltnissen bei Samenpflanzen ist fiir verschiedene Ord-
nungen der Knochenfische jeweils nur ein begrenzter Bereich der in Knochenfischen er-
mittelten AT/GC-Verhéltnisse zu erkennen, der ebenfalls die phylogenetische Beziehung
dieser Ordnungen nicht widerspiegelt (Bernardi und Bernardi 1990b).
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Die erwédhnten Extrema bei den untersuchten Monokotylen (Alliaceae und Poaceae) sind
evtl. durch ,,molecular drive* zu erkldren (Dover 2002, Vinogradov 1998), durch den ein
gegebenes repetitives Element der DNA innerhalb entwicklungsgeschichtlich kurzer Zeit
einen relativ groBen Anteil DNA repréisentieren und damit deren AT/GC-Verhiltnis ten-
denziell beeinflussen kann. Eine solche Entwicklung ist v. a. in groBgenomigen Arten zu
erwarten, zu denen insbesondere die Alliaceen und teilweise auch die Poaceen (z. B. die
Triticeen) gehdren, da solche einen stirkeren Basenaustausch durch Amplifikationen und
Deletionen aufweisen als kleingenomige Arten (Flavell 1986). Bernardi et al. (1988) ver-
muten, dass der hohe GC-Anteil in Triticeen und in Zea mays eine Anpassung an aride
Gebiete mit extremen Tageshochsttemperaturen darstellt, da er eine hohere Stabilitit der
DNA, RNA und der Proteine gewéhrleistet. Codons fiir hitzestabile Aminosduren wie Ala-
nin und Arginin sind GC-reich, wihrend die fiir hitzelabile Aminosduren wie Serin und
Lysin GC-arm sind (Li und Graur 1991).

Eine mdgliche Ursache fiir die fehlende Korrelation zwischen Genomgrofle und AT/GC-
Verhiltnis in Samenpflanzen konnte in der Polyploidisierung liegen, die in Samenpflanzen
eine weitverbreitete Erscheinung ist und bei der Artbildung eine bedeutende Rolle spielt
(Leitch und Bennett 1997). Polyploidisierungen konnten die Ausbildung der Korrelation
behindern unter der Vorraussetzung, dass von der oftmals auf die Polyploidisierung fol-
genden DNA-Eliminierung (Ozkan et al. 2001) nicht vornehmlich Sequenzen betroffen
sind, die vom durchschnittlichen AT/GC-Verhiltnis abweichen. Bei Knochenfischen stel-
len Ordnungen mit hohem Anteil an polyploiden Arten die extremen Ausnahmen von der
Korrelation dar (Bernardi und Bernardi 1990a). Im Tierreich sind polyploide Arten wesent-
lich seltener als bei Pflanzen. Bei Vogeln und Sdugern sind sie sogar extrem selten, wes-
halb eine Korrelation zwischen Genomgrofe und AT/GC-Verhiltnis bei Tieren moglicher-

weise eher in Erscheinung tritt als bei Pflanzen.

5.1.2 Ursache fiir die uneinheitlichen Ergebnisse aus dem Vergleich des Farbstoff-

faktors fiir DAPI und HO ist die nicht zufillige Basenverteilung im Genom

Die wahrscheinliche Ursache fiir die geringe Ubereinstimmung der Ergebnisse aus dem
Vergleich der Fluoreszenzen nach DNA-Farbung mit HO und DAPI ist die nicht zufillige
Verteilung der Basen in der DNA-Sequenz (Leemann und Ruch 1982). Diese Annahme

findet Bestitigung durch Vergleich der Anzahl von Farbstoffmolekiilen, die von einer
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DNA mit natiirlicher und damit nicht zufdlliger Basenverteilung auf der einen und DNA
gleicher Basenzusammensetzung aber zufilliger Basenverteilung auf der anderen Seite
gebunden wird. Fiir diesen Vergleich wurden den Websites http://www.tigr.org/ und
http://www.pseudomonas.com/ (fiir Pseudomonas aeruginosa) die Sequenzen verschiede-
ner Eu- und Prokaryoten entnommen (Tab. 7). Die gegebene Sequenz einer Art wurde mit
einer mittels Computer generierten Sequenz gleicher Basenzusammensetzung aber zufilli-
ger Basenverteilung hinsichtlich der Anzahl von Farbstoffmolekiilen verglichen, die ge-
bunden werden kdnnen (Tab. 7, Abb. 11). Die jeweilige Anzahl gebundener Farbstoffmo-
lekiile wurde ebenfalls durch ein Computerprogramm ermittelt. Hierbei wurden drei bzw.
vier aufeinanderfolgende AT-Basen fiir die Bindung eines DAPI- und fiinf fiir die Bindung
eines HO-Molekiils zugrunde gelegt (Bindungslénge).

Tab. 7 und Abb. 11 offenbaren fiir einige Arten in beiden Richtungen grofle Unterschiede
zwischen zufilliger und natiirlicher Basensequenz in der Anzahl der an der Farbstoff-
bindung beteiligten AT-Basen. Die grof3ten Differenzen ergeben sich bei den untersuchten
Sequenzen in der einen Richtung mit 11,8% des gesamten Basengehalts fiir die Bindungs-
lange 3, fiir die Bindungslédnge 4 waren es 11,6% und 9,9% fiir die Bindungslange 5 (alle
Werte fir Haemophilus influenzae). In der anderen Richtung betragen die Differenzen
maximal -3,7%, -3,6% bzw. -3,0% (fiir Thermotoga maritima). Bei Eukaryoten féllt im
Durchschnitt die Abweichung zwischen natiirlicher und zufilliger Sequenz in der Anzahl
gebundener Farbstoffmolekiile etwas geringer aus als bei Prokaryoten. Dieser Unterschied
ist allerdings nicht signifikant. Grund fiir den Unterschied diirfte der grole Anteil nicht-
kodierender DNA im Eukaryotengenom sein. In nicht-kodierender DNA ergibt sich ver-
mutlich eher eine zufillige Basenverteilung als in kodierender, da in ihr wahrscheinlich
keine sequenzabhingige Funktion besteht. Interessant ist auch die unterschiedliche Diffe-
renz zwischen natiirlicher und zufélliger Sequenz im Anteil farbstoffbindender Basen fiir
einzelne Chromosomen, vermutlich verursacht durch chromosomenspezifische repetitive
Elemente (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). So zeigt sich bei Chromosom II von
Arabidopsis thaliana fiir die Bindungslédnge 5 lediglich eine Abweichung von -1,3%, wéh-
rend sie fiir Chromosom IV -6,9% betrigt. Fiir das gesamte Genom wiederum ergibt sich
eine Abweichung von -1,5% durch sich im wesentlichen anscheinend authebende gegen-
laufige Tendenzen in den einzelnen Chromosomen. Da sich letztlich aber auch in Pflanzen
die nicht zufillige Basensequenz auf die basenspezifische Fluoreszenzintensitit auswirkt
(Tab. 7), ist die Ermittelung der genauen Bindungsliange von DAPI durch einen Vergleich

der Fluoreszenzintensitidten von DAPI und HO nicht méglich.
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Abb. 11 Unterschiede zwischen natiirlicher und zufilliger
Basensequenz im Anteil farbstoffbindender Basen
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Tab. 7 Die unterschiedliche Fluoreszenzintensitét bei zufélliger und tatsdchlicher

Basensequenz

Anteil der farbstoffbindenden Ba-
Sequenz- angenommene  sen am Gesamtbasengehalt (%)

Art lange  Fluorochrom- Ir)eli(:
(Mbp)  bindungslidnge bei natiirlicher bei zufdlliger
Basensequenz Basensequenz
3 28,6 28,5 0,1
Oryza sativa 360,86 4 21,1 19,6 1,5
5 15,3 13,1 2,2
Arabidopsi 3 36,9 38,4 -1,5
FAPIaopsIS 116,35 4 27,5 29,1 1,6
thaliana
5 20,2 21,7 -1,5
hil 3 31,7 30,1 1,6
Drosophila 121,55 4 24,1 21,0 3,1
melanogaster
5 17,7 14,4 33
c b 3 39,2 39,1 0,1
ACNOTRADAL™ g5 45 4 31,2 29,8 1,4
tis elegans
5 24,6 22,3 2,3
Srech 3 343 35,3 -1,0
accharomy- 12,07 4 25.4 26,0 0,6
ces cerevisiae
5 18,2 18,8 -0,6
Schizosaccha- 3 37,9 38,3 -0,4
romyces pom- 13,06 4 28.8 28,9 -0,1
be 5 21,3 21,6 0,3
Areh - 3 214 22,9 -1,5
renacogioots 5 18 4 14,0 14,6 0,6
fulgidus
5 8,8 9,1 -0,3
B i 3 499 49,8 0,1
orrelia
burgdorferi 1,52 4 42.6 40,9 1,7
5 35,7 333 2.4
. Ji 3 31,1 32,3 -1,2
amyadia 1,23 4 222 23,1 0,9
pneumoniae
5 15,4 16,2 -0,8
e 3 32,2 32,7 -0,5
amyaia 1,08 4 23,4 23,5 0,1
trachomatis
5 16,1 16,6 -0,5
Dei 3 7,7 3,7 4,0
etnococcits 3,28 4 3.4 1,2 22
radiodurans
5 1,4 0,4 1,0
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Fortsetzung Tab. 7

Anteil der farbstoffbindenden

Squenz  angenommene Basen am Gesamtbasengehalt (%) .
N Diffe-
Art -linge ~ Fluorochrom- renz*
(Mbp)  bindungsldnge bei natiirlicher bei zufilliger
Basensequenz Basensequenz
Escherichi 3 22,4 20,6 1,8
scherichia 4,64 4 15.4 12,7 2.7
coli
5 10,4 7,5 2,9
e 3 35,5 23,7 11,8
ACmOpHITts 1,83 4 26,2 14,6 11,6
influenzae
5 19,0 9,1 9,9
Helicob 3 38,2 34,5 3,7
clicobacter 1,67 4 29.4 252 42
pylori
5 22,6 18,1 4,5
Voth 3 45,1 45,1 0,0
cthanococ- 74 4 36,8 35,9 0,9
cus jannaschii
5 30,0 28,3 1,7
Mycobacteri- 3 6,9 8,3 -14
um tuberculo- 4,40 4 3,1 3,7 -0,6
Sis 5 1,1 1,6 -0,5
v ; 3 429 445 -1,6
yeoprasma 0,58 4 34,1 35,3 1,2
genitalium
5 26,3 27,7 -14
o 3 24,0 19,9 4,1
Neisseria 2,27 4 16,2 12,0 42
meningitidis
5 10,7 7,1 3,6
Peoud 3 5,1 7,8 -2,7
seudomonas 6,26 4 2,5 34 -0,9
aeruginosa
5 1,0 1,4 0,4
g ; . 3 26,9 23,9 3,0
S;”ec ocystis 3,57 4 18,8 15,4 3.4
' 5 13,6 9,7 3,9
- 3 21,8 25,5 -3,7
ermotoga 1,86 4 13,2 16,8 3,6
maritima
5 7,9 10,9 -3,0
bri h 3 24,4 24,1 0,3
Vibrio - cho- 4,03 4 16,0 15,6 04
lerae
5 10,4 9,9 0,5

* Die Unterschiede sind in fast allen Fallen hochsignifikant (P < 0,001); nur bei
Borrelia burgdorferi und Methanococcus jannaschii sind sie fiir n = 3 und bei

Chlamydia trachomatis fiir n = 4 nicht signifkant
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5.1.3  Die Durchflusszytometrie stellt trotz des Einflusses der nicht zufilligen
Basenverteilung auf die Fluoreszenzintensitiit basenspezifischer Farbstoffe

eine verlassliche Methode zur Ermittelung des AT/GC-Verhiltnisses dar

Der geschilderte Einfluss der nicht zufilligen Basenverteilung im Genom auf die Anzahl
gebundener basenspezifischer Farbstoffmolekiile ldsst Zweifel an der Durchflusszytome-
trie als exakter Methode zur Bestimmung des AT/GC-Verhiltnisses autkommen. Die Er-
gebnisse der HPLC zeigen allerdings, dass der FFpsp; das AT/GC-Verhiltnis recht gut
widerspiegelt (r = 0,83, P<0,001, N = 15). Auch mit den von Ingle et al. (1973) angegebe-
nen Schwebedichten ergibt sich ein guter Zusammenhang (r = 0,90, P<0,001, N = 14). Die
Umrechnung des FFpup; in prozentuale AT-Anteile (Gleichung (6) mit n = 4, Abschnitt
3.2.3.2) fiihrt ebenfalls zu Werten, die nur bedingt von bei Shapiro (1976) angefiihrten
zusétzlich der Sequenzdaten fiir Arabidopsis thaliana und Oryza sativa abweichen
(r=0,58, P<0,05, N =18, Tab. 8). Die bei Shapiro (1976) aufgefiihrten Werte stellen Er-
gebnisse verschiedener Autoren dar und wurden mit verschiedenen Methoden ermittelt
(Papierchromatografie, Schmelzpunktbestimmung, Ultrazentrifugation). Daher unterschei-
den sie sich fiir einige Arten um bis zu drei bis vier Prozent voneinander. Da zur Berech-
nung der Korrelation die Mittelwerte herangezogen wurden, ist diese relativ gering. Das
von Salinas et al. (1988) mittels Dichtegradientenzentrifugation bestimmte AT/GC-Ver-
hiltnis in Oryza sativa weicht mit 55% AT stirker als der hier durchflusszytometrisch er-
mittelte (57,0% AT) vom Sequenzwert von 56,8% (Goff et al. 2002) ab.

Demnach gibt der FFpap; trotz des relativ engen AT/GC-Bereichs in Spermatophyten im
wesentlichen sinnvolle Grofenverhdltnisse zwischen den getesteten Arten wieder, ohne
dass die Durchflusszytometrie allerdings zur exakten Ermittelung des AT/GC-Verhilt-

nisses in Pflanzen geeignet wire.
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Tab. 8 FFpaprund die daraus berechneten AT-Anteile, sowie AT-Angaben nach Shapi-

ro (1976) und gemiB Sequenzierung® und Schwebedichte”

AT-Anteil (%) AT-Anteil
. %
berechnet aus nach Shapiro Sc.hwek;e ber(eclznet
Art FFpapi (1976) bzw. dichte
FFpapr nach gemif Se- e /Cm3] aus der
Gleichung (6) . Schwebe-
quenzierung dichte®

Ginkgo biloba 1,20 65,3 65,1
Pinus sylvestris 0,97 60,9 60,6
Atriplex rosea 1,00 61,5 65,0
Beta vulgaris 1,06 62,7 58,8 1,693 66,3
Spinacia oleracea 0,99 61,3 62,5 1,695 64,3
Phaseolus vulgaris 1,05 62,5 59,2 1,693 66,3
Pisum sativum 1,00 61,5 58,2 1,695 64,3
Trifolium pratense 1,17 64,8 58,7
Vicia faba 1,02 61,9 1,694 65,3
Arabidopsis thaliana 0,97 60,9 64,0°
Raphanus sativus 0,97 60,9 1,700 59,2
Cucumis sativus 1,06 62,7 57,8 1,696 63,3
Cucurbita pepo 0,99 61,3 58,4 1,697 62,2
Nicotiana tabacum 1,02 61,9 60,1 1,697 62,2
Allium cepa 1,20 65,3 63,2 1,691 68,4
Hordeum vulgare 0,72 55,3 58,2 1,701 58,2
Oryza sativa 0,79 57,0 56,8?
Secale cereale 0,72 55,4 54,2 1,702 57,1
Triticum aestivum 0,67 54,1 54,9 1,703 56,1
Zea mays 0,62 52,8 52,9 1,701 58,2

* Arabidopsis thaliana: The Arabidopsis Genome Initiative (2000);
Oryza sativa: Goff et al. (2002)

®Ingle et al. (1973)

¢ Berechnung gemal folgender Beziechung: Mol(%) GC = [(Schwebedichte-1,66)/0,098] 100
(Schildkraut et al. 1962) ohne Beriicksichtigung von Basenmodifikationen
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5.2 Endopolyploidie bei Spermatophyten

Die von Nagl (1976) postulierte negative Korrelation zwischen Endopolyploidisierung und
GenomgrofBe kann in Pflanzen nicht als allgemeine Erscheinung angesehen werden. Die
Endopolyploidiewerte fiir verschiedene Organe von 54 Pflanzenarten offenbaren vielmehr,
dass vornehmlich eine Beziehung zwischen Endopolyploidisierung und phylogenetischer
Stellung der untersuchten Arten besteht (Tab. 4; Abschnitt 4.2.1, Abb. 7, Abschnitt 4.2.2).
In einigen taxonomischen Gruppen weisen viele Arten stark endopolyploide Gewebe auf,
wihrend in anderen Gruppen fiir keine der untersuchten Arten eine Endopolyploidisierung
nachgewiesen werden kann. Eine eindeutige negative Korrelation zwischen Endopolyploi-
disierung und Genomgrdfe ergab sich nur in drei der 16 untersuchten Familien.

Die Endopolyploidisierung ist innerhalb einer Art in einigen Organen deutlich hoher als in
anderen. Eine nach Organen getrennte Auswertung der Daten ergibt auller fiir Karpelle
eine negative Korrelation zwischen Endopolyploidisierung und Genomgrofle.

Zudem lisst sich ein Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Lebensform
und Lebensdauer der einzelnen Arten herstellen. Endopolyploidisierung findet sich regel-
méBig in ein- und zweijdhrigen sowie in einigen mehrjdhrigen krautigen Arten, scheint
hingegen in Gehdlzen vollstindig zu fehlen. Innerhalb der ein- und zweijdhrigen Arten
zeigt sich eine signifikante, negative Korrelation zwischen Genomgrofle und Endopoly-

ploidie.

5.2.1 Das Auftreten der Endopolyploidie in Spermatophyten ist genetisch be-

stimmt

Der bereits von Tschermak-Woess (1956), D’ Amato (1964), Nagl (1976) und Olszewska
und Osiecka (1982) angenommene und in dieser Arbeit nachgewiesene enge Zusammen-
hang zwischen Endopolyploidisierung und phylogenetischer Stellung legt eine genetische
Determinierung der Fahigkeit zur Endopolyploidisierung nahe. Diese Annahme wird besta-
tigt durch die Endopolyploidisierung in di- und tetraploiden Akzessionen von Solanum
tuberosum (Pijnacker et al. 1989), Zea mays (Biradar et al. 1993), Lycopersicon esculen-
tum (Smulders et al. 1994), Portulaca grandiflora (Mishiba und Mii 2000) und einer tetra-
ploiden Linie des Cap Verde-Okotyps von Arabidopsis thaliana (Gendreau et al. 1998).

Diploide und tetraploide Akzessionen einer Art zeigten gleiche Endopolyploidisierungs-
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muster, d. h. die gleiche Anzahl von Endopolyploidiestufen mit jeweils ungefihr gleichen
Anteilen an Zellkernen. Die tetraploiden Akzessionen von Zea mays, Lycopersicon escu-
lentum und Portulaca grandiflora wiesen allerdings geringfiigig weniger Kerne der héhe-
ren Ploidiestufen auf als die diploiden. Die F1-Generation aus der Kreuzung zweier Zea
mays-Linien mit unterschiedlicher Endopolyploidisierung der Blattepidermis zeigten in
dieser eine intermedidre Endopolyploidisierung (Cavallini et al. 1997). Im Endosperm sind
die Ergebnisse aus Kreuzungen nicht eindeutig, da die genetische Vererbung durch starke
maternale Effekte iiberdeckt wird (z. B. Lemontey et al. 2000).

Trotz der genetischen Fixierung der Endopolyploidie und der daraus resultierenden Ahn-
lichkeiten innerhalb der Familien kénnen sich zu einer Klasse gehorende Familien hin-
sichtlich der Endopolyploidisierung vollkommen gegensitzlich verhalten, so z. B. Solana-
ceae und Lamiaceae, Fagaceae und Cucurbitaceae sowie Rosaceae und Fabaceae.

Je ndher Arten miteinander verwandt sind, desto wahrscheinlicher ist es, dass sie eine dhn-
liche Endopolyploidisierung aufweisen. So gehort die einzige in dieser Arbeit untersuchte
Fabaceen-Art ohne Endopolyploidisierung, Sophora japonica, zu dem relativ urspriingli-
chen, vor allem aus tropischen und subtropischen Gehdlzen bestehenden Tribus Sophoreae,
wihrend die iibrigen untersuchten und endopolyploiden Fabaceen-Arten den Triben Vicie-
ae, Trifolieae und Phaseoleae mit vorwiegend krautigen Arten der temperaten Zone ange-
horen. Innerhalb der untersuchten Poaceen gehdren die drei Arten mit sehr &hnlicher Endo-
polyploidisierung hinsichtlich deren Ausprigung und Muster, Triticum aestivum, Secale
cereale und Hordeum vulgare, den Pooideae an, wihrend Zea mays und Oryza sativa zwei
anderen Unterfamilien zugerechnet werden und eine deutlich hohere bzw. keine Endopoly-
ploidisierung aufweisen.

Unter der Annahme, dass die Endopolyploidisierung hinsichtlich Auftreten und Auspra-
gung genetisch determiniert ist, ist es verstindlich, dass die Endopolyploidisierung nahe
verwandter Arten und somit in der Regel in Arten einer Familie dhnlich ist. Ein phylogene-
tischer Zusammenhang zwischen den Familien hinsichtlich der in deren Arten vorherr-
schenden Endopolyploidisierung besteht aber nicht.

Die Annahme einer im wesentlichen familienspezifischen Auspriagung der Endopolyploi-
disierung wird durch weitere eigene durchflusszytometrische Daten von Arten gestiitzt,
deren Endopolyploidisierung lediglich wéhrend der Genomgréf8enmessung erfasst und
daher nicht eingehender untersucht wurde. So zeigten die oberen Blitter von fiinf Lamia-
ceen (Glecoma hederacea L., Lamium purpureum L., Ocimum basilicum L., Galeobdolon

luteum Huds. und Betonica officinalis L.), einer Asteracee (Bellis perennis L.), zwei Ra-
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nunculaceen (Ranunculus ficaria L., Caltha palustris L.) und zwei Rosaceen (Potentilla
reptans L., Fragaria viridis [Duchesne] Weston) keine Endopolyploidisierung. Dies ent-
sprach aufgrund der Endopolyploidiedaten von Arten dieser Familien (Tab. 4, Abschnitt
4.2.1, und Abb. 7, Abschnitt 4.2.2) den Erwartungen. Blétter von zehn Brassicaceen (fiinf
Arabidopsis-Arten ungerechnet A. thaliana, deren Endopolyploidisierung bereits in Tab. 4
aufgefiihrt ist, Teesdalia nudicaulis [L.] R. Br., T. coronopifolia [J. P. Bergeret] Thell.,
Cardamine amara L., Capsella rubella Reuter, Erysimum pulchellum J. Gray) und Allium
scorodoprasum L. (Alliaceae) wiesen Endopolyploidie auf, was mit den Ergebnissen in
Tab. 4 und Abb. 7 zu diesen zwei Familien iibereinstimmt.

Allerdings verdeutlichen zwei Arten, dass es auch Ausnahmen von der vornehmlichen
Tendenz einer Familie hinsichtlich der Endopolyploidisierung geben kann. So konnte in
oberen Blittern der Brassicacee Erysimum helveticum Jacq. entgegen der Erwartung keine
Endopolyploidie nachgewiesen werden, wohingegen obere Blitter der Rosacee Fragaria

vesca L. zumindest geringfiigig endopolyploid waren.

5.2.2 Die Endopolyploidie ist in den verschiedenen Organen endopolyploider

Arten unterschiedlich stark ausgeprigt

Der unterschiedliche Endopolyploidisierungsgrad der verschiedenen Organe, der von eini-
gen Autoren beschrieben wurde (De Rocher et al. 1990, Galbraith et al. 1991, Gilissen et
al. 1993, Smulders et al. 1994), wird durch die Messergebnisse bestétigt. Weiterhin scheint
auch das unterschiedliche Ausmal} der Endopolyploidisierung in verschiedenen Organen
des gleichen Typs in Arabidopsis thaliana, ndmlich die stiarkere Endopolyploidisierung der
unteren Blattstiele und Blétter im Vergleich zu den oberen (Galbraith et al. 1991), eine
allgemeine Erscheinung in Angiospermen zu sein (Abb. 9, Abschnitt 4.2.4). Diese Diffe-
renzen sind nicht durch das unterschiedliche Alter der Organe zu erkldren, sondern sind
durch die Position an der Sprossachse bedingt und damit anscheinend genetisch fixiert. Die
genetische Fixierung dieser unterschiedlichen Endopolyploidisierungsgrade ist anzuneh-
men, da nur ausgewachsene Organe untersucht wurden, in denen keine weitere Endopoly-
ploidisierung zu erwarten ist (De Rocher et al. 1990, Gilissen et al. 1993). Eine fortschrei-
tende Endopolyploidisierung in ausgewachsenen Organen wire aufgrund der positiven
Korrelation zwischen dem DNA-Gehalt des Zellkerns und dem Zellvolumen ohnehin un-

wahrscheinlich (Bradley 1954, v. Witsch 1955, Melaragno et al. 1993).
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Die Endopolyploidisierung in Bliitenorganen ist nicht ausgeschlossen, um die Entstehung
polyploider Gameten zu verhindern, wie Galbraith et al. (1991) annahmen. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Galbraith et al. (1991) an Arabidopsis thaliana-Bliitenknospen
weisen die hier von A. thaliana und anderen endopolyploiden Arten untersuchten ausdiffe-

renzierten Bliitenorgane (auBBer den Karpellen) Endopolyploidie auf.

5.2.3 Ursache der negativen Korrelation zwischen Endopolyploidisierungsgrad
und Genomgrofie ist der Zusammenhang zwischen der Lebensform und Le-
bensdauer und der Genomgrofie sowie die Proportionalitit zwischen dem

DNA-Gehalt des Zellkerns und dem Zellvolumen

Der Ausgleich eines kleinen Genoms durch Endopolyploidisierung zur Gewahrleistung
metabolischer, synthetischer oder regulatorischer Zellfunktionen (Nagl 1976) ist aufgrund
der Proportionalitit von DNA-Gehalt des Zellkerns und Zellvolumen in endopolyploiden
Zellen sehr unwahrscheinlich. Dieses Verhiltnis zwischen Zellvolumen eines Zelltyps ei-
ner Art und DNA-Gehalt wurde an endopolyploiden Markzellen von Nicotiana tomentosa
mit Ploidiestufen zwischen 4C und 16C (Bradley 1954) und an Blatt- und Sténgelepider-
miszellen von Arabidopsis thaliana mit Ploidiestufen zwischen 2C und 16C bzw. 2C und
8C nachgewiesen (Melaragno et al. 1993). Die GroB3e der Arabidopsis thaliana-Trichome
variiert in Abhéngigkeit von der Ploidiestufe ebenso wie die Anzahl ihrer Zweige (Hiils-
kamp et al. 1994). Die Expression des CDK-Inhibitors ICK1/KRP1 in Arabidopsis thalia-
na-Trichomen fiihrt zu geringerer Endopolyploidisierung und kleineren Trichomen
(Schnittger et al. 2002). Weiterhin hat in Medicago truncatula eine verminderte Transkrip-
tion des am Wechsel vom Zellzyklus zur Endoreduplikation beteiligten Gens ccs52 eine
geringere Endopolyploidisierung und Zellgrofe in Wurzeln, Kotyledonen, Blattstielen und
Hypokotylen zur Folge (Kondorosi et al. 2000).

Andererseits fanden aber Beemster et al. (2002) beim Vergleich des mittleren Endopoly-
ploidisierungsgrades und der mittleren Grofle ausgewachsener Wurzelkortexzellen in 18
verschiedenen Okotypen von Arabidopsis thaliana selbst innerhalb einer Art variierende
Verhiltnisse zwischen ZellgroBe und Ploidiestufe. Zudem weisen Arabidopsis thaliana-
Pflanzen, bei denen durch Uberexpression des CDK-Inhibitors KRP2 Zellteilung und En-
doreduplikation gehemmt sind, trotz eines etwas geringeren Endopolyploidisierungsgrades

im Durchschnitt groBere Zellen als der Wildtyp auf (De Veylder et al. 2001). Auf dhnliche
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Weise fiihrte die Uberexpression des Arabidopsis thaliana-Zellzyklusregulatorgens Cdc2a
in Tabakbldttern zu einer geringeren Anzahl vergréBerter Zellen, wéihrend sich die mittlere
Endopolyploidisierung nicht von der des Wildtyps unterschied (Hemerly et al. 1995). Die
Ursache dieser Erscheinungen ist sicherlich, dass primir eine enge Beziehung zwischen
dem DNA-Gehalt des Zellkerns und dem Zytoplasmavolumen besteht und erst sekundér
zwischen DNA-Gehalt und Zellvolumen. Durch den betrdchtlichen Anteil der Vakuole am
Zellvolumen kann dieses ndmlich in verschiedenen Zelltypen, Geweben, Organen, Wildty-
pen und Mutanten erheblich variieren, ohne dass das Verhiltnis von DNA-Gehalt zu Zyto-
plasmamenge davon betroffen wire. Auf dieses Problem hatte bereits Tschermak-Woess
(1956) hingewiesen. Dementsprechend lésst sich fiir die nicht vakuolisierten Meristemzel-
len von Angiospermen eine sehr enge Beziehung zwischen DNA-Gehalt und Zellvolumen
nachweisen (Messwerte zur Zellfliche von Strasburger 1893 in Kombination mit 2C-Wer-
ten bei Bennet und Leitch 2001, Price et al. 1973). Innerhalb der Gattung Scilla ist diese
Beziehung fiir Meristemzellen wesentlich enger als fiir ausdifferenzierte vakuolisierte Zel-
len (Greilhuber 1995). Daher fiigen sich vermutlich auch auf die von Beemster et al.
(2002), De Veylder et al. (2001) und Hemerly et al. (1995) untersuchten Okotypen und
Mutanten in die Korrelation zwischen DNA-Gehalt und Zytoplasmavolumen ein und wei-
chen lediglich von der Korrelation des DNA-Gehalts mit dem Zellvolumen ab. Unter der
Annahme, dass das Verhiltnis zwischen DNA-Gehalt des Zellkerns, Zytoplasmavolumen
und Zellvolumen innerhalb eines Zelltyps der einzelnen Okotypen und Mutanten jedoch
immer gleich ist, wiirde sich auch bei diesen die Korrelation zwischen DNA-Gehalt und
Zellvolumen fiir die einzelnen Endopolyploidiestufen bewahrheiten. Aufgrund dieser
Vermutung und der verschiedentlich nachgewiesenen Korrelation zwischen DNA-Gehalt
und Zellvolumen in Meristemzellen und endopolyploiden Zellen von Spermatophyten wird
diese Korrelation im folgenden als im allgemeinen zutreffend angesehen.

Endopolyploidisierung bewirkt eine Modulation der Genomgrof3e auf der Ebene somati-
scher Zellen. Daher mag eine Betrachtung der nukleotypischen Effekte, d. h. der Effekte,
die die DNA eines Zellkerns unabhéngig von kodierenden Sequenzen einzig aufgrund ihrer
Menge v. a. auf Ontogenese und Phénologie einer Art ausiibt (Bennett 1972, Grime und
Mowforth 1982, Grime et al. 1985), zum Verstindnis der Funktion der Endopolyploidie
beitragen. Grofle bzw. kleine Genome scheinen aufgrund der nukleotypischen Effekte fiir

unterschiedliche Lebensstrategien von Vorteil zu sein.
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1. Vorteile eines kleinen Genoms

Ein- und zweijdhrige Pflanzenarten besitzen vornehmlich kleine Genome (Bennett
1972, Vinogradov 2001). Dementsprechend weisen kleingenomige Arten in der Regel
kurze Generationszeiten auf. Diese kurzen Generationszeiten sind anscheinend eine
Folge hoherer Zellzyklusraten kleingenomiger Arten (Bennett 1972, Evans et al. 1972,
Price und Bachmann 1976, Vinogradov 1999), durch die unter giinstigen Bedingungen,
z. B. ausreichend hohen Temperaturen, aufgrund quasi-exponentieller Zellteilung und
darauffolgender Zellstreckung kleingenomige Arten héhere Wachstumsraten erreichen
als groflgenomige. Zusitzlich wird in kleingenomigen Arten eine ziigige generative

Vermehrung durch kiirzere Meiose- und Pollenreifungszeiten gefordert (Bennett 1972).

2. Vorteile eines groBen Genoms

Pflanzenarten hoherer Breiten besitzen im Durchschnitt ein grofleres Genom (Levin und
Funderburg 1979, Bennett 1976). Ursache hierfiir ist vermutlich die unterschiedliche
Wirkung niedriger Temperaturen auf Zellteilung und Zellstreckung, denn im Gegensatz
zur Zellstreckung ist die Zellteilung bei geringen Temperaturen oft gehemmt. Voraus-
setzung dafiir, dass eine der mdglichen Funktionen eines groBen Genoms in der ausgie-
bigen Zellstreckung liegt, ist die erwidhnte positive Korrelation zwischen Genomgrofe
und Zellvolumen (Price et al. 1973, Greilhuber 1995). Nur wenn dieses Verhéltnis zu-
trifft, geht mit einem hohen DNA-Gehalt auch ein grofes Volumen einher, und nur
dann wird durch ausgiebige Zellstreckung relativ weniger Zellen ein erhebliches
Wachstum erzielt.

Grime und Mowforth (1982) konnten fiir die britische Flora zeigen, dass Pflanzenarten,
deren Hauptwachstumsraten auf das Friihjahr beschriankt sind, durchschnittlich groBere
Genome besitzen als sich spdter entwickelnde Arten. Innerhalb einer Griinlandgesell-
schaft Sheffields wiesen relativ groBgenomige Arten bis Mai eine hohere Wachstumsra-
te auf als Arten mit kleinerem Genom (Grime et al. 1985), wiahrend im Juni kein Unter-
schied mehr zwischen den beiden Gruppen festzustellen war. Die Autoren vermuten,
dass sich das im Friihjahr ermittelte Verhédltnis der Wachstumsraten kleingenomiger ge-
geniiber dem grofgenomiger Arten im Hochsommer bei hoheren Temperaturen umkehrt
aufgrund der hoheren Zellzyklusraten kleingenomiger Arten. Fiir die Gattung A/lium
wurde eine negative Korrelation zwischen Genomgréfe und Bliihtermin festgestellt
(grofigenomige Arten blithen friiher als kleingenomige; Labani und Elkington 1987), die
nach Baranyi und Greilhuber (1999) allerdings nur fiir diploide Arten signifikant ist.
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Ohri und Pistrick (2001) konnten anhand von 75 Allium-Arten diese Korrelation nicht
bestitigen. Sie ermittelten einen sehr kleinen, nicht signifikanten Korrelationsfaktor
(r=-0,15, P=0,21). Allerdings ist mehr als ein Viertel der von Thnen einbezogenen Ar-
ten polyploid. Zudem haben sie aufgrund der hohen Artenzahl ein im Vergleich zu den
anderen Autoren hinsichtlich der 6kologischen Anpassung sehr inhomogenes Pflan-
zenmaterial untersucht. Neben europdischen und nordamerikanischen dehnte sich ihre
Untersuchung auch auf ostasiatische Arten aus, u. a. auf solche, deren Hauptverbrei-
tungsgebiet der West-Himalaya und Siidwest-China sind oder die dstliche Transbaikal-
region, die Ost-Mongolei und Nord-China, also Lebensrdume mit teilweise extremen
Bedingungen. Die Bliihzeitraume hingegen wurden alle in Sachsen-Anhalt bestimmt. Es
ist jedoch denkbar, dass die verschiedenen Arten aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen
okologischen Anpassung an ein und demselben Standort duBlerst unabhéngig von der
Genomgrofle auf den selben Umweltreiz sehr verschieden mit Wachstum und Bliihter-
min reagieren. Flir 28 Arten der Gattung Scilla (davon 24 diploid) lieB sich keine Be-
ziehung zwischen Genomgrofle und Blithtermin nachweisen (Greilhuber 1995). Brand-
ham und West (1993) konnten an 12 Tulipa-, 13 Hyacinthus und 16 Narcissus-
Akzessionen zeigen, dass zumindest einige nicht ndher verwandte, aber an sehr dhnliche
Okologische Nischen angepasste Arten eine dhnliche Genomgrofle besitzen, die sich
wihrend der Evolution anscheinend als vorteilhaft erwiesen hat. In diesem Fall handelt
es sich um grole Genome, die bei den wiahrend der Hauptwachstumsphase der drei Gat-
tungen vorherrschenden niedrigen Temperaturen durch umfangreiche Zellstreckung ein
wirkungsvolles Wachstum mit einem geringen Zellbestand ermdglichen. Das ist vor-
teilhaft, da wie erwihnt die Zellteilung anders als die Zellstreckung bei niedrigen Tem-

peraturen gehemmt ist.

Endopolyploide Arten kombinieren vermutlich die geschilderten Vorteile kleiner und gro-

Ber Genome, um sich schneller entwickeln zu konnen. In endopolyploiden Arten folgt auf

das Zellteilungswachstum ein erhebliches Streckungswachstum, das durch Endopolyploi-

disierung ermdglicht wird und das Wachstum der Pflanze beschleunigt. Bei geringen Tem-

peraturen diirften kleingenomige endopolyploide Arten die gleiche Wachstumsgeschwin-

digkeit erreichen wie grogenomige ohne Endopolyploidisierung, da ihre Zellen durch

Endopolyploidie im Durchschnitt die gleiche GroBe erlangen konnen. Bei fiir die Zelltei-

lung optimalen Temperaturen diirften sie sogar schneller wachsen, da ein schnelleres Tei-

lungswachstum von starkem Streckungswachstum gefolgt ist. Diese Hypothese bedarf
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noch der Priifung durch Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeit endopolyploider und
nicht-endopolyploider Arten verschiedener Genomgrof3en bei unterschiedlichen Tempera-
turen.

Die schnellere ontogenetische Entwicklung endopolyploider Arten gegeniiber nicht-endo-
polyploiden vergleichbarer Genomgrofle wird unterstiitzt durch einen geringeren Bedarf an
Zellwandmaterial aufgrund groferer Zellen (Barlow 1978), das Entfallen der Spindelbil-
dung, der Chromosomenkondensation und —dekondensation und des Kernhiillenabbaus
und -wiederaufbaus sowie moglicherweise durch die Aufrechterhaltung der Transkription
wiahrend der Endoreduplikation (Nagl 1978). Zudem ist in diesen Arten die Generations-
zeit vermutlich durch eine schnellere Meiose und Pollenreifung verkiirzt (Bennett 1972).
Ein Nachweis der Bedeutung der Endopolyploidisierung fiir hohe Wachstumsraten ist die
unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeit des Hypokotyls im Dunkeln bzw. bei Licht
herangezogener Keimlinge einiger Arten. So sind Hypokotyle im Dunkeln herangewach-
sener Keimlinge von Lupinus albus bei gleicher Zellzahl aber erhhtem Gesamt-DNA-
Gehalt des Hypokotyls viermal langer als die im Licht herangezogener Keimlinge, was
offensichtlich auf eine stiarkere Endopolyploidisierung zuriickzufiihren ist (Giles und My-
ers 1964). Auch in etiolierten Hypo- bzw. Epikotylen von Arabidopsis thaliana (Gendreau
et al. 1998) und Pisum sativum (Van Oostveldt und Van Parijs 1975) lieB3 sich ein hoherer
Endopolyploidisierungsgrad feststellen als in nicht etiolierten. Bei Lupinus albus und Pi-
sum sativum hatten die etiolierten Keimlinge bereits nach zwei bis drei Tagen die doppelte
Lange der nicht etiolierten erreicht, bei Arabidopsis thaliana sogar die zehnfache. Somit
scheint beschleunigtes Wachstum durch Endopolyploidisierung unter natiirlichen Bedin-
gungen fiir etiolierende Keimlinge von gro3er Bedeutung zu sein, da es ein schnellstmogli-
ches Durchdringen der Boden- und/oder Streuschicht ermdglicht, um an das fiir die Foto-
synthese unerléssliche Licht zu gelangen.

Die Annahme einer Erhohung der Wachstumsrate bei niedrigen Temperaturen mittels aus-
gedehnter Zellstreckung durch Endopolyploidisierung kdnnte auch den unterschiedlichen
Endopolyploidisierungsgrad in unteren und oberen Sprossteilen erkldren, da sich die unte-
ren Sprossteile vieler Arten der temperaten Zone schon zu Beginn der Wachstumsperiode
bei noch geringen Temperaturen entwickeln.

Da die Endopolyploidisierung bei einigen Arten nicht in allen Organen und nur zu einem
sehr geringen Grad ausgeprigt war, scheint sie in diesen Fillen nicht dem Wachstum zu
dienen. Die genaue Lokalisierung der endopolyploiden Zellen dieser Arten kdnnte Hinwei-

se auf weitere Funktionen der Endopolyploidie geben, die im Einzelfall zum Beispiel zur
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Bildung bestimmter morphologischer Strukturen, z. B. einer bestimmten Blattform (Pyke
et al. 1991), zur Bildung von Wurzelknodllchen (Kondorosi et al. 2000), Transferzellen
(Gunning und Pate 1974) bzw. Blattsukkulenz (v. Witsch 1955) oder zum Erreichen einer
hohen metabolischen Aktivitit (Nagl 1978) notwendig sein mag.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass die schwache Korrelation zwischen Endopolyploidi-
sierungsgrad und Genomgrofle einen echten Zusammenhang wiedergibt, dessen Hinter-
grund aber nicht wie von Nagl (1976) angenommen der Ausgleich eines geringen DNA-
Gehalts zur Aufrechterhaltung bestimmter Zellfunktionen ist. Stattdessen verbinden endo-
polyploide Arten vermutlich ein meist kleines Genom mit einem hohen DNA-Gehalt in
endopolyploiden Zellen und kombinieren so die erwédhnten Vorteile kleiner und grofler
Genome (hohe Zellzyklusraten sowie kurze Meiose- und Pollenreifungsdauer bzw. ausge-

dehnte Zellstreckung).

5.2.4  Die Lebensstrategie der Pflanzenarten iiberlagert wahrscheinlich die Korre-
lation zwischen Endopolyploidisierung und Lebensform und Lebensdauer

bzw. Genomgrofie

Unter der Annahme, dass sich die Endopolyploidisierung beschleunigend auf Wachstum
und Entwicklung in Pflanzen auswirkt, ist der schwache Zusammenhang zwischen Endo-
polyploidie und Genomgréfle bzw. Lebensform und Lebensdauer verwunderlich, da vor
allem die kleingenomigen, kurzlebigen Arten von der Endopolyploidie profitieren konnten.
Dieser Widerspruch erklirt sich wahrscheinlich durch die Uberlagerung der Korrelation
zwischen Endopolyploidie und Genomgréfle bzw. Lebensform und Lebensdauer durch die
Lebensstrategie der entsprechenden Arten, die mehr Eigenschaften als nur die Lebensform
und Lebensdauer umfasst und den Arten einen erfolgreichen Wettbewerb um 6kologische
Nischen gewihrleistet.

Im Tierreich lassen sich zwei entgegengesetzte Lebensstrategien erkennen, die r-Strategie
und die K-Strategie. r-Strategen zeichnen sich durch eine schnelle Entwicklung, eine friihe
Fortpflanzung, hohe Fortpflanzungsraten, geringe Korpergrofle und kurze Lebensdauer
aus, wihrend K-Strategen eine langsamere Entwicklung, hohere Konkurrenzkraft, verzo-
gerte Fortpflanzung, umfangreichere Korpergrofe und lingere Lebensdauer aufweisen und
geringere Umweltanspriiche stellen (Pianka 1970). Nach Cavalier-Smith (1978) findet die

grundlegendste Anpassung an die beiden entgegengesetzten Lebensstrategien im Tierreich,
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die - und die K-Strategie, {iber die Ausbildung einer bestimmten Zellgroe und Wachs-
tumsrate statt. ZellgroBe und Wachstumsrate wiederum sind positiv bzw. negativ mit der
GenomgroBe korreliert. Aufgrund dieser Korrelation besitzen r-Strategen kleine und K-
Strategen gro3e Genome (Cavalier-Smith 1978). Fiir die meisten Arten besteht ein spezifi-
scher Kompromiss zwischen beiden Strategien, aus dem ein Kontinuum von Genomgrof3en
resultiert. Fiir das Pflanzenreich werden nach der C-S-R-Theorie (Grime 1977) drei grund-
legende Strategien angenommen (C = Competitive, S = Stress tolerant, R = Ruderal), die
sich als Reaktion auf die Selektionsfaktoren ,Konkurrenz’, ,Stress’ bzw. ,Stérungen’ her-
ausgebildet haben (siche Abb. 12). Dabei entsprechen die R-Strategen den r-Strategen und
die S-Strategen den K-Strategen, wihrend die C-Strategen zwischen diesen beiden ange-
siedelt sind und sich im Wettbewerb um ein begrenztes Licht-, Nihrstoff- und Wasseran-
gebot als erfolgreich erweisen, also konkurrenzkriftig sind.

Die Annahme einer Anpassung an eine der Lebensstrategien iiber das Zellvolumen und die
Wachstumsrate und damit iiber die Genomgrofe (Cavalier-Smith 1978) stimmt mit den
oben dargestellten Zusammenhdngen zwischen Genomgrofle und Lebensform und Lebens-
dauer iiberein, da Lebensform und Lebensdauer Teil der Lebensstrategie sind. Dass die
Korrelation zwischen Genomgrof3e und Endopolyploidisierungsgrad schwach ist, obwohl
davon ausgegangen werden kann, dass Endopolyplodie vor allem fiir kurzlebige Arten von
Vorteil ist, die wiederum iiberwiegend kleine Genome aufweisen, liegt vermutlich an den
Ubergiingen, die auch im Pflanzenreich zwischen den einzelnen Strategien bestehen. Durch
diese Ubergiinge ergibt sich eine Dreiecksbeziehung zwischen den drei Stategien (Abb.
12), bei der es auch die intermedidre Form der C-S-R-Strategie gibt (Grime 1977). Die
Betrachtung der Lebensstrategie der einzelnen Arten fiihrt daher zur Erkldrung der Funkti-
on der Endopolyploidisierung fiir die 6kologische Anpassung. Dreiundzwanzig der 26 un-
tersuchten ein- bis zweijdhrigen Arten weisen Endopolyploidie auf, wéhrend diese in allen
untersuchten Geholzarten fehlt. Ein- bis zweijdhrige Arten sind vornehmlich R-Strategen
und die meisten Gehdlzarten der temperaten Zone C-Strategen (Grime 1977). Bei diesen
Arten entspricht also jeweils eine Lebensform und Lebensdauer einer bestimmten Lebens-
strategie, so dass sich bei den untersuchten ein- bis zweijahrigen Arten und Geholzarten
neben einem engen Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Lebensform und
Lebensdauer auch ein Zusammenhang zwischen Endopolyploidisierung und Lebensstrate-
gie ergibt. Andererseits waren aber nicht nur die untersuchten ein- bis zweijdhrigen Arten,
sondern auch zehn der siebzehn untersuchten ausdauernden Krauter endopolyploid. Somit

ist Endopolyploidie anscheinend nicht nur fiir ein- bis zweijdhrigen Arten von Vorteil, die

64



thren gesamten Lebenszyklus von der Keimung bis zur Samenreife innerhalb einer oder
zweier Wachstumsperioden abschlieen miissen, sondern auch fiir ausdauernde, in deren
Nische giinstige Wachstumsbedingungen innerhalb einer Vegetationsperiode durch Sto-
rungen zeitlich eng begrenzt sind. In diesen Fillen ist es die Lebensstrategie insgesamt und
nicht die Lebensform und Lebensdauerdauer im speziellen, fiir die die Endopolyploidie
von Nutzen ist. Tatsdchlich sind vier der fiinf untersuchten mitteleuropdischen endopoly-
ploiden mehrjéhrigen Kriuter vornehmlich an regelméfig gestorten Standorten zu finden
(Tab. 9). So wichst Trifolium pratense hauptsachlich auf Wiesen, Weiden und Rasen, Pa-
rietaria officinalis und Urtica dioica in Stickstoff-Krautfluren (Ellenberg et al. 1992) und
Aquilegia vulgaris oftmals an Sdumen (Oberdorfer 1994) und auf Wiesen und Halbtro-
ckenrasen (Rothmaler 2002). Diese Arten miissen an solchen Standorten &hnlich wie The-
rophyten innerhalb einer durch mechanische Stérungen begrenzten Zeit Wachstumsphase,
Bliite und Samenproduktion abgeschlossen haben oder in der Lage sein, nach einer solchen
Storung schnell zu regenerieren. Die fiinfte dieser ausdauernden Arten, Allium ursinum,
weist sowohl ein groBles Genom (62,1 pg) als auch einen hohen Endopolyploidisie-
rungsgrad auf. Sie muss sich gleichfalls schnell entwickeln, um der Beschattung ihres
Standortes durch ergriinende Laubbidume zuvorzukommen. Anemone ranunculoides, die
dhnliche Standorte besiedelt und ebenfalls ein groles Genom (36,8 pg) aber keine Endo-
polyploidie aufweist, ergriint und bliiht in einem &hnlichen Zeitraum wie Allium ursinum,
bildet aber wesentlich weniger Biomasse.

Der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem paarweisen Vergleich zum Zusammenhang
zwischen mittlerem Endopolyploidisierungsgrad der in Tab. 9 angefiihrten Arten und der
Pflanzengesellschaftsklasse, in der jede einzelne dieser Arten vornehmlich auftritt, offen-
bart signifikant unterschiedliche Endopolyploidie zwischen Arten der verschiedenen Pflan-
zengesellschaftsklassen (P<0,05, Tab. 10). Problematisch ist fiir eine detaillierte Beurtei-
lung die geringe Artenzahl in einigen Klassen. Deutlich werden aber die Unterschiede zwi-
schen dem mittleren Endopolyploidisierungsgrad der Arten mit Verbreitungsschwerpunkt
in Wildern, Staudensdumen bzw. Magerrasen auf der einen Seite und solchen mit Verbrei-
tungsschwerpunkt an Meeresspiilsdumen, in lockeren Sand- und Felsrasen, Hackunkraut-
und Ruderalgesellschaften, Getreideunkrautgesellschaften, Médhwiesen- und Weidegesell-
schaften bzw. Stickstoffkrautfluren auf der anderen. Auffallend ist auch der insgesamt ho-
he Endopolyploidisierungsgrad von Arten mit Vorkommen an Meeresspiilsdumen, in lo-
ckeren Sand- und Felsrasen, Hackunkraut- und Ruderalgesellschaften sowie Getreide-

unkrautgesellschaften, welche alle regelméBige, starke Storungen aufweisen.
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Abb. 12 Das C-S-R-Modell (Grime 1977)

Die Dreiecksbeziehung zwischen den Selektionsfaktoren (rot)
und den daraus resultierenden Strategien (griin)

Konkurrenz*

Strategie

Strategie

S-R-
R-Strategie Strategie S-Strategie

Iy 7

7 7

Stérungen** Stress™**

* Nutzung des gleichen Licht-, Wasser- Nahrstoff- und/oder Platzangebots
** Stérungen durch Fressfeinde, Pathogene, physikalischen Einfluss (z. B. Bodenerosion),
menschlichen Einfluss
*** Beschrankung der Priméarproduktion durch Licht-, Wasser und/oder Nahrstoffmangel,
suboptimale Temperaturen, Gifte
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Tab. 9 Endopolyploidie, Lebensform, Lebensdauer, Ndhrstoffanspruch und typische
Pflanzengesellschaftsklasse der untersuchten mitteleuropéischen Arten

(Gruppierungen nach Ellenberg et al. 1992)

Endo- Lebensform  Nihr-
Art poly- und stoft- Pflanzengesellschaftsklasse
ploidie Lebensdauer anspruch

Beta vulgaris + H,b 9 Meeresspiilsdume

Urtica dioica + H,p 9 Stickstoffkrautfluren

Alliaria petiolata + H/C, b 9 Stickstoffkrautfluren

Allium ursinum + G,p 8 Eichen- und Buchenmischwilder
Urtica urens + T, a 8 Hackunkraut- und Ruderalgesellschaften
Atriplex rosea + T, a 7 Hackunkraut- und Ruderalgesellschaften
Parietaria officinalis + H,p 7 Stickstoftkrautfluren

Sinapis arvensis + T, a 6 Getreideunkrautgesellschaften
Arabidopsis thaliana + T/H, a 4 lockere Sand- und Felsrasen
Trifolium pratense + H,p ok Mihwiesen- und Weidegesellschaften
Aquilegia vulgaris gering H,p 4 Eichen- und Buchenmischwiélder
Anemone ranunculoides - G,p 8 Eichen- und Buchenmischwiélder
Lactuca sativa - T,a 4% *x

Anemone sylvestris - H,p 3 Staudensdume an Gehdlzen
Teucrium scorodonia - Crp 3 Eichen- und Buchenmischwiélder
Hyssopus officinalis - C,p 3 Kalk-Magerrasen

Cydonia oblonga - P,p 4 Eichen- und Buchenmischwiélder
Larix decidua - P,p 3 saure Nadelwilder

Picea abies - P,p ok saure Nadelwélder

Pinus sylvestris - P,p ok ok

Castanea sativa - P,p ok Eichen- und Buchenmischwélder
Quercus robur - P,p ok Eichen- und Buchenmischwiélder
Fagus sylvatica - P,p o Eichen- und Buchenmischwiélder

* Wert fiir Lactuca serriola als Ausgangsart, ** keine Zuordnung

Lebensform: T = Therophyt, H = Hemikryptophyt, G = Geophyt, P = Phanerophyt, C = Cha-
maephyt;

Lebensdauer: a = Sommer- und Winterannuelle, b = Bienne, p = Plurienne (nach Rothmaler
2002)

Néhrstoffanspruch;

1 = stickstoffiarmste Standorte anzeigend

2 = zwischen 1 und 3 stehend

3 = auf stickstoffarmen Standorten haufiger als auf mittelmaBigen und nur ausnahmsweise auf
reicheren

4 = zwischen 3 und 5 stehend

5 = maBig stickstoffreiche Standorte anzeigend, auf armen und reichen seltener

6 = zwischen 5 und 7 stehend

7 = an stickstoffreichen Standorten héufiger als auf mittelméfigen und nur ausnahmsweise auf
drmeren

8 = ausgesprochener Stickstoffzeiger

9 = an iibermaBig stickstoffreichen Standorten konzentriert
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Tab. 10 Durchschnittlicher Endopolyploidisierungsgrad von Arten unter-

schiedlicher Pflanzengesellschaftsklassen

Anzahl
Zyklus- .
Pflanzengesellschaftsklasse Wert untersuc Gruppie-
e
(Ellenberg et al. 1992) ) hter  rung*
(Median)
Arten
Meeresspiilsdiume 1,27 1 a
lockere Sand- und Felsrasen 1,18 1 a
Hackunkraut- und Ruderalgesellschaften 0,93 2 ab
Getreideunkrautgesellschaften 0,93 1 abec
Mihwiesen- und Weidegesellschaften 0,51 1 bc
Stickstoffkrautfluren 0,40 3 C
Eichen- und Buchenmischwélder 0,07 8 d
Kalk-Magerrasen 0,03 1 de
Staudensdume an Geholzen 0,00 1
saure Nadelwilder 0,00 2 e

*verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede an

Warum aber zeigen nicht alle Arten oft gestorter Lebensraume Endopolyploidie (z. B. die
untersuchten Asteraceen und Lamiaceen), wenn sie derart vorteilhaft ist? Der Nahrstoffan-
spruch der einzelnen Arten bzw. die Féhigkeit, ein groes Néhrstoffangebot effektiv zu
nutzen, scheint ein weiterer die Endopolyploidisierung bestimmender Faktor zu sein. El-
lenberg et al. (1992) haben Pflanzenarten Mitteleuropas hinsichtlich ihrer Nahrstoffansprii-
che in neun Gruppen unterteilt. Diese Einteilung offenbart fiir die meisten der fiir diese
Arbeit untersuchten endopolyploiden Arten Mitteleuropas hohere Nahrstoffanspriiche als
fiir die nicht-endopolyploiden (Tab. 9). Fiir Trifolium pratense wird von Ellenberg et al.
(1992) kein Wert angegeben. Es kann jedoch fiir diese Art aufgrund der Symbiose mit
stickstofffixierenden Knollchenbakterien eine gute Nahrstoffversorgung angenommen
werden. Arabidopsis thaliana ist die einzige der untersuchten endopolyploiden mitteleuro-
pdischen Arten mit geringen Nahrstoffanspriichen.

Vier der untersuchten krautigen mitteleuropdischen Arten ohne Endopolyploidie sind vor
allem auf ndhrstoffarmen Standorten anzutreffen (unter der Voraussetzung, dass Lactuca
sativa von L. serriola abstammt und damit beide Arten im wesentlichen gleiche Nahrstoff-
anspriiche besitzen). Dies trifft auch auf Aquilegia vulgaris zu, die in nur geringem Malle

Endopolyploidisierung zeigt. Anemone ranunculoides ist die einzige der untersuchten
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nicht-endopolyploiden mehrjdhrigen mitteleuropdischen Arten, die hohe Néhrstoffansprii-
che aufweist.

Das Ergebnis des Kruskal-Wallis-Tests zum Zusammenhang zwischen Néhrstoffanspruch
und Endopolyploidisierungsgrad mit anschlieBendem paarweisen Vergleich (Dunns Test,
Tab. 11) offenbart einen signifikant unterschiedlichen mittleren Endopolyploidisie-
rungsgrad der den verschiedenen Nahrstoffanspriichen zugeordneten in Tab. 9 aufgefiihr-
ten Arten (P<0,05). Die Interpretation des Ergebnisses ist schwierig, da es teilweise wider-
spriichlich zu sein scheint. Die Arten mit dem Néhrstoffanspruch 8 weisen einen mittleren
Endopolyploidisierungsgrad auf, der zwischen dem der Arten mit den Néhrstoffanspriichen
7 und 9 liegt. Dennoch zeigt der paarweise Vergleich signifikant unterschiedliche Endo-
polyploidisierungsgrade der Arten mit Nahrstoffanspruch 8 und 7 aber nicht der Arten mit
Néhrstoffanspruch 7 und 9 bzw. 8 und 9 (Tab. 11). Dies kommt vermutlich dadurch zu-
stande, dass bei dem angewandten Test die Rangfolge (nach GroBe der Werte geordnet)
der in die Analyse eingehenden Zyklus-Werte verglichen wird. Unter den Arten mit dem
Néhrstoffanspruch 8 befindet sich neben zwei endopolyploiden auch eine nicht-
endopolyploide Art (Anemone ranunculoides), so dass die Range der Zyklus-Werte dieser
Artengruppe sehr weit auseinander liegen. Teilweise sind sie mehr oder weniger gleichran-
gig mit den Zyklus-Werten der Arten mit den Néhrstoffanspriichen 7 und 9, teilweise lie-
gen sie aber erheblich darunter. Vermutlich fiihrt diese Konstellation beim paarweisen
Vergleich der Rangdifferenzen zu den widerspriichlichen Ergebnissen. Die Mittelwerte der
Zyklus-Werte der Arten mit Nahrstoffanspruch 8 und 9 sind nahezu gleich. Eine Varianz-
analyse mit anschlieBendem paarweisen Vergleich (Student-Newman-Keuls Methode)
fiihrt zu einer anderen Gruppierung der Artengruppen. Die mittlere Endopolyploidisierung
der Arten mit dem Nahrstoffanspruch 6 und 7 und die der Arten mit dem Nihrstoffan-
spruch 7, 8 und 9 sind danach nicht signifikant verschieden. Somit ergibt sich sowohl beim
nicht parametrischen als auch beim parametrischen Test eine Uberlappung bei der Grup-
pierung dieser vier Artengruppen, die allerdings fiir beide Tests unterschiedlich aussieht.
Insgesamt kann daher vermutlich davon ausgegangen werden, dass sich die mittleren En-
dopolyploidisierungsgrade der Arten mit den Néhrstoffanspriichen 6 bis 9 insbesondere im
Vergleich zu denen der Arten mit dem Nahstoffanspruch 3 und 4 geringfiigig voneinander
unterscheiden. Verwunderlich ist allerdings der genau entgegen der Erwartung zunehmen-
de mittlere Endopolyploidisierungsgrad von Arten mit dem Néhrstoffanspruch 9 hin zu
jenen mit dem Nahrstoffanspruch 6, wohingegen sich die Arten mit den Nahrstoffansprii-

chen 3 und 4 mit geringerem mittleren Endopolyploidisierungsgrad deutlich von den ande-
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ren abheben. Grund hierfiir ist vermutlich die geringe Anzahl untersuchter Arten insgesamt
und insbesondere in einigen Gruppen (Nidhrstoffanspruch 6 und 7). Die geringen Unter-
schiede im Endopolyploidisierungsgrad der Arten mit den Né&hrstoffanspriichen 6 bis 9
lassen sich wahrscheinlich so erkldren, dass sich hohere Nihrstoffgaben nicht verstarkend
auf die Endopolyploidisierung auswirken, sobald ein bestimmtes Néhrstoffangebot ge-

wahrleistet ist.

Tab. 11 Der Durchschnittliche Endopolyploidisierungsgrad (Zyklus-Wert)

von Arten mit unterschiedlichen Néhrstoffanspriichen

Zyklus-Wert Gruppierung*
Nahrstoff- _ ATeN-  (0emiB para-  (gemiB para-
anspruch (Median) (Mittel- zahl o oterfreiem  metrischem
wert) Test) Test)

9 0,38 0,57 3 a b a

8 0,63 0,58 3 a a

7 0,78 0,73 2 b a b

6 0,93 0,96 1 b b

4 0,08 0,35 4 c c

3 0,00 0,03 4 d d

*verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede an

Wichtig ist es zu beriicksichtigen, dass anscheinend v. a. die Kombination der beiden Fak-
toren ,gestorter Standort” und ,Néhrstoffanspruch’ ein sinnvolles Bild zur Erkldrung der
Endopolyploidisierung liefert. Offensichtlich sind vor allem Arten auf regelméBig gestor-
ten, ndhrstoffreichen Standorten endopolyploid.

Zur Quantifizierung des Zusammenhangs zwischen der Endopolyploidisierung und den
Faktoren ,Lebensform und Lebensdauer’, ,Ndhrstoffanspruch’ und ,Pflanzengesellschaft’
wurde eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit den Arten aus Tab. 9 durchgefiihrt, bei de-
nen fiir alle drei Faktoren eine Angabe existiert. Das Ergebnis offenbart einen engeren Zu-
sammenhang der Endopolyploidie mit der Pflanzengesellschaft als mit den beiden anderen
Faktoren, und den geringsten mit der Lebensform und Lebensdauer (Tab. 12). Dieses
Ergebnis ist allerdings wenig aussagekréftig, da die getesteten Faktoren nicht unabhéngig
voneinander sind. Das Nahrstoffangebot ist ein Teil der Standortbedingungen, die fiir die

Ausbildung einer Pflanzengesellschaft verantwortlich sind. In vielen Pflanzengesellschaf-
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ten konnen sich nur bestimmte Lebensformen behaupten (z. B. Therophyten in Ackerun-

krautgesellschaften).

Tab. 12 Dreifaktorielle Varianzanalyse fiir den Zusammenhang zwischen
Endopolyploidie und Pflanzengesellschaft, Nahrstoffanspruch und

Lebensform und Lebensdauer der getesteten Arten

Faktor Freiheitsgrad F-Wert
Pflanzengesellschaftsklasse 3 34,6%**
Néhrstoffanspruch 5 16,3%**
Lebensform und Lebensdauer 2 6,1%*

Signifikanzniveau: ** < 0,01, *** < 0,001

Deutlich wird dennoch der Zusammenhang zwischen Standortfaktoren wie Stérungen und
Nahrstoffangebot, die fiir die Ausbildung einer Pflanzengesellschaft mit verantwortlich
sind, und dem Endopolyploidisierungsgrad, den Pflanzenarten dieser Standorte aufweisen.
SchlieBlich scheint es unter der Annahme, dass endopolyploide Pflanzenarten tatséchlich
eine hohere Wachstumsrate aufweisen als nicht-endopolyploide (wie bereits Melaragno et
al. 1993 zur Diskussion stellten) logisch zu sein, dass diese vor allem auf Standorten zu
finden sind, die einen schnellen Abschluss der Entwicklung bis hin zur Samenbildung er-
fordern und dies durch ein ausreichendes Nihrstoffangebot unterstiitzen. Anscheinend sind
endopolyploide Arten eher in der Lage als nicht-endopolyploide, durch beschleunigtes
Wachstum Nutzen aus einem guten Néhrstoffangebot zu ziehen und so ndhrstoffreiche und
regelméBig gestorte Standorte als Nische zu nutzen.

Endopolyploidie scheint aber nicht nur fiir R-Strategen, sondern auch fiir C-Strategen, also
konkurrenzkriftige Arten, von Nutzen zu sein. Die endopolyploide Art Urtica dioica wird
von Grime et al. (1989) als reiner C-Stratege angesehen. Urtica dioica vermag an liber-
diingten Standorten Dominanzbestéinde zu bilden. Ahnliches scheint fiir die Arten der Cu-
curbitaceen zu gelten, die in dieser Untersuchung hohe Endopolyploidisierungsgrade auf-
weisen (Tab. 4, Abschnitt 4.2.1 und Abb. 7, Abschnitt 4.22). Die in Mitteleuropa kultivier-
ten Arten bendtigen hohe Nahrstoffgaben, sind sehr schnellwiichsig und bilden viel Blatt-
masse. Schnellwiichsigkeit in Verbindung mit einer hohen Blattmasseproduktion ist ty-

pisch fiir C-Strategen (Grime et al. 1989).
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5.2.5  Wahrscheinlich fithren dhnliche Lebensstrategien von Arten einer Familie
zu der starken Korrelation zwischen Endopolyploidisierung und Familien-

zugehorigkeit

Verwandte Arten und somit auch Arten einer Familie weisen oft dhnliche 6kologische
Eigenschaften auf und wachsen deshalb oft in dhnlichen Habitaten (Hodgson 1986). Die
Auswertung der Auflistung bei Ellenberg et al. (1992) offenbart, dass in Mitteleuropa A-
ckerrandstreifen z. B. den Standort darstellen, der die meisten Brassicaceen-, Chenopodia-
ceen- und Solanaceenarten aufweist, also Arten aus Familien, die in der vorliegenden Un-
tersuchung ein hohes Mal} an Endopolyploidisierung zeigten. Demgegeniiber sind Laub-
und Mischwilder der Standort, der die meisten Ranunculaceen-, Rosaceen- und viele La-
miaceenarten beherbergt, die nach den hier ermittelten Ergebnissen alle keine oder eine nur
sehr geringe Endopolyploidisierung aufweisen. Ahnliche 6kologische Vorziige der Arten
einer Familie legen die Vermutung nahe, dass vielmehr die in einer Familie iberwiegende
Lebensstrategie als die Familienzugehorigkeit selbst die gute Korrelation zwischen Famili-
enzugehorigkeit und Endopolyploidisierung verursachte. Falls dies zutrifft, miissten Arten,
die von der vorherrschenden Lebensstrategie einer Familie abweichen, auch eine abwei-
chende Endopolyploidisierung zeigen. Dies scheint tatsdchlich der Fall zu sein. Sophora
Jjaponica ist die einzige der untersuchten Fabaceen, die keine Endopolyploidie aufweist.
Gleichzeitig ist sie der einzige Phanerophyt innerhalb der untersuchten Arten dieser Fami-
lie. Der umgekehrte Fall liegt bei den untersuchten Rosaceen vor. Hier ist die einzige un-
tersuchte krautige Art (Duchesnea indica) im Gegensatz zu den beiden anderen, die Ge-

hdlze sind, endopolyploid.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beziehung des AT/GC-Verhiltnisses bzw. der Endo-
polyploidie bei Spermatophyten zur GenomgroBle und Familienzugehorigkeit der Arten
untersucht. Zudem wurde gepriift, ob die Endopolyploidisierung fiir bestimmte Pflanzen-
organe und die Lebensform und Lebensdauer der verschiedenen Arten typisch ausgeprigt
ist. Als Methode diente die Durchflusszytometrie unter Verwendung des AT-basenspezi-
fischen Fluorochroms 4’-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) und des DNA-interkalieren-

den und damit basenunspezifischen Fluorochroms Propidiumjodid (PI).

Zur Charakterisierung der basenspezifischen Fluoreszenz von DAPI (und anderen basen-
spezifischen Farbstoffen) wurde ein Farbstofffaktor definiert, der die relative Fluoreszenz-
intensitédt angibt, bezogen auf gleiche absolute Genomgréf3en von Proben- und Referenzart.
Der DAPI-Farbstoftffaktor ist mit dem AT/GC-Verhiltnis der DNA korreliert. Die Berech-
nung des Farbstofffaktors war notwendig, weil das genaue Verhiltnis zwischen DAPI-
Fluoreszenzintensitit und AT/GC-Verhiltnis der DNA noch nicht bekannt ist.

Anhand der untersuchten Arten lie3 sich nachweisen, dass bei Spermatophyten keine Kor-
relation zwischen dem DAPI-Farbstofffaktor und damit dem AT/GC-Verhéltnis und der
GenomgrofBe besteht. Auch innerhalb der untersuchten Spermatophyten-Familien existiert
keine solche Beziehung. Es =zeigte sich aber, dass sich die mittleren DAPI-
Farbstofffaktoren vieler der untersuchten Familien signifikant voneinander unterscheiden.
Fiir AT-basenspezifische Farbstoffe ist eine bestimmte Anzahl aufeinanderfolgender A-
bzw. T-Basen zur Bindung eines Farbstoffmolekiils an die DNA notwendig (Bindungslén-
ge), die fiir Hoechst 33342 (HO) fiinf und fiir DAPI drei bis vier betrdgt. Um das genaue
Bindungsverhiltnis von DAPI mit der DNA zu ermitteln, wurde fiir geeignete Artenpaare
die Fluoreszenzintensitdt von DAPI mit der von HO verglichen.

Der Vergleich der Fluoreszenzintensitit von DAPI und HO fiihrte zu uneinheitlichen
Ergebnissen. Diese bestétigen aber, dass die HO-Bindungslidnge groBer ist als die von
DAPI. Zudem legen sie nahe, dass die Bindungsldnge vier fiir DAPI wahrscheinlicher ist
als die Bindungslinge drei.

Die wahrscheinliche Ursache fiir die uneinheitlichen Ergebnisse des DAPI-HO-Vergleichs
ist die nicht zuféllige Verteilung der Basen in der DNA. Diese fiihrt dazu, dass die Ermitte-
lung des exakten AT/GC-Verhiltnisses in Pflanzen mittels Durchflusszytometrie nicht

moglich ist.
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Um zu priifen, ob die Durchflusszytometrie trotz des Einflusses der nicht zufélligen Ba-
senverteilung der DNA auf die Fluoreszenzintensitit basenspezifischer Farbstoffe eine
verldssliche Methode zur ndherungsweisen Charakterisierung des AT/GC-Verhéltnisses
darstellt, wurden 15 der zuvor durchflusszytometrisch untersuchten Arten mittels Hoch-
leistungschromatografie (HPLC) hinsichtlich des AT/GC-Verhéltnisses analysiert.

Der Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnissen mit denen der HPLC zeigen eine
gute Ubereinstimmung. Demnach geben die durchflusszytometrischen Ergebnisse im we-
sentlichen die tatsdchlichen Groflenordnungen der AT/GC-Verhéltnisse bei Pflanzen wie-

der.

Zur Quantifizierung der Endopolyploidisierung wurde ein Zyklus-Wert berechnet, der die
durchschnittliche Zahl durchlaufener Endoreduplikationszyklen pro Kern eines Organs
angibt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Endopolyploidie bei Spermatophyten ein familienspezifisches
Merkmal ist. Zudem unterscheiden sich die Pflanzenorgane hinsichtlich des durchschnittli-
chen Endopolyploidisierungsgrades. Weiterhin ist die Endopolyploidie in Abhéingigkeit
von der Lebensform und Lebensdauer der untersuchten Arten ausgeprégt. Fast alle einjih-
rigen Arten waren endopolyploid, wihrend dies fiir weniger als die Hilfte der mehrjéhri-
gen krautigen Arten galt. In den untersuchten Gehdlzarten war Endopolyploidie nicht ver-
treten. Bei Berticksichtigung aller Werte ergibt sich eine schwache, aber signifikante, nega-
tive Korrelation zwischen Genomgréf3e und Endopolyploidisierung. Eine nach Familien
getrennte Analyse ergibt nur flir drei der untersuchten Familien eine signifikante, negative
Korrelation innerhalb der Familie. Die separate Analyse zeigt fiir acht der zwdlf untersuch-
ten Organe ebenfalls eine signifikante, negative Korrelation zwischen Genomgrofle und
Endopolyploidisierung.

Eine dreifaktorielle Variananalyse mit der GenomgréBe als Kofaktor zur Quantifizierung
des Zusammenhangs der vier Faktoren ,Familienzugehorigkeit’, Organ’, ,Lebensform und
Lebensdauer’ und ,Genomgrofle’ mit der Endopolyploidie zeigt einen sehr engen Zusam-
menhang zwischen Endopolyploidie und Familienzugehorigkeit der untersuchten Arten,
einen weniger engen mit dem Organtyp und der Lebensform und Lebensdauer und einen
vergleichsweise schwachen mit der Genomgrofle.

Um zu einer Erklarung der Funktion der Endopolyploidie bei Spermatophyten zu gelangen,
wurde die Lebensstrategie der untersuchten mitteleuropdischen Arten naher betrachtet, die

neben der Lebensform und Lebensdauer unter anderem auch durch den Standort und den
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Nahrstoffanspruch einer Art charakterisiert werden kann. Diese Betrachtung ergab, dass
vor allem Arten regelméBig gestorter, ndhrstoffreicher Standorte Endopolyploidie aufwei-
sen. Grund hierfiir ist anscheinend, dass die Endopolyploidisierung aufgrund der positiven
Korrelation des DNA-Gehalts mit dem Zellvolumen in endopolyploiden Zellen zu erhebli-
cher Zellstreckung fiihrt und damit das Wachstum einer Pflanze beschleunigt. Dieses
schnelle Wachstum bedarf der Unterstiitzung durch ein gutes Néhrstoffangebot des Bo-
dens. Es ist besonders vorteilhaft fiir Arten regelmaBig gestorter Standorte oder an Stand-
orten mit starker Konkurrenz, weshalb Endopolyploidie v. a. bei Arten solcher Standorte
ausgepragt ist.

Ahnliche Lebensstrategien nahe verwandter Arten sind wahrscheinlich die eigentliche Ur-
sache fiir den engen Zusammenhang zwischen der Familienzugehorigkeit der untersuchten

Arten und der Endopolyploidisierung.
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