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1 ALLGEMEINES

1.1 EINLEITUNG

Potentilla L., Gattung Fingerkraut, umfasst je nach taxonomischem Konzept 300 bis
500 Arten und zahlt somit zu den artenreichsten Pflanzengattungen der ndrdlichen
Hemisphéare (Sojak 2005; Airy Shaw 1973; Sojak 2008). Die Vielfalt der in dieser
Gattung und ihren ndchsten Verwandten vorkommenden Reproduktionsmechanismen
erschwert die Unterscheidung und Einteilung der Arten sowie das Erstellen eines
Stammbaums.  Neben meiotischer Entstehung der Gameten mit anschlieRender
sexueller Befruchtung der Eizelle sind bei Potentilla verschiedene Formen fakultativ
asexueller Fortpflanzung, insbesondere Agamospermie, verbreitet, sowie das damit in
Verbindung gebrachte Auftreten von Hybridisierung und Polyploidie.

Systematisch betrachtet sind Fingerkrauter bedecktsamige Pflanzen, Angiospermen, aus
der Familie der Rosengewadchse, Rosaceae. Innerhalb der mehrere Unterfamilien
bildenden Rosengewadchse werden sie zu den Rosoideae gezédhlt. Ebenfalls um
Rosengewéchse der Unterfamilie Rosoideae handelt es sich beispielsweise bei der
Erdbeere (Gattung Fragaria), Frauenmantel (Alchemilla) und Odermennig (Agrimonia).
Diese Gattungen, die ebenfalls als Arzneipflanzen verwendete Arten enthalten, sind
somit nahe Verwandte der Fingerkrduter (Morgan et al. 1994; Dobes & Paule 2010).
Mit den bisher zur Verfugung stehenden Methoden, die sich vor allem auf
morphologische Kriterien sowie die Beurteilung fossiler Pflanzenfunde stutzen, war die
Phylogenese der Angiospermen nur unzureichend zu rekonstruieren. Neuere
Untersuchungen bedienten sich der Technik der DNA-Sequenzierung zur Erstellung der
Stammbéaume (Wilkstrom et al. 2000). Die molekulare Analyse konnte bestehende
verwandtschaftliche Hypothesen unterstiitzen. So konnte die Abgrenzung der Familie
der Rosaceae mit Ausnahme der Gattung Quillaja durch Sequenzierung des in
Chloroplasten zu findenden Gens rbcL bestétigt werden (Morgan et al. 1994). Mitunter
fuhrt der Vergleich molekularer Merkmale zu Schlussen die nicht mit denen anderer
Untersuchungsmethoden konform gehen. Zunéchst stutzt sich die Phylogenie auf die
molekularen Befunde. Die klassischen Ergebnisse werden anhand der rekonstruierten
verwandtschaftlichen Verhaltnisse neu interpretiert. In der eben erwéhnten Publikation
aus dem Jahr 1994 wird ferner darauf aufmerksam gemacht, dass es nicht zu einem
umfassenden Bild der evolutiondren Entwicklung fuhrt eine (Neu-)Konstruktion eines
Stammbaums auf einem einzelnen Kriterium oder einer einzigen Methode zu
begriinden. In der Frage, ob sich die Rosengewdachse unter dysploider Vermehrung des
Basischromsomensatz von x = 7 auf x = 9 entwickelt haben oder ob umgekehrt eine
Reduktion stattgefunden hat, liefern die Untersuchungen Morgans und Mitarbeiter einen
Hinweis, dass sich die Chromosomengrundzahl x = 8 der Gattung Alchemilla, von x =7
abgeleitet hat. Die Gattung Potentilla entwickelte sich aus einer mit Alchemilla
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gemeinsamen Stammart, hat jedoch die ursprungliche monoploide chromosomale
Grundausstattung von x = 7 beibehalten (Morgan et al. 1994). Fur die Systematik der
Fingerkrauter hat die Berlcksichtigung molekularer Daten eine bedeutende
taxonomische Neuordnung -herbeigefuhrt: die Untersuchung von Chloroplasten-DNA
(cpDNA) ermdglichte die Erstellung eines phylogenetischen Konzeptes der Subtribus
Potentillinae (Dobes & Paule 2010). Diese wurde in acht Linien, Stamm B-I, unterteilt.
Innerhalb  dieser  zeigt sich eine  weitere  Differenzierung in  zwei
entwicklungsgeschichtliche Hauptlinien, den Stamm B und die Stdmme C-1. Stamm C
stellt hierbei eine junge, d.h. phylogenetisch abgeleitete, besonders artenreiche
Kerngruppe innerhalb der Gattung Potentilla dar. Neben einer Uberarbeitung der
Verwandtschaftsbeziehungen bringen die neuen Erkenntnisse auch Anderungen
beziglich der Gattungszugehdrigkeit einzelner Arten mit sich. So wird beispielsweise
die von Wolf 1908 als Potentilla fruticosa bezeichnete Art heute der Gattung Dasiphora
zugeordnet. In Ubereinstimmung mit fossilen Daten wurde auf Basis der Analyse der
cpDNA eine erste Darstellung phylogeographischer Entwicklung mit Ursprung in Asien
und unterschiedlich rascher geografischer Ausbreitung und Evolution der einzelnen
Stamme ermittelt, deren weitere Charakterisierung nun gezielt verfolgt werden kann
(ibidem).

1.1.1 ANWENDUNG ALS ARZNEIPFLANZEN

Im Rahmen des Pharmaziestudiums lernt man zwei sowohl traditionell als auch
schulmedizinisch angewandte Heilpflanzen kennen die der Gattung Potentilla
angehoren: die Blutwurz (Potentilla erecta L.), gemal Phylogenie und
nomenklatorischer Prioritdt eine Potentilla im aller engesten Sinn, und das
Gansefingerkraut (Argentina anserina = Potentilla anserina L. nach bisherig gangiger
taxonomischer Auffassung), das diesen neuen Erkenntnissen zufolge nur mehr in einer
weit gefassten Definition den Fingerkrdutern zugeordnet werden konnte (DobeS &
Paule 2010).

Das Gansefingerkraut (Argentina anserina, ehemals Potentilla anserina), im
Volksmund unter anderem auch Anserine oder Krampfkraut genannt und bekannt als
,Frauenpflanze®, ist ein niedrig wachsendes, mehrjdhriges Kraut (Hemikryptophyt)
dessen Laubblatter unterbrochen gefiedert sind. Die ein bis drei Zentimeter langen
Fiederblatter weisen wiederum einen gesagten bis fiederspaltigen Rand auf und sind
unterseitig dichtfilzig behaart. Dies verleiht der Blattunterseite ein silbriges Schimmern.
Gesammelt und getrocknet wird das blihende Kraut (Anserinae herba), aber auch der
Waurzelstock (Anserinae rhizoma). Als wirksame Inhaltsstoffe sind im trockenen Kraut
6(-10)% Gerbstoffe, sowie noch nicht ndher bekannte spasmolytische Verbindungen
und Flavonoide identifiziert worden. Das Vorhandensein der Trihydroxyflavonoide
Myricetin und Leucodelphinidin stellt eine phytochemische Besonderheit innerhalb der
Rosaceen dar (Bate-Smith 1958). Die adstringierende Wirkung der Droge ist auf die
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enthaltenen Gerbstoffe zurlickzufiihren. Anwendungsgebiete sind akute Diarrhoe und
dysmenorrhoische Beschwerden, zu deren Behandlung mehrmals téglich eine Tasse
frisch bereiteter Aufguss von 1 bis 2 Teeloffel der getrockneten Pflanze getrunken wird.
Nach Kneipp wirkt ein Aufguss von einem Gramm der Pflanze mit heier Milch
entspannend bei sich ankiindigenden Krampfen. Des Weiteren kénnen Zubereitungen
aus Anserinae herba zur Therapie leichter Schleimhautentzindungen im Bereich von
Mund und Rachen eingesetzt werden. (Hertwig 1938 S.278; Schonfelder 2002 S.30;
Wendelberger 2008 S.46f.; Wichtl 2002 S.48ff.) Interessant ist in diesem
Zusammenhang die Diversifizierung der Gattung Argentina in ca. 20 pharmazeutisch
weitgehend unbeachtete Arten im slidost-asiatischen Raum (lkeda & Ohba 1999).

Der Tormentillwurzelstock (Tormentillae rhizoma) besteht aus dem von Wurzeln
befreiten, getrockneten Rhizom der Potentilla erecta (syn. Tormentilla erecta L.,
Potentilla tormentilla Neck.), zu Deutsch Blutwurz oder Tormentill. Es sind dieser und
die aus ihm hergestellte Tormentilltinktur die bislang einzige Droge und Zubereitung
der Gattung Potentilla, die als Monographien Eingang in das Européische Arzneibuch
gefunden haben. Die Blatter der Stammpflanze sind gefingert, die gelben Bliiten sind im
Gegensatz zur in der Gattung Potentilla weit verbreiteten Funfzahligkeit vierzéhlig. Der
Name Blutwurz entstammt der Beobachtung, dass das Rhizom an frischen Briichen und
Schnittflachen rasch eine blutrote Farbe annimmt. Die getrocknete Droge ist
dunkelrotbraun, sehr hart und unregelméfRRig geformt. Manche Drogenstiicke enthalten
helle Leitblindel, die wie Kabel aussehend hell aus dem Wurzelstock herausragen. Wie
Gansefingerkraut wird auch Tormentillwurzelstock als Tee zubereitet und zur
Behandlung akuter Diarrhoe verwendet. Die Wirksamkeit von Tormentillwurzelextrakt
bei Diarrhoe ist durch eine placebokontrollierte klinische Studie an unter Rotaviren-
Infektion leidenden Kindern wissenschaftlich belegt (Subbotina et al. 2003). Durch den
hohen Gerbstoffgehalt von 17 bis 22%, fir Arzneibuchkonformitét gentigen jedoch 7%,
ist die Droge besonders gut geeignet zur &ufleren Anwendung als Rachenmittel oder
Pinselung bei Entziindungen der Mundschleimhaut. Aul3erdem ist die Verwendung von
Tormentilltee in der Lehre Sebastian Kneipps zur Blutstillung, sowie allgemein zur
Behandlung von Geschwiren, Wunden, wunder Haut und Entziindungen der
Augenlider bekannt. Allerdings bedingt der Gerbstoffgehalt auch ein h&ufigeres
Auftreten von Magenbeschwerden als Nebenwirkung innerlicher Anwendung.
(Europdisches Arzneibuch 2008; Hertwig 1938 S.210; Teuscher et al. 2004 S.367f.,
Schonfelder 2002 S.29; Wendelberger 2008 S.46f.; Wichtl 2002 S.614ff.)

Potentilla erecta und Argentina anserina gelten innerhalb der Verwandtschaft, die ich
aus pragmatischen Grinden im Weiteren unter Potentilla sensu lato zusammenfasse, als
die Vertreter mit der groten Anzahl an beschriebenen Inhaltsstoffen. Der traditionellen
Verwendung zufolge eignen sich allerdings auch die ebenfalls in Europa
vorkommenden Arten Potentilla fruticosa (= Dasiphora fruticosa), Potentilla speciosa,
Potentilla recta, Potentilla reptans und Potentilla fulgens zur Therapie von
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Durchfallerkrankungen und Schleimhautbeschwerden, sowie diverser Infektionen. Fur
die Wurzeln von Potentilla fulgens ist auflerdem Diabetes mellitus als Indikation
uberliefert. Berichte zu bestimmten Krebserkrankungen als Einsatzgebiet gibt es tber
Potentilla erecta und Potentilla fulgens (Tomczyk et al. 2009).

Den auBBereuropdischen Raum betreffend ist die Anwendung der asiatischen
Potentilla-Spezies Potentilla chinensis Ser. als Antipyretikum, zur Blutstillung und als
Frauenheilmittel in Korea bekannt. Auch hier kommt Gerbstoffen die Stellung der als
fir die Wirkung verantwortlichen Substanzen zu. Fur Potentilla chinensis konnte eine
antitumorale Bioaktivitdt nachgewiesen werden (WHO 1998 S.225). Des Weiteren
werden in Asien Potentilla multicaulis, Potentilla atrosanguinea, Potentilla kleiniana,
Potentilla peduncularis, Potentilla freyniana, Potentilla discolor und Potentilla
multifida traditionell als Heilpflanzen verwendet. Zu den Indikationen zahlen wiederum
Diarrhoe, Dysmenorrhoe und Hautwunden, aber auch Diabetes mellitus sowie
infektiose und diverse das Immunsystem betreffende Erkrankungen. Die Traditionelle
Tibetische Medizin kennt Wurzelextrakte von Potentilla anserina zur Therapie
bestimmter Virusinfektionen. Pflanzenteile von Potentilla arguta und Potentilla simplex
werden in traditioneller Anwendung in Amerika zur Behandlung von viralen und
fungalen Infektionen eingesetzt (Tomczyk et al. 2009).

Eine in vitro durchgefuhrte Untersuchung zur antimikrobiellen Aktivitat von wassrigen
Ausziigen  zwoIlf  ausgesuchter  Potentilla  species ergab mit  minimalen
Hemmkonzentrationen von 0,1 bis 0,5 mg/ml héchste Wirksamkeit gegen Heliobacter
pylori (Tomczyk et al. 2008). Dieses Ergebnis sowie aus diversen in Vvivo
durchgefuhrten Studien gewonnene Daten unterstitzen die Erkenntnisse einer
klinischen Studie laut der der adjuvante Einsatz von Tormentillwurzelextrakt bei der
Therapie ulzerativer Colitis als sinnvoll naher zu beleuchten beurteilt wird (Huber et al.
2007, Tomczyk et al. 2009).

Eine Methode zum quantitativen Screening von Potentilla species auf Tilirosid, Methyl-
Brevifolincarboxylat und Ellagsédure wurde von Tomczyk et al. entwickelt. Bei diesem
Verfahren wird das Extrakt mittels high-performance thin-layer chromatography
(HPTLC) aufgetrennt. Die Detektion der Komponenten erfolgt photodensitometrisch
(Tomczyk et al 2010). Das in allen untersuchten Arten gefundene Tilirosid kdnnte einen
chemotaxonomischen Marker der Rosoideae darstellen (Tomczyk 2006). Fir aus
Potentilla argentea isoliertes Tilirosid und Methyl-Brevifolincarboxylat wurde in vitro
eine antineoplastisch interessante Hemmung der Topoisomerasen | und Il nachgewiesen
(Tomczyk et al. 2007).
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1.2 REPRODUKTION

Dem vorherrschenden Reproduktionsmodus der Angiospermen entsprechend, findet die
Fortpflanzung der Fingerkréuter in deren sexuellen Fortpflanzungsorganen, den Blten,
uber einen Generations- und damit assoziierten Kernphasenwechsel statt. In den Bluten
werden die Keimzellen oder Gameten, die generative Zelle des Pollens und die Eizelle,
gebildet. Gemeinsam mit den sie geschlechtstypisch umgebenden Strukturen sind die
Gameten Teil einer eigenstdandigen Generation, die als Pollen beziehungsweise
Embryosack bezeichnet werden. Die Samenanlage beinhaltet den weiblichen
Gametophyten und begrenzt sich durch ein oder zwei Integument(e) nach auflen. Hier
entwickelt sich aus dem Embryo der in ein Nusschen eingeschlossene Same, das jlingste
Stadium der ndchsten Pflanzengeneration. Abweichend vom sexuellen Weg der
Samenbildung, tritt in Potentilla durch Ausfall oder Umgehung der Meiose und
Entwicklung des Embryos ohne Befruchtung Agamospermie oder Apomixis auf, eine
Form der asexuellen oder klonalen Fortpflanzung, die Gber die Samen erfolgt.

1.2.1 BLUTENBAU

Die Bluten von Fingerkrautern folgen gemall der Zugehorigkeit zu den
Rosengewéchsen einem zyklischen Grundbau. Ebenfalls der Familie entsprechend
handelt es sich bei Potentilla um zwittrige Bliten tragende Pflanzen. Ein paar wenige
Arten bilden mit andro- beziehungsweise gynodynamischen Bliten Ausnahmen der
allgemein strengen Zwitterblutigkeit. Bei den meisten Arten der Gattung Potentilla
sensu lato findet sich ein Kelch bestehend aus funf Kelchblattern, die als Wirtel
alternierend zu den paarweise verwachsenen Blattern des AuRenkelchs gestellt sind. Der
Blutenbecher hat die Form einer flachen Schiissel an deren verdicktem Rand, der
sogenannten Honigscheibe oder Diskus, sich Kron- und Staubblatter befinden. Von
weiBlich bis orangegelb sind verschiedene Gelbstufen als Farbe der Kronblatter
anzutreffen, bei wenigen Arten tritt eine rote oder reinweille Kronfarbe auf. Die Zahl
der Staubblatter pro Blute betragt je nach Art zwischen 4-30. Die Form der Staubbeutel,
Antheren, ist von Art zu Art charakteristisch verschieden. Als besonders zur
Unterscheidung geeignet gilt der Bau des Bindegliedes, des Konnektivs (Potentilla s.str.
ist jedoch durch den Besitz nur eines Typs gekennzeichnet, Sojak 2008). Die
Blutenachse ist hervorstehend gewdlbt und mit zahlreichen, zwischen 20 bis 80,
Fruchtknoten besetzt. Bei einigen Arten vergrofert sich der Fruchttrager zur Blitezeit,
jedoch selbst bei denjenigen bei denen er fleischig wird (Potentilla indica) fallt er bei
der Fruchtreife nicht ab, wie dies bei der Erdbeere der Fall ist. (Graf S.50ff.; Wolf 1908)

1.2.2 EMBRYOSACK UND POLLEN

Gebildet wird der weibliche Gametophyt, der Embryosack oder Megagametophyt, im
Inneren des Nuzellus, dem Zentrum der im Fruchtblatt befindlichen Samenanlage. Das
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Bildungsgewebe des weiblichen Gametophyten wird weibliches Archespor genannt.
Im Gegensatz zu den meisten anderen Angiospermen ist die den Nuzellus umgebende
Epidermis der Potentillen mehrschichtig. Zur Spitze hin nimmt die Zahl der Schichten
zu und es formt sich eine Epidermiskalotte. Initialzellen des Archespors werden als
Archespormutterzellen (AMZ) bezeichnet. Sie gehen aus subepidermalem Gewebe
hervor und konnen sich noch mitotisch teilen. Die Archesporzellen entstammen
entweder direkt den AMZ oder einer deren Tochterzellen. Diese wiederum sind direkter
Ursprungsort der Embryosackmutterzelle (EMZ), die selbst noch diploid (2n) ist und
somit der sporophytischen Generation angehort. Untersuchungen an pseudogamen
Potentilla unterschiedlicher Grade an Sexualitat haben ergeben, dass die Neigung zur
Meiose in Richtung der spéter gebildeten Zellen abnimmt.

Der Embryosack entsteht aus der chalazalen, das hei3t der Mikropyle abgewandten,
Embryosackzelle der aus der Meiose der EMZ hervorgegangenen Tetrade, wahrend sich
die restlichen drei Zellen zuriickbilden. Die zelluldre Ausdifferenzierung des
Embryosacks findet im Anschluss an die Zellteilungsschritte dessen Entwicklung statt
und entspricht dem Polygonum-Typ. In seinem Grundschema besteht der weibliche
Gametophyt aus sieben Zellen mit insgesamt acht Zellkernen. Es kommt zur Anlage des
aus zwei Synergiden und der von ihnen umgebenen Eizelle bestehenden Eiapparates am
mikropylaren Pol, der drei Antipoden am chalazalen Pol, sowie der beiden Polkerne der
Zentralzelle. Vereinigen sich die Polkerne vor der Befruchtung wird von einem
sekundaren Embryosackkern gesprochen. Durch Verschmelzung mit einer der beiden
Spermazellen des Pollens entsteht der priméare Endospermkern.

Das mannliche Archespor, das generative Gewebe der im Querschnitt rechteckigen
Anthere, entwickelt sich in deren vier Kanten. Die Pollenurmutterzellen werden nicht
zum Archespor gezahlt, da sie im Teilungsverhalten typische Eigenschaften vegetativ
meristematischer Zellen aufweisen. Erst mehrere mitotische Teilungen spéater
entwickeln sich Tochterzellen der Pollenurmutterzellen zu Pollenmutterzellen (PMZ).
Die in der Regel vier haploiden Mikrosporenkerne entspringen den beiden
Reduktionsteilungen der Meiose einer PMZ.

Zur Ausbildung des mannlichen Gametophyten teilt sich der Kern der Mikrospore.
Bei dieser sogenannt ersten Pollenkornmitose entstehen eine vegetative und eine
vergleichsweise kleine generative Zelle. Pollen der Rosaceae werden in diesem
Zweikernstadium ausgeschittet. In einer spateren zweiten Pollenkornmitose teilt sich
die generative Zelle in zwei Spermazellen, wodurch der Pollen dreikernig wird. Kommt
der ausgestaubte Pollen auf einer Narbe zu liegen, beginnt er zu keimen, indem sich ein
Pollenschlauch ausbildet. Der die beiden Spermazellen fiihrende Pollenschlauch
durchwéchst den Griffel bis zum Erreichen der Mikropyle des Embryosacks.

(Asker & Jerling 1992 S.49; Graf S.154ff.; Rutishauser 1969; Purves et al. 2002
S.521ff.)
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1.2.3 REPRODUKTIONSMECHANISMEN

Der klassische sexuelle Weg der Fortpflanzung erfordert doppelte Befruchtung des
weiblichen Gametophyten durch die beiden Spermazellen. Hierbei dringt der
Pollenschlauch héaufig Gber eine der Synergiden in den Embryosack ein und gibt die
Spermazellen ab. Eine von ihnen befruchtet die Eizelle. In der Regel geht ein diploider
(2n) Keimling aus der sexuellen Reproduktion hervor. Die zweite Spermazelle wandert
zu den, den priméren Endospermkern darstellenden, Polkernen. Durch Verschmelzung
entsteht das meist triploide (3n) Endosperm.

Neben dieser tblichen Art der Entstehung von Tochterpflanzen ist bei Potentilla und
deren Verwandten in verschieden starker Auspragung die Anlage zu einem oder
mehreren Wegen der asexuellen Fortpflanzung weit verbreitet. Im Folgenden verwende
ich hierfiir den Begriff Apomixis im Sinne einer die Bliten involvierenden asexuellen
Entwicklung einer Tochtergeneration. Apomixis bezeichnet die Ausbildung eines
Embryos ohne dass zuvor eine Reduktionsteilung und Befruchtung stattgefunden hat.
Synonym wird der Ausdruck Agamospermie verwendet. Sie kann auch als
pseudosexuell beschrieben werden, wobei es allerdings zu Verwechslungen mit dem
Spezialfall der Pseudogamie kommen kann. Abgesehen von spontan entstandenen
Embryos, die in den bestehenden Embryosack einwandern unterscheidet man zwei
Typen apomiktischer Embryosackentstehung: Aposporie und Diplosporie. Diese beiden
Wege der Fortpflanzung werden gemeinsam gametophytische Apomixis genannt. In
Abgrenzung zur Apogamie, bei der der Embryo aus anderen Zellen des Embryosacks
hervorgeht, wird eine asexuelle Fortpflanzung die den Embryo aus einer Eizelle
hervorbringt als Parthenogenese bezeichnet. Den unterschiedlichen Definitionen der
Pseudogamie ist gemein, dass hier zur Entstehung eines Samens die Polkerne
notwendigerweise befruchtet werden mussen, wahrend die Befruchtung der Keimzelle
ausbleibt. Ihr steht die induzierte spontane oder autonome Embryogenese gegenuber.

Aposporie bezeichnet das Hervorgehen des Embryosacks aus vegetativen Zellen der
Samenanlage. Benannt nach der Gattung bei der der hier vorliegende spezielle Vorgang
dieser Gametogenese zuerst beobachtet wurde entstehen apospore Embryonen bei
Potentilla nach dem Hieracium-Typ. Das heift, die Embryosackentwicklung aus einer
eben somatischen Initialzelle entspricht weitgehend jener der sexuellen Fortpflanzung.
Das Genom der durch Mitose der Initialzelle entstandenen Embryosackzellen ist jedoch
unreduziert. Sie sind genetisch ident mit den Zellen der Mutterpflanze. Im Fall der
Diplosporie entwickelt sich der Embryosack aus dem generativen Archespor. Im
Vergleich zur sexuellen Fortpflanzung findet jedoch keine typische vollstdndige Meiose
statt (Abbruch der Meiose oder Restitutionskernbildung). Auch dieser Weg
apomiktischer ~ Gametophytenbildung  fuhrt  zu  unreduzierten,  maternalen
Embryosackzellen und schliellich Embryonen. Der bei Potentilla-Arten gefundene
Antennaria-Typus lasst sich als reduzierte erste Reduktionsteilung und Ausfallen der
zweiten Reduktionsteilung beschreiben. Es entstehen zwei unreduzierte Zellen von
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denen eine via Mitosen den achtkernigen Embryosack hervorbringt. Wie der
Hieracium-Typ der Aposporie stellt auch der Antennaria-Typ der Diplosporie eine
Weiterentwicklung des sexuellen Polygonum-Typs der Embryosackentstehung dar.
Studien an aposporem Weilldorn (Crataegus; Rosaceae, Spiraeoideae, Tribus Pyreae)
ergaben, dass das Verhétnis von maternalem zu paternalem Beitrag zur DNA des
Endosperms bei Apomikten nicht 2:1 betragen muss. Das in Samen tetraploider, 4x,
Individuen gefundene decaploide, 10x, Endosperm entstammt vermutlich der
Verschmelzung einer reduzierten Spermazelle mit zwei unreduzierten Polkernen des
Embryosacks (Talent & Dickinson 2007a). Auch die Beteiligung beider Spermazellen
an der Bildung des Endosperms eines Apomikten ist moglich (Talent & Dickinson
2007b). Bestaubung durch Pollen entfernt verwandter Arten, sowie ménnliche Sterilitét
und Ausweichen auf Pollen von Biotypen anderer Ploidieniveaus zur Initiation der
Samenbildung, wie bei Potentilla collina beobachtet (Asker & Jerling 1992 S.117), sind
weitere Varianten der Vielfalt der apomiktischen bzw. pseudogamen Fortpflanzung.

Angesichts des mehrzelligen Archespors bei Rosengewdachsen sind hier Grenzfalle in
der Unterscheidung von Aposporie und Diplosporie beschrieben. Gerade auch bei
Potentilla existiert ein Ubergang von generativen zu benachbarten somatischen Zellen,
der mitunter die Mdglichkeit einer eindeutigen Zuordnung einschrankt.

Automixis bezeichnet die Embryogenese durch Verschmelzung zweier reduzierter
Zellen midtterlichen Ursprungs im Embryosack bzw. Uber meiotisch rekombinierter
jedoch chromosomal unreduzierter EMZ.

Unter Androgenese versteht man eine Art ,,midnnlicher Parthenogenese* bei an sich
sexuellen Pflanzen. Hier kommt es zu einem Eindringen der Spermazelle in die Eizelle
und einem anschlieRenden Zugrundegehen des Kerns der Eizelle, sowie dem Entstehen
eines haploiden Embryos paternalen Ursprungs. Eine Art bei der Nachkommen
potentiell durch Androgenese entstehen konnten ist die diploide Potentilla argentea, ein
fakultativer Apomikt. Potentilla argentea wird gemeinhin als obligater Apomikt
betrachtet, jedoch wurde auch bei ihr Sexualitat beobachtet (Holm et al 19964, b, 1997).
Die Existenz einer absoluten Bindung an Apomixis als Fortpflanzungsweg erscheint
fraglich. Andererseits ergaben embryologische Studien an Potentilla intermedia
obligate Aposporie dieser Art. Deren genaue evolutiondre Herkunft, die in einer
Kreuzung von Potentilla argentea und Potentilla norvegica vermutet wird, konnte noch
nicht geklart werden (Asker 1970).

Bei Apomikten ist das Auftreten von Polyploidie und Hybridisierung weit verbreitet.
Die meisten der Pflanzen die sich iber gametophytische Apomixis vermehren weisen
polyploide Genome auf, wéhrend deren sexuelle Verwandte zumeist diploid sind.
Haufig existieren mehrere Niveaus dieser Vervielfaltigung des Genoms
(Ploidieniveaus) einer apomiktischen Art, entstanden durch Befruchtung -einer
unreduzierten Eizelle. Haploide Parthenogenese einer polyploiden Art kann wiederum
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zu einer Herabsetzung der GenomgroRe zu niedrigeren Ploidieniveaus fuhren. Ein
Beispiel hierfur sind hochpolyploide Potentilla collina mit einem Chromosomensatz
von 2n = 84, unter deren Nachkommen Individuen mit 2n = 42 zu finden sind. Es
handelt sich um ein hdufiges Zusammentreffen, hingegen kann nicht behauptet werden,
Polyploidie wirde zwingend mit Apomixis in Zusammenhang stehen, da die groi3ere
Zahl der Polyploiden sexuell ist. Viele Apomikten sind hybridogenen Ursprungs, aber
auch hier ist keine verpflichtende Verkniipfung zuléssig. Es gibt hybride Vertreter der
Gattung Potentilla, die keine Apomikten sind, sowie (selten) nicht hybridogen
entstandene  Apomikten. Eine Hybridisierung zwischen entfernt verwandten
apomiktischen Arten kann bei Arten mit vielzelligem Archespor zu Arten mit
vorwiegend oder ausschlieBlich sexueller Fortpflanzung zurlckfuhren. Auch die
Kreuzung von Potentilla argentea unterschiedlicher Ploidiestufen untereinander fuhrt
mitunter zum Erhalt sexueller Tochterpflanzen.

Allgemein lasst sich uber Apomixis sagen, dass es sich um einen Reproduktionsmodus
zur weitgehenden Fixierung eines sich bewahrenden Genoms handelt. Deren Vorteil
konnte weiters in der vergleichsweise raschen Vermehrung ohne Befruchtungspartner
liegen. Fakultative Apomixis stellt eine Erweiterung der Fortpflanzungsmoglichkeiten
einer Art dar. Wahrend sexuelle Pflanzen in der Regel diploid und deren Apomikten
haufig geradzahlig polyploid sind, kommt triploiden sowie aneuploiden trisomischen
Individuen wie sie fur Potentilla argentea im Zusammenhang mit dem Auftreten
diploid-tetraploid-haploider Zyklen  beschrieben wurden eine Sonderstellung zu.
Anorthoploidie spielt auch in anderen Arten der Gattung Potentilla eine bedeutende
Rolle.

(Asker & Jerling 1992; Rutishauser 1969)

1.2.4 FRUCHTCHEN

Bei erfolgreicher Befruchtung oder Anregung einer ungeschlechtlichen Embryogenese
entsteht aus den zahlreichen Fruchtknoten einer Blite potentiell je eine Nussfrucht, die
als Nisschen bezeichnet wird. Aber auch eine Bezeichnung als Einblatt-Frucht ist in der
Literatur zu finden (Graf S.53). GemaR der Definition einer Nussfrucht handelt es sich
um SchlieBfriichte mit trockener Fruchtwand. Da aus einer Bliite mehrere dieser Frichte
in Sammelfrucht zusammengefasst hervorgehen, werden die Einzelfriichte Friichtchen
genannt (Fischer et al. 2005 S.101, 103). Die Lange der einzelnen Friichtchen betrégt
etwa einen Millimeter. Die Nusschen kénnen behaart oder unbehaart sein und auch die
Farbe und &uRere Struktur der Fruchtwand, sowie die GroRe des gesamten Friichtchens
variieren nach Art. Wolf legte bei seiner Systematik der Potentillen neben der
Behaarung besonderes Augenmerk auf die Form der Griffel. Er unterschied gemaR der
Form sechs Haupttypen. Anhand derer teilte er die Gattung in Subsektionen ein. Die
neuen phylogenetischen Erkenntnisse unterstiitzen die morphologischen Kriterien Wolfs
zur Artumgrenzung sowie der Abgrenzung dieser infragenerischen Gruppen (Wolf
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1908), die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen diesen Taxa haben jedoch
grundlegende Korrekturen erfahren (Eriksson et al. 1998, Dobes & Paule 2010).

Bestehend aus zwei Keimblattern und einer Keimwurzel bildet der Embryo das zentrale
und weit grofite Element des Frichtchens. Typisch fiir Keimlinge der Rosaceae ist er
leicht gekrimmt. Des Weiteren ist vielen Rosengewéchsen ein schmales bis als nahezu
vernachlassigbar beschriebenes Endosperm zu Eigen. Potentilla monspeliensis wurde
zur zeichnerischen Dokumentation des als schmal bezeichneten Endosperms
ausgewahlt. Potentilla anserina, Potentilla palustris und Potentilla tridentata sind
Beispiele fiir Arten deren Embryo von nahezu keinem Endosperm umgeben ist (Martin
1946). In seiner Funktion als Nahrgewebe ist die Auspragung des Endosperms abhangig
vom Entwicklungsstadium des Samens. Bei vollentwickelten Samen der Familie
Rosaceae ist entweder nur eine diinne Schicht oder gar kein Endosperm mehr zu finden,
wie dies bei Pflanzen des Tribus Potentilleae Focke der Fall sei (Kalkman in Kubitzki
2004 S.347 & S.366 , Karssen in Kigel et al. 1995 S.345).
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2 ZIELSETZUNG DER DIPLOMARBEIT

Eines der Probleme bei der Erforschung des variablen Reproduktionsmodus von
Potentilla sensu lato (Rosaceae) stellt die in morphologischen Untersuchungen
festgestellte im GroRenvergleich zum Embryo durftige Auspragung des Endosperms als
schmale den Embryo umgebende Zone dar (Martin 1946). Anhand eines breit
angelegten durchlusszytometrischen Screenings wurde die Durchflusszytometrie aus
Saatmaterial extrahierter Zellkerne als geeignete Methode fir die Erforschung der
Reproduktionswege von Pflanzen beziglich des Vorliegens einer asexuellen
Fortpflanzung etabliert. Hierbei wurden Zellkerne der Samen 32 verschiedener
monokotyler und dikotyler Arten isoliert und deren DNA mittels DAPI (4°,6-diamidino-
2-phenylindole) gefarbt. Die relative Fluoreszenz der markierten DNA wurde mit einem
FACSTARPYS-Gerit (Becton-Dickinson) gemessen. Zur Messung kam bei Dikotylen
jeweils ein Pool von Zellkernen, die aus bis zu 50 Samen der entsprechenden Art
gewonnen wurde. Das Gerdt namens PLOIDY ANALYZER der Firma Partec erwies
sich ebenfalls als zur Messung der Samen-DNA geeignet. Fir Potentilla argentea
standen Verhéltnisse der Genomgrélie von Embryo und Endosperm von 2:3 und 2:5 zu
erwarten. Im Rahmen dieser Studie konnte keine klare Abgrenzung der die DNA des
Embryos respektive des Endosperms anzeigenden Erhebungen im Diagramm (peaks)
und somit kein Ergebnis erzielt werden (Matzk et al. 2000).

Ziel meiner Diplomarbeit ist es, in Anlehnung an die eben erwéhnte Publikation eine
geeignete Methode zum  durchflusszytometrischen  Informationsgewinn  zur
Reproduktion der Gattung Potentilla sensu lato zu erarbeiten, anhand der sich
(ungeachtet deren Ploidiestufen n = a*x) sexuell entstandene Individuen von aus
Apomixis hervorgegangenen Samen unterscheiden lassen. Im Gegensatz zu Matzk et al.
werde ich in den einzelnen Proben jeweils lediglich die aus einem Friichtchen
extrahierten Zellkerne zur Messung bringen.

Hierbei wird ein Vergleich der Gerate Partec Ploidy Analyser und FACSCalibur
(Becton-Dickinson) inklusive der fur die beiden Gerate ermittelten Verfahren zur
Extraktion und Farbung der DNA angestrebt. Hauptziel ist es fur eine mdglichst grofle
Zahl von Arten eine zuverldssige Darstellung der GroRenverhaltnisse der Zellkern-
DNA-Gehalte von Embryo und Endosperm zu erlangen, sowie daraus erste
Rickschliisse ber deren Reproduktionsweg zu ziehen und deren Deckung mit
bisherigen Beobachtungen zu ermitteln.

Ein weiterer Bereich meiner Diplomarbeit werden Untersuchungen zu Morphologie und
Anatomie der Nussfriichtchen sein. Hierbei werde ich von Friichtchen der Arten
Potentilla velutina und Potentilla pusilla mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms zur
Mikroskopie geeignete Schnitte herstellen. Diese werden anschlieBend teils mittels
Phloroglucin-Salzsdure oder Safranin und Astrablau gefarbt in Euparal® fixiert. Daraus
plane ich eine makroskopische Ubersicht tber ein Nisschen im Langsschnitt zu
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erstellen, aus der unter anderem Information tber die GroRe des Embryos und des
Endosperms, sowie zur Abgrenzung der einzelnen Schichten des Friichtchens gewonnen
werden soll. Fotos von Ausschnitten der Préparate in verschiedenen VergrélRerungen
und einzelne anatomische Zeichnungen sollen beitragend Aufschluss Uber die
unterschiedlichen Gewebearten geben.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Als Tréger des meisten Erbmaterials ist der Zellkern von besonderem Interesse fur die
Erforschung der pflanzlichen Phylogenie und Reproduktion. Der Ersatz enzymatischer
Isolation durch Homogenisierung des Gewebes mittels Rasierklingen zur Gewinnung
der Zellkerne, sowie die Mdoglichkeit die darin enthaltene DNA selektiv und
stochiometrisch mittels Fluorochromen zu farben lieRen die Durchflusszytometrie zur
Methode der Wahl werden, um den DNA-Gehalt der Zellkerne zu messen. Gemessen
wird die relative Intensitdt der Fluoreszenz. Die Mdoglichkeit den Side Scatter als
weiteren Parameter mitzubestimmen und eine Video-Kontrolle des Probenflusses gelten
als empfehlenswert. Die gleichzeitige Messung der DNA von Embryo und Endosperm
eines Samens ermdglicht Ruckschlisse auf dessen reproduktive Entstehung (Dolezel et
al. 2007; Dolezel et al. 2007 in: Dolezel et al 2007). Um Begriffsverwechslungen mit
mikroskopischen Methoden der Karyotypisierung (Suda et al. 2006) zu vermeiden
mochte ich betonen, dass sich meine Arbeit rein auf die durchflusszytometrisch
gemessene Intensitat der Gesamtfluoreszenz der einzelnen Zellkerne bezieht.

Das von mir verwendete Saatmaterial stammt aus Wildsammlungen und Botanischen
Gérten. Es besteht vor allem aus Fruchtchen deutscher Populationen. Die fir meine
Messungen getroffene Auswahl umfasst nach derzeitiger Bestimmung 47 Arten, die vier
verschiedenen Gattungen der Gattung Potentilla sensu lato zugeordnet sind, sowie bei
einigen Arten Populatonen unterschiedlicher Standorte und Unterarten. In Summe setzt
sich mein Probenmaterial aus den Frichtchen 80 getrennter Populationen zusammen.
Zu den Frichtchen der einzelnen Arten und Standorten existiert Herbarmaterial dessen
taxonomische Zuordnung unter Umstadnden Revision bedarf.

Zur Probenvorbereitung werden die Nusschen einzeln in eine Petrischale (5,5 cm
Durchmesser) gelegt, mit einer Rasierklinge (Wilkinson, Astra) der Breite nach halbiert
und durch ein Binokular der Keimling beurteilt. Nur Friichtchen deren Same voll
entwickelt ist werden als Probenmaterial ausgewéhlt. Die Kriterien sind, dass Embryo
und Endosperm das Innere des Frichtchens ausfllen, fleischig sind und beige bis grau
schimmern. AuBenfarbe und Beschaffenheit der Fruchtwand wird hierbei keine
Beachtung geschenkt. Pro Population (Materialnummer) und Gerét werden zwei Proben
aufbereitet, pro Probe werden die Zellkerne eines Friichtchens extrahiert. Die beiden
Klingen einer Rasierklinge zu trennen und des Weiteren die L&nge der Schneide zu
halbieren erleichtert die Handhabung.

Die Extraktion der Zellkerne erfolgt mittels Seed-Buffer und unterscheidet sich ob der
unterschiedlichen ~ Fluorochrome  leicht  fir  die  beiden  verwendeten
Durchflusszytometer.
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Zusammensetzung des Seed-Buffers (200 ml)

0,21¢g MgCl, x 6H,0 (Fluka)
10g NaCl (Roth)

2,42 g Tris (Roth)

0,18 ¢g Triton-X-100 (Merck)
18¢g Na-Citrat x 2H,0

Die eingewogenen Substanzen werden in destilliertem Wasser geldst. Mittels HCI conc.
wird die Losung auf pH7 eingestellt und mit destilliertem Wasser auf 200 ml aufgefullt.
AnschlieBend wird der fertige Buffer durch einen Spritzenfilter (PorengroRe 20 pum)
filtriert und gekihlt aufbewahrt. (modifiziert nach Matzk et al. 2001)

Anregungs- Emissions- .
. ) B} Geeignete
Fluorochrom Bindungsmodus  wellenlange wellenlénge Anreaun
(nm) (nm) gung
Ar'-Laser
(488nm)
Propidium- Interkalation,
538 617 .
lodid unselektiv gruner
Festkorperlaser
(532 nm)
4¢,6-diamidino- Bogenlampe
O-CIAMIAING™ At celektiv 359 461 gentamp
2-phenylindol (UV-Spektrum)

Tabelle 1 Fluorochrome nach Dolezel et al. 2007

3.1.1 PLOIDY ANALYSER (PARTEC)

Der Ploidy Analyser (partec) ist ein speziell fur die Anwendung in Botanik und
Agrowissenschaften entwickeltes Durchflusszytometer. Die Tastatur zur Einstellung
und Steuerung sowie ein Bildschirm zur Beobachtung laufender Messungen sind in das
Gerét integriert. Als Hiillstrom und zum Spilen der Kapillare zwischen den Messungen
dient bidestilliertes Wasser. Der fir meine Messungen zur Verfiigung stehende Ploidy
Analyser enthélt eine HBO Quecksilberdampflampe als anregende Lichtquelle.
Dementsprechend ist hier DAPI das Fluorochrom der Wahl zur Markierung der in den
einzelnen Zellkernen enthaltenen DNA.
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Abbildung 1 partec Ploidy Analyser

Histogram Resolution 512

Sample Prerun Time 2,00 sec

Clean Time 5,00 sec.

Display 1 Parameter

Peak Analysis ON

Auto File Storage ON

Data Storage HIST

Transfer Type FCS

All other settings OFF

Software Version CA3 1.315 9/1998
GAIN nach Bedarf variiert
RATE etwa 10/sec.

L-L (lower level) variiert, ab 10

Tabelle 2 Gerateeinstellungen Ploidy Analyser
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Das Fluorochrom DAPI ist dem Isolationspuffer bereits bei der Zubereitung zuzufligen.
Auf 200 ml Buffer kommen 0,2 mg DAPI (2 ml DAPI stock solution, 10 mg/ 100 ml).

In der weitern Probenvorbereitung werden die zur Messung ausgewahlten Friichtchen
mit je 1 ml Isolationspuffer versetzt. Das entspricht 2ug DAPI pro Probe. Mit der
(geviertelten) Rasierklinge wird das Fruchtchen zerkleinert. Nach dem Zerkleinern wird
die Probe ein paar Minuten stehen gelassen. Fir jede Probe wird eine frische Klinge
verwendet. AnschlieBend wird der die markierten Zellkerne enthaltende Puffer mit Hilfe
eines CellTrics®-Filters (Maschenweite 20 pm) in ein Rundboden-Plastik-Messrohrchen
abgetrennt und die Probeldsung zur Messung gebracht.

3.1.2 FACSCALIBUR (BECTON, DICKINSON AND COMPANY)

Das Durchflusszytometer BD FACSCalibur™ wurde zur Anwendung in weiten
Bereichen der biomedizinischen Forschung und Klinik entwickelt. Es handelt sich um
ein Multiparametersystem. Die Anregung der Fluoreszenz geschieht durch zwei Laser,
einem Argon-Laser (488 nm) und einem roten Dioden-Laser (etwa 635 nm) (Becton,
Dickinson and Company 2009). Die Steuerung und Aufzeichnung der Messungen
erfolgt weitgehend lber einen dem Gerét angeschlossenen Macintosh® Computer und
die Software BD CellQuest™ Pro v.5.2.1, mit der die erhaltenen Messdaten auch
ausgewertet werden. Das verwendete Fluorochrom ist Propidiumiodid (PI). Gemessen
werden Kanal P-2 (SideScatter (SSC)) und Kanal P4 (FL 2) in linearem Modus mit den
in nachfolgender Tabelle angefiihrten weiteren Einstellungen (instrument settings).

Kanal Detektor Voltage AmpGain Threshold

P1 FSC E00 8,31 Primary Parameter: P2
P2 SSC 520 1,0 Value: 52

P3 FL1 600 1,0 Compensation: -

P4 FL2 500 1,0

P5 FL3 650 1,0

Tabelle 3 Gerateeinstellungen BD FACSCalibur

Den Zufluss des den Hullstrom bildenden FACS-Puffers sowie dessen Abfluss
gemeinsam mit der gemessenen Probe bewerkstelligt das FACSFlow™ Supply System.
Als am Gerét selbst einzustellende Flussgeschwindigkeit wird lo gewahlt.
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Zusammensetzung des FACS-Puffers (5 I):

40,6 g NaCl

1,3 g KH2P04
11,75 ¢ Na;HPO,
149 KCI
2,15¢ LiCl

10g NaNs3
18¢g Na-EDTA

pH 7,37, sterilfiltriert

Die Isolation der Nuklei des Embryos sowie des Endosperms aus den Nisschen erfolgt
fur die Messung durch das BD FACSCalibur mit Isolationspuffer wie er oben
beschrieben wurde ohne Fluorochromzusatz. Pro Nisschen werden 0,5 ml
Isolationspuffer verwendet. Das Zerkleinern und Abfiltrieren der in den Puffer
extrahierten Nuklei wird in gleicher Weise durchgefuhrt wie zur Analyse durch den
Ploidy Analyser. Allerdings erfolgt hier die Filtration in Eppendorfgefae und den
Proben wird in einem Zwischenschritt je 20 pl RNase stock solution (3 mg/ml)
zugefligt, um Fehler durch in RNA interkalierendes Propidiumiodid zu vermeiden.
Inkubiert wird etwa 40 min bei 30°C. 15 Minuten bis ein paar Stunden vor der Messung
wird abschliefend das Flourochrom hinzugegeben. Jede Probe wird mit 50 pl PI stock
solution (1 pg/pl) versetzt und zur Messung in ein Rundboden-Plastikmessréhrchen
uberfihrt.

\JL

Abbildung 2 BD FACSCalibur
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3.1.3 AUSWERTUNG

In einer Darstellung der relativen Intensitdt der Floureszenz gegen die Zahl der
detektierten Kerne ergeben sich im Histogramm Erhebungen, peaks, deren mittlere
Floureszenzwerte im Verhaltnis den Mengen an DNA in den Zellkernen der Friichtchen
entsprechen. Fir Embryos ist das in der Regel 2n, fur Endosperm stehen je nach
zugrundeliegendem Fortpflanzungsmodus 3n oder 5n zu erwarten. Da es sich um
mitotisch aktives Gewebe handelt, sind Peak-Paare der Gestalt 2C — 4C und 3C — 6C
beziehungsweise 5C — 10C als Abbild vorliegender G2-Phasen der entsprechenden
Zellkerne moglich (Greilhuber et al. in Dolezel et al. 2007). Die absoluten Werte der
Messungen, die von der als C-value angegebenen GenomgréRe sowie der
Feineinstellung des Durchflusszytometers abhéngen, sind fiir diese Untersuchung nicht
mafgeblich. Auch ist die Verwendung eines Standards hier nicht nétig.

Fur den Ploidy Analyzer erfolgt die Datenauswertung tber das Computerprogramm
FloMax Software© Version 2.4d. Die Daten der einzelnen Messungen werden in das
vorgegebene Histogramm-Schema geladen und die Peaks Uber die Funktion Gating
Region Range entlang der Abszisse eingegrenzt. Zur Berechnung der Verhéltnisse der
GenomgrolRen der Zellkerne von Embryo und Endosperm werden die Mittelwerte
(Mean-X) der so entstandenen Bereiche (RN1, RN2, ...) entlang der Floureszenz-Skala
herangezogen.

Zur Auswertung der durch das FACSCalibur gewonnen Daten ist ausschlaggebend,
dass sowohl Floureszenz als auch SideScatter bestimmt wurden. Zundchst werden die
Daten in einen DotPlot geladen, der die Fluoreszenz (Abszisse) gegen den Side Scatter
(Ordinate) zeigt. In dieser Darstellung werden Haufungen von Messpunkten umgrenzt
und als Regions (R1, R2, ...) definiert. Zur Kontrolle der Regionen werden diese in eine
Histogrammdarstellung, Floureszenz gegen Zahl der Detektionen, der gesamten
Messung kopiert. Ein DensityPlot der Messung kann bei der Orientierung hilfreich sein.
Aus einer Statistik der innerhalb der definierten Bereiche liegenden Messungen lassen
sich die Mittelwerte X-Mean der einzelnen Regions ablesen, die zueinander ins
Verhaltnis gesetzt werden.

Bei beiden Messgeraten sind es die Verhaltniszahlen der Floureszenzwerte von
Embryo- und Endosperm-DNA aus denen Rickschlisse auf den jeweiligen
Fortpflanzungsmodus der Individuen im Hinblick auf die unterschiedlichen Arten
gezogen werden. Da pro Gerat und Art nur zwei Individuen gemessen werden, kann die
Auswertung rein deskriptiv und orientierend sein (Greilhuber et al. in Dolezel et al.
2007). Der CV (Coefficient of wvariation), angegeben in Prozent, dient als
Qualitatsmerkmal der einzelnen Peaks.
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3.2 MIKROSKOPIE

Die Schnitte zur Mikrokopie der Frichtchen werden mittels Rotationsmikrotom
(Microm HM 325) gefertigt. Hierfur werden je zwei bis drei Friichtchen zur chemischen
Fixierung in einen Block Kunstharz (Fixiermedium + Harter | & Il) gegossen, der auf
ein Tischchen aus Hartplastik geklebt wird.

Zusammensetzung des Fixiermediums (FAA — Formaldehyd, Acetic acid, Alcohol):

Ethanol (70%) 700ml
Formaldehyd (40%) 200ml
Eisessig 100ml

Vor dem Einbetten werden die Friichtchen im Exsiccator entluftet und zur besseren
Durchdringung vorsichtig mit einer Insektennadel angestochen. .

Die fertigen Praparate werden unmittelbar vor dem Schneiden erwarmt und das Harz so
eng um die Fruchtchen wie mdglich und nach unten spitz zulaufend zurechtgeschnitten.
Anschlielend werden die Proben senkrecht in das Mikrotom eingespannt. Die
Schnittflache wird mit destilliertem Wasser befeuchtet. Harz und Friichtchen werden an
der Schnittflache leicht feucht gehalten und durch regelmé&RBig zlgiges Drehen der
Kurbel nicht zu rasch tber die Klinge gezogen. Die Schnitte werden mit einer feinen
Pinzette in einen Tropfen destilliertes Wasser auf einen entfetteten Objekttrager gelegt.
Hier konnen sie falls erforderlich mit feinen Prépariernadeln von anheftendem
Kunstharz befreit und in eine geeignetere Lage gedreht werden. Auf dem Objekttrager
fixiert werden die Schnitte durch Trocknen auf einer etwa 70°C heiRen Heizplatte. Die
fixierten Objekte kdnnen gefarbt werden.

Abbildung 3 Arbeitsplatz Mikrotom
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Klinge C; symmetrisch
Klingenneigung 9

Schnittdicke 5-10 pm
Tabelle 4 Microm HM 325 Einstellungen

Phloroglucinol-Salzsaure-Farbung
Phloroglucin féarbt verholzte Zellwande (Lignin) rosa.

Reagenzien: Phloroglucinol-Losung; 2N HCI; destilliertes Wasser.

Durchfiihrung: Auf die zu farbenden Objekte wird wenig Phloroglucinol-Lésung
aufgebracht und ein paar Minuten einwirken gelassen. Danach wird ein wenig 2n HCI
zugetropft. Die Farbelésung wird mit saugfahigem Papier von den Objekten gezogen
und die gefarbten Objekte mit ein paar Tropfen Wasser gewaschen, die wiederum von
der Seite abgesaugt werden.

Safranin-Astrablau-Farbung
Unverholzte Zellwande werden durch Astrablau blau, verholzte Zellwédnde durch
Safranin rosa bis rot gefarbt.

Reagenzien: 0,5% Astra-Blau in 0,5%iger Essigsdure; 0,5%ige Safraninlésung
(wassrig); destilliertes Wasser.

Durchfiihrung: Die beiden Farbeldsungen werden gemischt, sodass etwa 25 Teile
Astrablau-Losung auf einen Teil Safraninlésung kommen. Die Objekte werden fur ein
paar Minuten in ein Bad dieser Mischung gelegt. Danach wird Uberschussiger Farbstoff
vorsichtig mit destilliertem Wasser vom Objekttrager gesplilt.

(Braune et al. 1994)

Die getrockneten Objekte werden als Dauerpraparate in Euparal® gebettet und mit
einem Deckglas geeigneter GroRe bedeckt. Mikroskopiert werden die fertigen
Dauerpraparate.
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Abbildung 4 Arbeitsplatz Mikroskop

Mikroskop Nikon Optiphot-2
Kamerasystem Nikon DS-5M-L1
Okular 10x

Objektive 2X; 4x; 10x; 20x; 40x; 60x
Tabelle 5 Nikon Mikroskop — Daten

Uberblicke ganzer Schnitte sowie Ausschnitte einzelner Objekte  werden in
verschiedenen VergroRerungen fotografiert. Anatomische Zeichnungen werden
entweder frei Hand oder mit Hilfe eines Zeichentubus angefertigt. Anhand von Fotos
geringer vergroferter (L&ngs-)Schnitte wird eine makroskopische Darstellung des
Schichtbaus der Friichtchen erstellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die nach den im vorangehenden Kapitel ausfihrlich beschriebenen Methoden
durchgefuhrten durchflusszytometrischen Messungen haben eine Messbarkeit der
Zellkern-DNA des Embryos sowie Endosperms fur viele, aber nicht alle gemessenen
Populationen ergeben. Uber die Bestimmung der Mittelwerte der Fluoreszenz und deren
Verhaltnis konnten fir sexuelle Arten beziehungsweise Individuen Werte um 1,5
berechnet werden. Das entspricht einem erwarteten Verhéltnis der Zellkern-DNA-
Gehalte von 2:3 flr einen 2n Embryo und ein 3n Endosperm, die aus der doppelten
Befruchtung hervorgegangen sind. Einige bekannt apomiktische Arten konnten mit
Verhaltniswerten von etwa 2,5 bis 3,5 eindeutig als solche identifiziert werden. Die
Ergebnisse ein paar einzelner Messungen sind nicht den Erwartungen entsprechend oder
aufgrund von Mehrdeutigkeit gesondert zu besprechen. Bei nicht auswertbaren
Messungen konnte zumeist lediglich eine gehdufte Fluoreszenz einer Intensitat
beobachtet werden. Diese ist vermutlich der DNA der embryonalen Zellkerne
zuzuordnen. Das Fehlen eines zweiten peaks deutet auf eine vergleichsweise geringe
Ausbildung oder ein Fehlen des Endosperms hin. Bei manchen — fraglich —
apomiktischen Friichtchen setzt sich der Fluoreszenzwert fur das Endosperm aus der
Vermessung von nur circa 20 Zellkernen zusammen. Durch die Messung von
mindestens zwei Individuen einer Population pro Gerét lieBen sich lediglich fir drei
Populationen jeweils an einem Gerét keine Haufungen von gemessener Fluoreszenz
erkennen (Potentilla nitida L. (FACSCalibur), Potentilla valderia L. (Ploidy Analyser)
Potentilla villosa (FACSCalibur)). Die besagten Populationen von Potentilla nitida und
Potentilla valderia konnten am jeweils anderen Gerat durch Messung dreier respektive
zweier Individuen als sexuell bestimmt werden. Eine auswertbare Messung von
Potentilla villosa am Ploidy Analyser deutet auf das Vorliegen von Apomixis hin.
Gelegentlich treten peaks auf die im Fluoreszenz-Verhéltnis von 2:1 zu einem
(zahlenméaRig prominenten) dem Embryo zugeordneten peak stehen. Diese werden als
G2-Phase mitotischer Zellkerne des embryonalen Gewebes gewertet und scheinen,
sofern sie eindeutig sind, nicht in der Ubersicht aus den Messungen bestimmter
Verhaltniswerte auf, wie auch vereinzelt messbare G2-Phasen endospermaler Zellkerne.
Die in der Regel eindeutige Zuordenbarkeit G2-Phasen indizierender
Fluoreszenzhdufungen unterstutzt die Zuverlassigkeit der Methode. Bisweilen starke
Fluoreszenz im Hintergrund erschwert bei einigen Proben das Eingrenzen der
Messwerte und den Erhalt eines entsprechend richtigen Mittelwerts aus den
ausgewahlten Bereichen. Die allermeisten Populationen wiesen eine gute Qualitét der
Fruchtchen auf. Haufig gentigten zwei bis drei Frichtchen, um zwei Frichtchen zur
Messung zu bringen. Eine Population, Potentilla erecta (L.) Réuschel Materialnummer
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Ptl2889, wurde wegen der sichtbar schlechten Qualitdt von 10 getffneten leeren
Frichtchen nicht zur Messung gebracht.

Der coefficient of variation (CV; Variationskoeffizient) fur am Ploidy Analyser
durchgefihrte, in vollem Umfang auswertbare Messungen liegt bei Werten des
Embryos h&ufig um 9. Jedoch gibt es auch zahlreiche Messungen deren CV der
embryonalen Zellkerne bei etwa 5 liegt. Die Messungen durch das FACSCalibur weisen
folgende relative Standardabweichung der von Hand in einer zweiparametrigen
Darstellung (SideScatter gegen Fluoreszenz) eingegrenzten peaks auf: Fir
Endospermzellkernen zugeordnete Messungen ergibt sich ein CV von etwa 3. Flr peaks
embryonaler Zellkerne schwankt der CV zwischen 2,16 und 8,73 mit zahlreichen
Messungen um einen CV von 4,5 Der CV dem Endosperm zugeordneter
Fluoreszenzhaufung liegt zumeist zwischen 3 und 4.

4.1.1 METHODENENTWICKLUNG DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Eine erfolgreiche Messung erfordert ersten Versuchen am Ploidy Analyser zufolge
vitale Samen als Ausgangsmaterial. Als zur Auswahl geeignet hat sich ein
Aufschneiden der einzelnen Friichtchen im Querschnitt und optische Beurteilung des
Embryos und Endosperm durch ein Binokular erwiesen. Das Innere eines Friichtchens
sollte ausgefullt sein von fleischigem Gewebe, das matt weil3, beige oder grau glanzt.
Bisweilen l&sst sich ein rosa Hautchen erkennen, das den Embryo und das Nahrgewebe
durchgehend anliegend umgibt. Ungeeignete Friichtchen weisen ein Inneres auf, das die
Schale nicht ausfillt. Haufig wirken Embryo und Endosperm angetrocknet bis ganz
trocken. Auch ist bei diesem vermutlich nicht gesunden Keimgewebe o6fters ein grau-
grines umgebendes Hautchen zu finden.

Ergebnisse von Messungen bei denen durch Entfernung der Fruchtwand vor der
Zerkleinerung und Isolation der Zellkerne nur der Same verwendet wurde sind mit
denen ganzer Friichtchen vergleichbar. Die Durchflusszytometrie des Isolats der parallel
aufgearbeiteten Fruchtwénde fiihrte zu keiner Detektion von Fluoreszenz. Daraus ergibt
sich, dass die Isolation der Zellkerne aus zerkleinerten ganzen Frichtchen erfolgen
kann. Unreife Fruchtchen deren Wand noch griin war haben sich den Messergebnissen
meiner Proben der Arten Potentilla chinensis Ser. und Potentilla hyparctica Malte zufolge
ebenfalls als verwendbar herausgestellt.

Aus einem Frichtchen koénnen ausreichend Zellkerne erhalten werden, um eine
Messung durchzuftihren. Somit kann eine Probe einem Individuum entsprechen. Durch
das Poolen von 4 bis 6 Friichtchen konnte am Ploidy Analyser in einzelnen Versuchen
keine Verbesserung der Messung erzielt werden.

Aus mehreren getesteten Isolationspuffern (Otto I+11, Zitronensdure-Triton®-X-100-
Buffer und Seed-Buffer) hat sich flr beide Geréate, Ploidy Analyser und FACSCalibur,
die Verwendung des modifizierten Seed-Buffers als einzig zielfihrend erwiesen. DAPI
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muss bereits vor der Isolation und kann nicht knapp vor der Messung der fertig
vorbereiteten Probe zugefligt werden. Das Homogenisieren der Friichtchen wird
erleichtert wenn die Klingen einer Doppelklinge getrennt und in der Lange halbiert
werden. Ein Stehenlassen der im Seed-Buffer (inklusive DAPI) zerkleinerten
Frichtchen vor dem Filtrieren fir 5 bis 10 Minuten verbessert meiner Beobachtung
nach die Qualitdt durch den Ploidy Analyser bewerkstelligter Messungen. Die
Probenvorbereitung bendtigt durch den Zwischenschritt des RNase-Verdaus mehr Zeit.
Dadurch sowie durch die aufwéndigere Einschalt-Routine empfiehlt sich, alle Proben
eines Tages parallel vorzubereiten. Etwa 25 Proben sind auf diesem Weg an einem Tag
bewaltigbar. Das spatere zufiigen des Fluorochroms Propidiumiodid zu den fertig
vorbereiteten Proben mindestens 15 Minuten vor der Messung ist problemlos. Uber
Nacht kénnen sie im Kihlschrank aufbewahrt werden. Bei einmaligem Versuch der
erneuten Messung derselben Proben am Folgetag konnte ich dadurch keine Anderung
der Qualitat der Messungen beobachten.
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Abbildung 5Beispiel eines Auswertungsblattes FACSCalibur, Potentilla pusilla
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Abbildung 6 Auswertungsblatt FACSCalibur a; Potentilla pusilla
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Abbildung 7 Auswertungsblatt FACSCalibur b; Potentilla pusilla
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4.1.2 DATENUBERSICHT DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Tabelle 6 Ubersicht Verhaltniswerte Ploidy Analyser“. Ergebnisse der Messungen durch das
Gerat FACSCalibur sind entsprechend in Tabelle 7 Ubersicht Verhaltniswerte FACSCalibur,
Fruchtchenqualitat“  verzeichnet. Diese Tabelle enthédlt auch Angeben zur
Frichtchenqualitat der einzelnen Populationen in Form einer Gegentberstellung der
Zahlen letztendlich verwendeter und nach optischer Beurteilung als ungeeignet
verworfener Frichtchen. Es handelt sich bis auf wenige Arten, bei denen Angaben aus
Einzelmessungen am Ploidy Analyser hinzugefiigt wurden, um parallel zur am
FACSCalibur durchgefiihrten Messreihe aufgezeichnete Beobachtungen.

Aufgeflhrt sind die Verhaltniswerte der gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitat der
dem Embryo und dem Endosperm jeweils zugeordneten Fluoreszenzh&ufungen.
Einzelne Werte entspringen dem Verhéltnis zweier nicht eindeutig zugeordneter peaks.
Diese werden nachfolgend gesondert besprochen. Daten als sexuell bewerteter
Individuen sind durch rote Schriftfarbe gekennzeichnet, Daten vermutlicher Apomikten
durch blaue. Konnte ich Daten nicht zuordnen, sind diese in schwarzer Schriftfarbe
gehalten. Fur Populationen bei deren Messung am betreffenden Gerét hdchstens eine
dem Embryo zugeordnete Fluoreszenz eingegrenzt werden konnte, ist dies als ,,Em*
vermerkt, konnten fur eine Population keine peaks gemessen werden, so ist das explizit
eingetragen als ,kein Ergebnis“. Leere Zellen bedeuten, dass fiir die betreffende
Population an diesem Gerét keine Messung durchgefiihrt wurde. Des Weiteren ist
festgehalten bei welchen Messungen die exakte Abgrenzung einzelner peaks durch
starke Hintergrundfluoreszenz erschwert wurde (,,viel Hintergrund*), und wenn, wie vor
allem bei Apomikten beobachtet, sich der dem Endosperm zugeordnete peak aus der
Fluoreszenz weniger Zellkerne zusammensetzt (,,En gering®). Entsprechen einander
errechnete Verhéltnisse einiger Messungen schlechter Qualitat und liegt keine eindeutig
auswertbare Messung der betreffenden Population vor, sind diese Daten in einem Wert
zusammengefasst, der als ungefdhre Angabe (,,um®) eingetragen ist.

Tabelle 6 Ubersicht Verhaltniswerte Ploidy Analyser

Art Materialnummer | Verhéltniswerte
Ploidy Analyser

Drymocallis geoides M.Bieb. PtI2755 Em

Drymocallis geoides M.Bieb. Pt12895 En gering 3,01
En gering 3,22

Drymocallis glandulosa subsp. PtI2710 Em

glandulosa (Lindl.) Rydb.

Drymocallis glandulosa subsp. PtI2756 1,64

glandulosa (Lindl.) Rydb. 1,57
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Drymocallis rupestris (L.) Sojak | PtI2905 1,65

Drymocallis rupestris (L.) Sojak | Pt12920 um 1,64

Farinopsis salesoviana (Steph.) | Ptl2830 Em

Chrtek & Sojék (= Potentilla

salesoviana Steph.)

Potentilla (Argentina) leuconota | Ptl12706 1,59

D. Don. 1,61
1,6

Potentilla adscharica Sommier Ptl2868 viel Hintergrund 1,52

& Levier ex R.Keller

Potentilla alchemilloides PtI2703 um 1,45

Lapeyr.

Potentilla argentea L. PtI2712

Potentilla argentea var. calabra | Ptl12801 1,54

(Ten.) Fiori & Paol.

Potentilla atrosanguinea Lodd. | Ptl2810 1,49

ex. D.Don. 1,57
1,56
1,68
1,53

Potentilla aurea L. Pt12935 1,52
1,52
1,53

Potentilla aurea L. Pt12941 1,53
1,59
1,52
151

Potentilla calabra Ten. PtI2708 Em

Potentilla carniolica Kern. Ptl2858 3,02

Potentilla caulescens L. PtI2785 1,51
1,45

Potentilla caulescens L. Pt12880 Em

Potentilla chinensis Ser. PtI2723 1,65

Potentilla clusiana Jacq. Ptl12786 1,51
1,55
1,6

Potentilla crantzii (Crantz) Em

Beck

Potentilla crantzii (Crantz) PtI2709

Beck ex Fritsch

Potentilla crantzii (Crantz) Pt12820

Beck ex Fritsch

Potentilla delphinensis Gren. & | Ptl2851 Em

Godr.

Potentilla erecta (L.) R&uschel Pt12894 Em

Potentilla fissa Nutt. Ptl2726 Em

Potentilla gracilis Dougl. ex Ptl2944 Em

Hook

Potentilla gracilis var. fastigiata | Ptl2711 1,72 & 10,13
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(Nutt.) S.Wats.

Potentilla gracilis var. glabrata | Ptl2888
(Lehm.) Hitchc.
Potentilla grandiflora L. Pt12892 1,57
1,53
1,59
Potentilla grandiflora L. Pt12897 Em
Potentilla hippiana Lehm. Ptl12758 3,12
1,74
Potentilla hippiana Lehm. Pt12930 3,15
Potentilla hyparctica Malte Pt12842 1,61
1,57
Potentilla incana Gaertn. Mey. | PtI2659
& Scherb.
Potentilla longifolia Willd. ex Pt12862 1,54
Schlecht.
Potentilla megalantha Takeda Pt12660 1,56
1,47
1,53
Potentilla megalantha Takeda Pt12843 Em
Potentilla multifida L. Pt12729 3,44
3,35
Potentilla multifida L. Ptl2741 4,23
3,32
2,63
Potentilla nitida L. Pt12969 1,54
1,53
1,53
Potentilla norvegica L. PtI2714 Em
Potentilla norvegica L. Pt12948 Em
Potentilla nuttallii Lehm. Ptl2655 Em
Potentilla ornithopoda Tausch PtI2715 3,54
3,51
3,95
Potentilla ornithopoda Tausch PtI2716 3,47
3,47
3,41
Potentilla pensylvanica L. Pt12656 Em
Potentilla pensylvanica Welsh. | Ptl2765 viel Hintergrund 1,62
& Johnston viel Hintergrund 1,64
Potentilla pulcherrima Lehm. PtI2718 En gering 3,33
En gering 3,24
Potentilla pusilla Host Ptl7143
Potentilla pusilla Host Ptl7144 um 1,57
Potentilla pusilla Host Ptl7145
Potentilla pusilla Host Ptl7146
Potentilla pyrenaica Ram. ex Ptl2919

DC.
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Potentilla pyrenaica Ram. ex PtI2950 Em
DC.
Potentilla recta L. PtI2719
Potentilla recta L. PtI2771
Potentilla recta L. PtI2772 Em
Potentilla recta L. Ptl2811
Potentilla recta L. Pt12879
Potentilla recta L. Pt12912
Potentilla recta L. Pt12929 Em
Potentilla speciosa Willd. Pt12661 1,5
1,47
Potentilla speciosa Willd. Ptl2670 viel Hintergrund 1,64
1,63
Potentilla sterilis (L.) Garcke PtI2788
Potentilla supina L. ssp. supina | Ptl2787 1,49
Potentilla supina L. ssp. supina | Ptl2887 um 1,54
Potentilla thurberi A.Gray ex Pt12699 Em
Lehm.
Potentilla thuringiaca Bernh. PtI2720 Em
Potentilla thuringiaca Bernh. Ptl2917
Potentilla umbrosa Stev. PtI2721 1,56
1,54
Potentilla valderia L. Pt12846 kein Ergebnis
Potentilla villosa Pall. ex Pursh | Ptl2807 3,37
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Pt12650 1,58
Potentilla arguta Pursh) 1,37
1,63
1,54
1,69 (Same)
1,58 (Same)
1,7 (Same)
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Ptl2844 1,61
Potentilla arguta Pursh) 1,64
1,47
1,5
151
154
1,52
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Pt12665 1,54
Potentilla cuneata Wall. &
Lehm.)
Sibbaldia cuneifolia (Bertol.) PtI2906 1,52
Paule & Sojak 1,64
151
1,55
1,50 (Same)
1,57 (Same)

1,55 (Same)
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1,56 (Same)
Sibbaldia tridentata (Aiton) PtI2679 Em
Paule & Sojak
Sibbaldia tridentata (Aiton) Ptl2761 Em

Paule & Sojak (=Potentilla
tridentata Sol.)

Tabelle 7 Ubersicht Verhaltniswerte FACSCalibur, Friichtchenqualitat

Art Materianummer | geeignet: Verhéltniswerte
verworfen FACSCalibur
Drymocallis geoides M.Bieb. PtI2755 02:01 | 1,52
1,6
Drymocallis geoides M.Bieb. Pt12895 02:01| 2,71
Drymocallis glandulosa subsp. | Ptl2710 02:00 | 1,48
glandulosa (Lindl.) Rydb. 1,43
Drymocallis glandulosa subsp. | Ptl2756 02:01 | 1,47
glandulosa (Lindl.) Rydb. 6,12
Drymocallis rupestris (L.) Pt12905 02:00 | Em
Sojék
Drymocallis rupestris (L.) Pt12920 02:03 | 1,5
Sojak
Farinopsis salesoviana (Steph.) | Ptl2830 02:01 | 1,44 (Same)
Chrtek & Sojak (= Potentilla
salesoviana Steph.)
Potentilla (Argentina) PtI2706 02:00 | 1,5
leuconota D. Don. 1,56
Potentilla adscharica Sommier | Ptl2868
& Levier ex R.Keller
Potentilla alchemilloides Ptl2703
Lapeyr.
Potentilla argentea L. PtI2712 02:00 | 2,63
2,92
Potentilla argentea var. Pt12801 10:02
calabra (Ten.) Fiori & Paol.
Potentilla atrosanguinea Lodd. | Ptl2810 10:02 | 1,39
ex. D.Don. 1,4
Potentilla aurea L. Pt12935 07:01 | 1,46
2,7
Potentilla aurea L. Ptl2941 08:10 | 2,81
1,47
Potentilla calabra Ten. Ptl2708 10:03 | Em
Potentilla carniolica Kern. Pt12858 02:01 | Em
Potentilla caulescens L. PtI2785 02:04 | 1,55
Potentilla caulescens L. Pt12880 02:02 | 1,49
Potentilla chinensis Ser. Pt12723 02:00 | 1,58
Potentilla clusiana Jacq. PtI2786 02:05 | 1,54

Potentilla crantzii (Crantz
Beck
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Potentilla crantzii (Crantz) PtI2709 02:01 | 1,44
Beck ex Fritsch 1,46
Potentilla crantzii (Crantz) Pt12820 02:00 | Em
Beck ex Fritsch
Potentilla delphinensis Gren. PtI2851 02:03 | Em
& Godr.
Potentilla erecta (L.) Rauschel | Ptl2894 02:00 | 1,51
Potentilla fissa Nutt. Ptl2726 02:03 | 1,53

151
Potentilla gracilis Dougl. ex Ptl2944 02:01 | Em
Hook
Potentilla gracilis var. Ptl2711 02:00 | Em
fastigiata (Nutt.) S.Wats.
Potentilla gracilis var. glabrata | Pt|2888 02:00 | Em
(Lehm.) Hitchc.
Potentilla grandiflora L. Ptl2892 02:00 | 1,47

1,35
Potentilla grandiflora L. Pt12897 02:01 | 2,49
Potentilla hippiana Lehm. PtI2758 02:00 | Em
Potentilla hippiana Lehm. Pt12930 02:02 | Em
Potentilla hyparctica Malte Pt12842 02:02 | 1,6

1,5
Potentilla incana Gaertn. Mey. | Ptl2659 02:00 | En gering 2,65
& Scherb. 2,63
Potentilla longifolia Willd. ex Pt12862 02:00 | 1,47
Schlecht. En=7 1,46
Potentilla megalantha Takeda | Ptl2660 02:00 | Em
Potentilla megalantha Takeda | Ptl2843 02:00 | 1,48
Potentilla multifida L. PtI2729 02:00 | Em
Potentilla multifida L. PtI2741 02:00 | Em
Potentilla nitida L. Pt12969 02:01 | kein Ergebnis
Potentilla norvegica L. PtI2714 02:00 | 2,3

1,47
Potentilla norvegica L. Pt12948 02:01 | Em
Potentilla nuttallii Lehm. Pt12655 02:00 | Engering 2,85

2,94
Potentilla ornithopoda Tausch | Ptl2715 02:00 | 3,14

3,74
Potentilla ornithopoda Tausch | Ptl2716 02:00 | 3,07
Potentilla pensylvanica L. Pt12656 02:00 | viel Hinterg. 2,54

2,69-/ 2,94
Potentilla pensylvanica Welsh. | Ptl2765 02:01 | 1,48
& Johnston
Potentilla pulcherrima Lehm. | Ptl2718 02:00 | 2,22
Potentilla pusilla Host Pt17143 1,5

1,53
Potentilla pusilla Host Ptl7144
Potentilla pusilla Host Ptl7145
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Potentilla pusilla Host Ptl7146 1,37

1,49

1,48
Potentilla pyrenaica Ram. ex Pt12919 02:01 | En gering 1,5
DC.
Potentilla pyrenaica Ram. ex Pt12950 02:00 | 1,34
DC.
Potentilla recta L. PtI2719 02:01 | En gering 2,79
Potentilla recta L. PtI2771 02:01 | Em
Potentilla recta L. PtI2772 02:01 | Em
Potentilla recta L. Ptl2811 02:00 | 2,87

2,85
Potentilla recta L. Pt12879 02:03 | Em
Potentilla recta L. Ptl2912 02:00 | 2,83
Potentilla recta L. Pt12929 02:02 | 3,05

3,01
Potentilla speciosa Willd. Pt12661 02:02 | 1,46

1,35
Potentilla speciosa Willd. PtI2670 02:00 | Em
Potentilla sterilis (L.) Garcke Ptl2788 02:01 | viel Hintergr. 1,53

viel Hintergr. 1,5
Potentilla supina L. ssp. supina | Ptl2787 02:00 | 1,45
Potentilla supina L. ssp. supina | Ptl2887 02:00 | Em
Potentilla thurberi A.Gray ex | Pt12699 02:01 | Em
Lehm.
Potentilla thuringiaca Bernh. Pt12720 02:06 | Em
Potentilla thuringiaca Bernh. Ptl2917 02:05 | Em
Potentilla umbrosa Stev. PtI2721 02:00 | 1,42
Potentilla valderia L. Pt12846 02:02 | 1,5

1,48
Potentilla villosa Pall. ex Pursh | PtI2807 02:00 | kein Ergebnis
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Pt12650 23:35 | 1,51
Potentilla arguta Pursh) 1,45
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Ptl2844 13:00 | 1,5
Potentilla arguta Pursh) 1,42
Sibbaldia cuneata Edgew. (= Pt12665 02:00 | 1,29
Potentilla cuneata Wall. &
Lehm.)
Sibbaldia cuneifolia (Bertol.) PtI2906
Paule & Sojak
Sibbaldia tridentata (Aiton) Pt12679 02:00 | 1,36
Paule & Sojak
Sibbaldia tridentata (Aiton) PtI2761 02:00 | 1,43
Paule & Sojak (=Potentilla 1,5

tridentata Sol.)
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4.1.3 ZUSAMMENFASSUNG UND BEISPIELE

Fur den Gberwiegenden Teil der Populationen kann den Messungen zufolge Sexualitat
angenommen werden. Bei einigen Arten stitzt sich diese Annahme auf die Messungen
an einem Gerdét. Der Grund hierfir liegt zumeist darin, dass bei keiner der Messungen
durch das andere Gerat volistandige Auswertbarkeit gegeben war. Bei anderen Arten
ergaben Messungen an beiden Geréten Verhaltniswerte, die alle auf Sexualitat schlieRen
lassen. Populationen fir welche letzteres zutrifft sind Drymocallis rupestris (L.) Sojak
(Ptl2920), Potentilla leuconota D.Don (Ptl2706), Potentilla atrosanguinea Lodd.ex D.
Don (Ptl2810), Potentilla caulescens L. (Ptl2785), Potentilla chinensis Ser. (Ptl2723),
Potentilla clusiana Jaq. (Ptl2786), Potentilla grandiflora L. (Ptl2892), Potentilla
hyparctica Malte (Ptl2842), Potentilla longifolia Wild. ex Schlecht. (Ptl2862),
Potentilla pensylvanica Welsh. & Johnston (Ptl2765), Potentilla speciosa Wild.
(PtI2661), Potentilla supina L. ssp. supina (Ptl2787), Potentilla umbrosa Stev.
(Ptl2721), Potentilla cuneata Edgew. (Pt12650, Ptl2844, PtI2665).

Alle Messungen von Friuchtchen der Gattung Sibbaldia, bei denen Zellkerne des
Endosperms detektiert wurden, ergaben Sexualitét.

Bei Messungen an beiden Geréaten lediglich die Fluoreszenz der embryonalen DNA
eingrenzbar war bei folgenden Populationen: Potentilla calabra Ten (Ptl2708),
Potentilla delphinensis Gren. & Godr. (Ptl2851), Potentilla gracilis Dougl. ex Hook
(Ptl2944), Potentilla norvegica L. (Ptl2948), Potentilla recta L. (Ptl2772), Potentilla
thurberi A. Gray ex Lehm. (Ptl2699), Potentilla thuringiaca Bernh. (Ptl2720). Hier, wie
bei allen Individuen bei denen nur eine als embryonal zu interpretierende
Fluoreszenzhaufung auftrat, ist eine Interpretation, dass es sich um reife Samen
handelte. Das Nahrgewebe kdnnte bereits zu sehr verbraucht gewesen sein, um der
Empfindlichkeit der Methode entsprechend messbar zu sein.

Bei 23 Populationen geben die errechneten Verhaltniswerte Hinweis auf Apomixis oder
machen eine gesonderte Betrachtung der Messung erforderlich. Auf diese wird im
folgenden Unterkapitel 4.1.4 Einzelresultate naher eingegangen.
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File: Pt_2706_M_S2.019 Log Data Units; Linear Values
Sample ID: Ptl_2706_M_S2 Patient ID:

Tube: Untitled Panel: Untitied Acquisition Tube List
Acquisition Date: 27-Nov-09 Gate: No Gate

Gated Events: 630 Total Events: 630

X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y Geo Mean PxPy

R1 32 5.08 5.08 119.72 119.51 388.34 32634 2,1
R2 28 4.60 460 156.86 156.67 457.90 404.16 2,1
R4 200 31.75 31.75 76.70 76.36  414.21 325.40 2,1
R3 7 1.1 1.11  241.57 24148 655.00 604.64 2,1

Abbildung 8 FACSCalibur Argentina leuconota, Embryo und Endosperm je mit G2
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4.1.4 EINZELRESULTATE

Drymocallis geoides M.Bieb.

Bei Population Ptl2755 handelt es sich den Messungen durch das FACSCalibur zufolge
erwartungsgemal um sexuelle Samen. Durch den Ploidy Analyser konnte fur diese
Population nur von DNA des Embryos stammende Fluoreszenz gemessen werden.
PtI2895 legt mit einem Verhéltnis der beiden eingrenzbaren Messungen von
Fluoreszenz von 2,71 eine Interpretation als Apomikten nahe. Die Messungen der
Population Ptl2895 durch den Ploidy Analyser ergeben mit Verhaltniswerten von 3,01
und 3,22 der Fluoreszenz der beiden eingrenzbaren Haufungen zueinander ebenfalls
eine Interpretation als Apomikten.

File: A0001260_P_geoides_Ptl2895_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 10:57:45 Particles: 3148 Acq.-Time: 604 s Concentration: partec PAS|

200
JNl

160

120+

counts
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40 +

04 [y FRTRAN T P i i i i
0 100 200 300 400 500

| FL1 stain
Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y  CV-y%
RN1 <None> 1231 1231 0 39.10 40.74 40.82 6.57 - - -
RN2 <None> 36 36 180 114 131.30 131.42 4.31

Abbildung 9 Ploidy Analyser, Drymocallis geoides PtI2895
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File: Pti_2755_M_S2.015
Sample ID: Ptl_2755_M_S2
Tube: Untitled

Acquisition Date: 30-Nov-09
Gated Events: 1200

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Region Events % Gated

— T
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Propidium lodide

Region Statistics

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untitled Acquisiion Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 1200

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

% Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 890 7417
R2 61 5.08
R3 25 2.08

7417 6497 64.87 78.67 4861 2,1
5.08 103.89 103.82 201.38 14493 21
2.08 136.96 136.84 111.20 10125 21

Abbildung 10 FACSCalibur, Drymocallis geoides Ptl2755
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File: Pti_2895_M_S1.012

Sample 1D: PtI_2895_M_S1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 30-Nov-09

Gated Events: 2310

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untied Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 2310

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

X Geo Mean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 1077 46,62 46.62 278.92
R2 32 1.39 1.39 754.72

278.79 295.99 25934 2,1
754.40 703.34 67338 2,1

Abbildung 11 FACSCalibur, Drymocallis geoides Ptl2895
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Drymocallis glandulosa subsp. glandulosa (Lindl.) Rydb.

Die in allen weiteren Messungen fiir beide Populationen als sexuell bestimmte Art hat
fur Ptl2756 durch das FACSCalibur einen Verhaltniswert von 6,12 ergeben. Eine
Hypothese ware ein haploider Embryo und ein Endosperm welches aus reduzierten
Polkernen und einer doppelten Befruchtung durch unreduzierte Zellen des Pollens
hervorgegangen ist. Eine weitere Mdoglichkeit wére Bestdubung durch einen Pollen

eines anderen Ploidieniveaus oder einer anderen Art.

File: A0001263_P_glandulosa_Ptl2765_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 11:43:22 Particles: 3001 Acq.-Time: 541s Concentratipartec PAS / ml

800

640

480

counts

3204

160 |

04

Region
RN1
RN2

=]
=

100 200 300 400 500

I FL1 stain
Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
<None> 2035 2035 375 67.81 26.41 26.46 6.03 - - -
<None> 149 149 745 4.97 41.36 41.41 4.93

Abbildung 12 Ploidy Analyser, Drymocallis glandulosa Ptl2786
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File: Ptl_2756_M_S2.019

Sample ID: Ptl_2756_M_S2

Tube: Untitled

Acquisition Date: 30-Nov-09

Gated Events: 675

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untitled Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 675

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 304 45.04 45.04

R2 103 1626 1526 541.32

88.40 134.44 8588 2,1
540.97 523.88 509.22 2,1

Abbildung 13 FACSCalibur, Drymocallis glandulosa Ptl2756
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File: Pt_2710_M_S2.017

Sample ID: Pti_2710_M_S2

Tube: Untitled

Acquisition Date: 30-Nov-09

Gated Events: 1185

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untitied Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 1185

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean PxPy

R1 931 7857 7857 8521
R2 70 5.91 591 121.61

85.12 118.78 7544 2,1
121.52 188.27 13722 2,1

Abbildung 14 FACSCalibur, Drymocallis glandulosa Ptl2710
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Potentilla argentea

Population PtI2801, Potentilla argentea var. calabra (Ten.) Fiori & Paol., ergab durch
den Ploidy Analyser mit einem Individuum Sexualitdt. Von Potentilla argentea L.,
PtI2712, wurden am FACSCalibur zwei apomiktische Individuen identifiziert. Die
Verhaltniswerte betragen hier 2,63 und 2,92.

File: A0001210_P_argentea_Ptl2801_Frucht_25012010 Date: 25-01-1990 Time: 16:43:06 Particles: 4721 Acq.-Time: 1263 s Concentratiopartec PAS ml
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Meany  CV-y%
RN1 <None> 2076 2076 0 43.97 44.82 44.99 8.74 - -
RN2 <None> 140 140 0 2.97 69.41 69.45 3.33

Abbildung 15 Ploidy Analyser, Potentilla argentea PtI2801
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File: PI_2712_M_81.005

Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Ptl_2712_M_S1 Patient ID:

Tube: Untitled Panel; Untitied Acquisition Tube List
Acquisition Date: 01-Dec-09 Gate: No Gate

Gated Events: 570 Total Events: 570

X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 381 66.84 66.84 211.38 211.17
R2 18 3.33 3.33 55553 555.20

177.81
393.47

135.38
356.82

2,1
2,1

Abbildung 16 FACSCalibur, Potentilla argentea Ptl2712
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Potentilla aurea L.

Fur Potentilla aurea haben die Messungen durch den Ploidy Analyser flr beide
Populationen, Ptl2935 und Ptl2941, Sexualitit ergeben. Durch die am FACSCalibur
durchgefuhrten Messungen liegt fir beide Populationen je ein sexuelles und ein
apomiktisches Ergebnis vor. Die Verhéltniswerte betragen hier 1.46 und 2,7 fur
Pt12935, sowie 1,47 und 2,81 flr Ptl2941.

File: A0001132_2935_S4 Date: 07-11-1989 Time: 14:40:12 Particles: 2658 Acq.-Time: 312s Concentration: 2020/ ml partec PAS
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y  CV-y%
RN1 <None> 1525 1525 0 57.37 86.99 87.10 5.12 - - -
RN2 <None> 114 114 570 4.29 133.66 133.69 2.30

Abbildung 17 Ploidy Analyser, Potentilla aurea PtI2935
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File: A0001128 2941 S5 Date: 07-11-1989 Time: 13:25:03 Particles: 1644 Acq.-Time: 415 s
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
RN1 <None> 1087 1087 - 66.12 96.62 96.70 4.19 - - -
RN2 <None> 89 89 - 5.41 146.44 146.48 2.32 - - -

Abbildung 18 Ploidy Analyser, Potentilla aurea Ptl2941
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File: Ptl_2935_M_S1.003

Sample ID: Ptl_2935_M_S1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 27-Nov-09

Gated Events: 2550

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untited Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 2550

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean PxPy

R1 678 26.59 26.59 128.49 128.11 42095 35240 2,1
R2 90 3.53 353 187.30 187.10 488.96 423.18 2,1
R3 39 1.53 1.53 247.08 246.98 517.51 47517 2,1

Abbildung 19 FACSCalibur, Potentilla aurea Ptl12935



4 Ergebnisse

[=}
21
o1
© 7
] 8 Ptl_2941_M_S1.001
] S =
34 ] 1}1
S £ 1;
Q h o -
O o] [ L
< ] g _; - q{ :
] R d
S g
< < TTT I T T T I[F T T[T rra[ororeey
] 0 1000
ol e L - Propidium lodide
0 200 400 600 800 1000
Propidium lodide
° Ptl_2941_M_S1.001
o
S
o
o
o
o
Q -
o ©
507 .
o o
@ R3
[+5] B
h=]
173} 4
o
o -
-
o
o
[3Y)
e T T T T T T T T T T T T T
0 400 600 800 1000
Propidium lodide
Region Statistics
File: Pti_2941_M_S1.001 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: PtI_2941_M_S1 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untited Acquisition Tube List
Acquisition Date: 27-Nov-09 Gate: No Gate
Gated Events: 3165 Total Events: 3165
X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 1261 39.84 39.84 118.04 117.74 305.96 23495 2,1
R2 74 234 234 23301 232.61 405.41 34458 2,1
R3 103 325 3.25 332.16 33190 535.51 496.38 2,1

Abbildung 20 FACSCalibur, Potentilla aurea Ptl2941
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55

Potentilla carniolica Kern.

In einer einzigen in vollem Umfang auswertbaren Messung durch den Ploidy Analyser
lasst das Verhéltnis von 3,02 auf ein Vorliegen von Apomixis schlielRen.

File: A0001227_P_carniolica_PtI2858_Frucht_25012010 Date: 01-02-1990 Time: 13:29:26 Particles: 4064 Acq.-Time: 838 s Concentratiotpartec PAS M|
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y  CV-y%
RN1 <None> 2837 2837 575 69.81 76.00 76.04 3.29 - - -
RN2 <None> 51 51 255 1.25 229.85 229.88 1.81

Abbildung 21 Ploidy Analyser, Potentilla carniolica Ptl2868



4 Ergebnisse 56

Potentilla gracilis var. fastigiata (Nutt.) S.Wats.

Messung dieser Art, Population Ptl2711, durch den Ploidy Analyser ergab fur ein
Individuum Verhéltniswerte von 1,72 und 10,13. Vor dem Hintergrund, dass bei
weiteren Messungen dieser Art sowie Messungen anderer Unterarten der Potentilla
gracilis zu keinen auswertbaren Daten flihrten kann dieses Ergebnis nicht naher
beurteilt werden. Fir Potentilla gracilis wird allgemein Sexualitdt angenommen.

File: A0001274_P_gracilis_Ptl2711_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 14:25:33 Particles: 5664 Acq.-Time: 1226 s Concentration:partec PASI|
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
RN1 <None> 3595 3595 0 63.47 22.59 22.69 9.67 - - -
RN2 <None> 212 212 0 3.74 39.02 39.07 5.03

Abbildung 22 Ploidy Analyser, Potentilla gracilis Ptl2711



4 Ergebnisse 57

Potentilla grandiflora L.

Fur Population Ptl2892 ergab sich an beiden Geréten eine eindeutige Interpretation als
sexuell. Eine Messung der Population Ptl2897 ergab ein Verhéltnis von 2,49
(FACSCalibur).

File: A0001276_P_grandiflora_PtI2892_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 14:53:01 Particles: 4860 Acq.-Time: 558 s Concentratipartec PAS/ ml
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y  CV-y%
RN1 <None> 3299 3299 0 67.88 37.99 38.06 5.93 - -
RN2 <None> 161 161 805 331 58.07 58.09 2.64

Abbildung 23 Ploidy Analyser, Potentilla grandiflora Pt12892
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File: Pti_2897_M_S1.003

Sample ID: Ptl_2897_M_S1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 01-Dec-09

Gated Events: 810

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untitled Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 810

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean PxPy

R1 463 57.16 57.16 221.80
R2 16 1.98 1.98 553.31

22160 264.94 200.75 2,1
553.00 461.75 43920 2,1

Abbildung 24 FACSCalibur, Potentilla grandiflora Pt12897



4 Ergebnisse 59

Potentilla hippiana Lehm.

Mit Verhéltniswerten von 3,12, 1,74 und 3,15 weisen die Ergebnisse der Messungen
durch den Ploidy Analyser fur beide Populationen auf Apomixis hin. Bei Messungen
durch das FACSCalibur lieR sich jeweils lediglich eine dem Embryo zugeordnete
Fluoreszenz bestimmen.

File: A0001282_P_hippiana_PtI2930_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 15:44:10 Particles: 1077 Acq.-Time: 365s Concentrationpartec PAS
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Meany  CV-y%
RN1 <None> 822 822 185 76.32 41.24 41.37 7.99 - - -
RN2 <None> 43 43 215 3.99 130.09 130.14 2.82

Abbildung 25 Ploidy Analyser, Potentilla hippiana Pt12930



4 Ergebnisse 60

Potentilla icana Gaertn. Mey. & Scherb.

Verhalnisse von 2,65 und 2,63 der Intensitdt der jeweils gemessenen Fluoreszenzen
zueinander lassen bei geringen Endosperm-Counts den vorsichtigen Schluss auf ein
Vorliegen von Apomixis bei beiden Individuen zu. Die Daten stammen aus Messungen
durch das FACSCalibur.
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File: Ptl_2659_M_S2.014 Log Data Units: Linear Values
Sample ID; Ptl_2659_M_S2 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untitied Acquisition Tube List
Acquisition Date: 01-Dec-09 Gate: No Gate
Gated Events: 1170 Total Events: 1170
X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)
Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy
R1 611 5222 5222 22396 223.80 280.81 233.78 2,1
R2 9 0.77 0.77 589.00 588.84 637.89 605.22 2,1

Abbildung 26 FACSCalibur, Potentilla incana Ptl2659



4 Ergebnisse 62

Potentilla multifida L.

Den Messungen durch den Ploidy Analyser zufolge handelt es sich bei beiden
Populationen um Apomikten. Fir Ptl2729 liegt das GroéRenverhéltnis der DNA von
Embryo und Endosperm bei 3,44 und 3,35, fur PtI2741 bei 4,23, 3,32 und 2,63. Durch
das FACSCalibur konnten keine Ergebnisse erzielt werden, da sich hier lediglich dem
Embryo zugeordnete Fluoreszenz eingrenzen liel?.

File: A0001302_P_multifida_PtI2729_Frucht_02022010 Date: 02-02-1990 Time: 20:30:36 Particles: 2059 Acq.-Time: 395s Concentration:partec PAS
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated  GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
RN1 <None> 1284 1284 0 62.36 50.03 50.23 8.82 - - -
RN2 <None> 54 54 270 2.62 172.51 172.72 4.98

Abbildung 27 Ploidy Analyser, Potentilla multifida Ptl2729
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File: A0001304_P_multifida_PtI2741_Frucht_03022010 Date: 03-02-1990 Time: 10:21:11 Particles: 2812 Acq.-Time: 534 s Concentration:ppartec PASI|
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y  CV-y%
RN1 <None> 2082 2082 855 74.04 33.46 33.60 9.17 - - -
RN2 <None> 95 95 475 3.38 142.18 142.29 4.03 - - -

Abbildung 28 Ploidy Analyser, Potentilla multifida Ptl2741



4 Ergebnisse 64

Potentilla norvegica L.

Messungen durch das FACSCalibur haben flr PtI2714 mit errechneten Werten von 2,3
und 1,47 sowohl Hinweis auf Apomixis als auch auf Sexualitat ergeben. Ersterer Wert
kdnnte jedoch auch von einer G2-Kernphase embryonaler Zellen herriihren. Unterstitzt
wird diese Mdglichkeit dadurch, dass fir Ptl2714 bei Messungen am Ploidy Analyser
und fur Ptl2948 an beiden Messgeraten jeweils lediglich Fluoreszenz embryonaler
Kerne detektiert wurde.
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File: PtI_2714_M_S1.015 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: Ptl_2714_M_S1 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untitied Aoquisition Tube List
Acquisition Date: 01-Dec-09 Gate: No Gate
Gated Events: 975 Total Events: 975
X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 335 3436 3436 279.95 279.85 264.50 20361 2,1
R2 19 1.95 195 643.78 643.61 601.16 55899 2,1

Abbildung 29 FACSCalibur, Potentilla norvegica Ptl2714



4 Ergebnisse 66

Potentilla nuttallii Lehm.

Aus den Messungen durch das FACSCalibur geht fur PtI2655 mit Verhaltniswerten von
2,85 und 2,94 Apomixis hervor. Durch den Ploidy Analyser konnte keine Messung des
Endosperms erzielt werden.
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File: Pti_2655_M_S1.001

Sample ID: Ptl_2655_M_S1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 02-Dec-09

Gated Events: 945

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panet: Untiled Acquisiion Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 945

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 387 40.95 40.95

133.93 133.82 193.64 14044 2,1
R2 i 1.16 1.16 381.73 381.66 273.82 26122 2,1

Abbildung 30 FACSCalibur, Potentilla nuttallii Pt12655



4 Ergebnisse 68

Potentilla ornithopoda Tausch

Fur beide Populationen konnte an beiden Messgeraten Apomixis festgestellt werden.
Die aus den Messungen errechneten GrolRenverhaltnisse von embryonaler zu
endospermaler DNA reichen von 3,07 (Ptl2716, FACSCalibur) bis 3,95 (Ptl2715,
Ploidy Analyser).

File: A0001320_P_ornithopoda_Ptl2715_Frucht_03022010 Date: 03-02-1990 Time: 14:15:13 Particles: 2560 Acq.-Time: 766 s Concentratpartec PASO / ml
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
RN1 <None> 1729 1729 0 67.54 33.56 33.67 8.24 - -
RN2 <None> 48 48 240 1.88 119.15 119.19 241

Abbildung 31 Ploidy Analyser, Potentilla ornithopoda Ptl2715
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69

File: A0001324_P_ornithopoda_Ptl2716_Frucht_03022010 Date: 03-02-1990 Time: 15:06:19 Particles: 2412 Acg.-Time: 691s Concentratpartec PAS5 / ml
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated  GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Meany  CV-y%
RN1 <None> 1889 1889 160 78.32 30.34 30.47 9.11 - - -
RN2 <None> 129 129 645 5.35 105.73 105.88 5.46 - - -

Abbildung 32 Ploidy Analyser, Potentilla ornithopoda Ptl2716
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File: Pti_2715_M_S2.004

Sample ID: Pt_2715_M_S2

Tube: Untitled

Acquisition Date: 02-Dec-09

Gated Events: 1935

X Parameter: Propidium lodide (Linear)

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: Untited Acquisition Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 1935

Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y GeoMean PxPy
R1 1085 56.07 56.07 147.97 147.72 238.56 189.56 2,1
R2 18 093  0.93 295.78 295.58 403.33 35886 2,1
R3 34 1.76 1.76 553.15 552.54 633.09 616.43 2,1

Abbildung 33 FACSCalibur, Potentilla ornithopoda Ptl2715
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Potentilla pensylvanica

Fur Potentilla pensylvanica L., Ptl2656, geht aus den Messungen durch das
FACSCalibur Apomixis hervor, wobei bei der zweiten Messung keine eindeutige
Eingrenzbarkeit gegeben war und das Verhaltnis zwischen 2,69 und 2,94 liegt.
Potentilla pensylvanica Welsh. & Johnston, Ptl2765, wurde an beiden Geraten als
sexuell bestimmt.

File: A0001327_P_pensylvanica_Ptl2765_Frucht_03022010 Date: 03-02-1990 Time: 15:42:57 Particles: 1436 Acq.-Time: 411 s Concentrépartec PASD / ml
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Meany  CV-y%
RN1 <None> 924 924 115 64.35 44.47 44.54 5.65 - -
RN2 <None> 39 39 195 2.72 72.84 72.87 2.75

Abbildung 34 Ploidy Analyser, Potentilla pensylvanica Ptl2765
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File: Pti_2656_M_S2.008 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: Ptl_2656_M_S2 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untiled Acquisttion Tube List
Acquisition Date: 02-Dec-09 Gate: No Gate
Gated Events: 1005 Total Events: 1005
X Parameter: Propidium lodide (Linear) Y Parameter: Side Scatter (Linear)

Region Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean PxPy

R1 559 55.62 55.62 120.83 120.54 165.73 9387 2,1
R3 21 2.08 2.09 307.10 307.03 307.1¢ 251.91 X
R2 22 2.18 219 235.27 235.10 301.77 231.01 2,1

Abbildung 35 FACSCalibur, Potentilla pensylvanica Ptl2656
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Potentilla pulcherrima Lehm.

Bei geringer Zahl gemessener Zellkerne des Endosperms ergaben die Messungen durch
den Ploidy Analyser mit Verhaltniswerten von 3,33 und 3,24 Apomixis. Das am
FACSCalibur erzielte Ergebnis eines Verhaltnisses von 2,22 kann sowohl von einem
apomiktisch entstandenen Endosperm als auch einer G2-Phase embryonaler Kerne
stammen.

File: A0001333 P_pulcherrima_Ptl2718_Frucht 03022010 Date: 03-02-1990 Time: 16:54:06 Particles: 1999 Acq.-Time: 394 s Concentratpartec PAS5 / ml
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Abbildung 36 Ploidy Analyser, Potentilla pulcherrima Ptl2718
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Abbildung 37 FACSCalibur, Potentilla pulcherrima Ptl2718
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Potentilla recta L.

Alle Messungen die in vollem Umfang auswertbar waren ergaben Apomixis. Das heil3t
von sieben gemessenen Populationen konnte fir vier durch das FACSCalibur Apomixis
festgestellt werden. Vergleicht man die Daten der Populationen Ptl2811 (2,87 & 2,85)
und Ptl2929 (3,05 & 3,01) so besteht zwischen den Populationen ein groRerer
gemessener Unterschied im GrofRenverhéltnis der DNA der beiden Zelltypen als
innerhalb der betreffenden Populationen. Bei den Messungen zweier Populationen
durch den Ploidy Analyser konnte jeweils nur Fluoreszenz embryonaler Zellkerne
bestimmt werden.
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Abbildung 38 FACSCalibur, Potentilla recta PtI2912
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Abbildung 39 FACSCalibur, Potentilla recta PtI2811
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Abbildung 40 FACSCalibur, Potentilla recta PtI2929
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Potentilla villosa Pall. ex Pursh

Eine Messung durch den Ploidy Analyser deutet mit einem Ergebnis von 3,37 auf

Apomixis hin. Durch das FACSCalibur war keine zuordenbare Fluoreszenz messbar.

File: A0001382_P_villosa_PtI2807_Frucht_04022010 Date: 04-02-1990 Time: 17:42:48 Particles: 4587 Acq.-Time: 614s Concentration: 2partec PAS
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Region Gate Ungated  Count Count/ml  %Gated GMn-x Mean-x CV-x%
RN1 <None> 3502 3502 605 76.35 33.00 33.12 8.59
RN2 <None> 68 68 340 1.48 111.44 111.49 2.86

Abbildung 41 Ploidy Analyser, Potentilla villosa Ptl2807
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4.2 MIKROSKOPIE

Nach der in Kapitel 3 Material und Methoden beschriebenen VVorgehensweise konnten
Schnitte und mikroskopische Dauerpréparate angefertigt werden. Aus Fotos von
Langsschnitten in  40facher VergroBerung wurde aus diesen Préparaten ein
morphologisches Modell der Potentilla-Friichtchen konstruiert.

Abbildung 42 Beispiel eines der zur Konstruktion des morphologischen Modells verwendeten
Langsschnittes, Potentilla velutina

Bei Betrachtung der Préparate in stirkeren VergroRerungen lassen sich die Gewebe
anatomisch charakterisieren. Die Dokumentation und Darstellung erfolgte in Form von
Fotos und Zeichnungen. Die Zeichnungen wurden bei 400facher sowie 600facher
VergroRerung angefertigt. Hier abgedruckt entsprechen sie dem 400fachen der
tatsachlichen GrofRe. Zur Charakterisierung der Fruchtwand haben sich die Farbungen
als hilfreich erwiesen.
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4.2.1 MORPHOLOGIE

Es zeigte sich, dass der zweikeimblattrige Embryo mit Keimwurzel (Radicula) von
einem schmalen, aber klar zu erkennenden und abgrenzbaren Endosperm umgeben ist.
An dieses schlieft sich tber weite Strecken nahtlos eine wenige Zellen dicke Schicht
an, die dem unter ,,.Durchflusszytometrie* beschriebenen ,,rosa Hautchen™ entspricht.
Hierbei handelt es sich um die Samenschale (Testa). Die &uferste Schicht des
Frichtchens bildet die Fruchtwand. Fotos groRerer VergroRerungen lassen vermuten,
dass es sich bei der von mir als zudufRerst liegend gezeichneten um Exo- und Mesokarp
der Fruchtwand (Perikarp) handelt. Die bei groReren VergrofRerungen als heterogen
erkennbare, noch naher zu bestimmende Schicht daruter fasse ich als Endokarp der
Fruchtwand auf.

Abbildung 43 morphologisches Modell eines Potentilla-Friichtchens, farbig
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Testa
Perikarp (Endokarp)

Endosperm

Perikarp
(Exo- und
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zweikeimblattriger
Embryo
mit Radikula

Abbildung 44 morphologisches Modell eines Potentilla-Frichtchens
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Dunkelfeld und Polarisation erleichtern die Unterscheidung der einzelnen Schichten.

|

Abbildung 45 Schnitt eines Friichtchens, Potentilla velutina (10x vergrofRert, Dunkelfeld)

Abbildung 46 Schnitt eines Frichtchens, Potentilla velutina (10x vergroRert, polarisiert +
Dunkelfeld)
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Abbildung 47 Schnitt eines Friichtchens, Potentilla velutina (100x vergréRert, Dunkelfeld)

Abbildung 48 Schnitt eines Friuchtchens, Potentilla velutina (100x vergroéRert, polarisiert)
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Abbildung 49 Schnitt eines Friichtchens, Potentilla velutina (100x vergréRert)

Abbildung 50 Schnitt eines Fruchtchens, Potentilla velutina (100x vergroRert, polarisiert)
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4.2.2 ANATOMIE

Die Betrachtung der Praparate bei starkeren VergroRerungen gibt Aufschluss Uber die
Beschaffenheit der Zellen der einzelnen Schichten.

Aus der optischen Interpretation ergibt sich im Zusammenhang mit dem
morphologischen Modell folgende mégliche Zuordnung:

Die dreischichtige Fruchtwand ist von einer Cuticula umgeben. Nach innen schlieft sich
das aus einer bis zwei Zellschichten bestehende Exokarp mit groRlumigen Zellen an.
Das Mesokarp besteht aus mittelgrofRen bis kleinen parenchymatischen, unverdickten
Zellen und verlauft wellenférmig unterhalb des Exokarps. Die innerste Schicht der
Fruchtwand lasst sich wiederum in drei Schichten unterteilen. Von auflen nach innen
sind das: eine Reihe Einzelkristalle beinhaltender Zellen, sowie zwei jeweils bis zu
dreireihige Schichten Fasern, die quer zueinander verlaufen. Die Testa besteht aus einer
ein bis zwei Zellen starken Schicht langlich-ovaler bis rechteckiger Zellen. Die Zellen
des Endosperms sind annédhernd rechteckig und in klaren Reihen angeordnet. Das an
sich dichte Gewebe enthalt zahlreiche Interzellularen. Dagegen sind die Zellen des
Embryos einander ohne Zwischenrdume anliegend und weisen zweidimensional im
Schnitt betrachtet viereckige bis sechseckige Formen auf.

Durch Astrablau wurden vor allem Cuticula und Exokarp der Fruchtwand geféarbt.
Safranin farbte die gesamte Fruchtwand. Durch Phloroglucin trat lediglich bei den
beiden Faserschichten eine Rotfarbung auf.
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Abbildung 51 Zeichnung: Fruchtwand einer Potentilla velutina (400x vergrofert)
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Abbildung 52 Zeichnung: Testa, Endosperm und Embryo einer Potentilla velutina (400x

vergroRert)
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Abbildung 53 Fruchtwand, Potentilla pusilla (geféarbt mit Safranin & Astrablau, 200x vergroRert)

Abbildung 54 Fruchtwand, Potentilla pusilla (gefarbt mit Safranin & Astrablau, 400x vergroRert)
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Abbildung 55 Fruchtwand, Potentilla pusilla (gefarbt mit Safranin & Astrablau, 200x
vergroflert)

Abbildung 56 Fruchtwand, Potentilla pusilla (200x vergroRert)
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Abbildung 57 Fruchtwand, Potentilla pusilla (gefarbt mit Phloroglucin, 200x vergrof3Rert)

Abbildung 58 Fruchtwand, Potentilla pusilla (gefarbt mit Phlorogluchin, 400x vergrofiert)
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Abbildung 59 Fruchtwand, Potentilla velutina (polarisiert, 200x vergrofiert)

Abbildung 60 Fruchtwand, Potentilla pusilla (polarisiert, Dunkelfeld, 200x vergroRert)
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Abbildung 61 Fruchtwand, Potentilla velutina (200x vergroRert)

Abbildung 62 Fruchtwand, Potentilla velutina (Dunkelfeld, 600x vergroRert)
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Abbildung 63 Fruchtwand, Potentilla velutina (200x vergroRert)

: ' 8, 3o A3 h«

\\‘ \ \\\ Y \\‘ 311

‘ o
\ \\‘\\\\ \\\ W\\\M‘ M m\.
2

W 3

Abbildung 64 Fruchtwand, Potentilla velutina (Dunkelfeld, 200x vergroRert)
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Abbildung 65 Potentilla velutina (Dunkelfeld, 100x)
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5 DISKUSSION

Nachdem durch die Mikroskopie das Vorhandensein eines Endosperms nachgewiesen
werden konnte und fiir beide Gerédte ein passendes Puffersystem zur Extraktion der
Zellkerne und durchflusszytometrischen Vermessung der DNA gefunden werden
konnte, kann die Durchflusszytometrie als geeignete Methode zur Untersuchung des
Fortpflanzungsmechanismus von Potentilla sensu lato bezeichnet werden. Die
Ergebnisse des breiten, aber oberflachlichen Screenings weisen auf Zuverlassigkeit der
Methode hin. Zur Erstellung mikroskopischer Préparate der Fruchtchen war die
aufwandigere Methode von Mikrotomschnitten zielfiihrend. Die entstandenen Schnitte
ermdoglichen sowohl morphologische als auch anatomische Auswertung.

5.1 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Einen zeitaufwandigen Arbeitsschritt stellt das Aufschneiden und Betrachten durch das
Binokular jedes einzelnen Friichtchens dar, um die Eignung als Probe festzustellen. Fiir
dieses konnte in dieser Arbeit kein Ersatz gefunden werden. VVor allem bei Screenings
grolReren Umfangs konnte Poolen mehrerer Friichtchen zu einer Probe Abhilfe schaffen.
Die Qualitdt meiner Proben, die im Rahmen des Saataustauschs vor allem aus den
Bestdnden unterschiedlicher Botanischer Gérten stammen, war bei den meisten
Populationen mit zwei geeigneten Frichtchen von zwei bis drei aufgeschnittenen sehr
gut. Verglichen mit der anfanglichen Arbeit mit ganzen Rasierklingen hat das Vierteilen
der Klingen deutliche Vorteile. Das Zerkleinern der Friichtchen in der kleinen
Petrischale wird dadurch erleichtert und die Frichtchen sind besser im Auge zu
behalten. Auch wird der Arbeitsschritt dadurch beschleunigt und der Materialaufwand
vermindert. Erleichterung bei der Zerkleinerung der Frichtchen schafft des Weiteren
ein vorheriges Benetzen der Proben mit Isolationspuffer und Zerhacken in der leicht
schrag gehaltenen Petrischale. Bereits gentigend kleines Material kann nach unten
gespult und schwerer zu zerkleinernde Stiicke durch den Puffer im unteren Rand der
Schale nochmals benetzt werden.

Fur beide Geréte hat sich dasselbe Puffersystem zur Isolierung der Zellkerne als einzig
geeignet herausgestellt. Allerdings ist es zur Markierung der DNA mit DAPI
erforderlich dieses bereits vor der Zerkleinerung und Isolation der Zellkerne dem Puffer
zuzufiigen. Die Farbung der Proben mit Propidiumiodid, das jeder Probe einzeln einige
Minuten vor der Messung zugefligt wird, ist dahingehend aufwandiger, dass ein
Zwischenschritt zum Abbau von RNA durch RNase notig ist. In der Probe vorhandene
RNA wirde die Messung stoéren, da diese durch Propidiumiodid in gleicher Weise
markiert wird wie DNA. Zu Uberlegen wire die Moglichkeit einer Messung derselben
Proben an beiden Gerdaten und Markierung durch beide Farbstoffe, deren einer
interkaliert wéhrend der andere spezifische Bindungen eingeht. Auch die der Isolierung
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nachgehende Markierung durch Propidiumiodid, sowie die Haltbarkeit dieser Farbung
uber eine Nacht sprachen dafir.

Wahrend der Ploidy Analyser speziell zur Arbeit mit pflanzlichem Material und hier
wiederum fluoreszenzmarkierter pflanzlicher DNA entwickelt wurde, handelt es sich
bei dem Gerdt FACSCalibur um ein Durchflusszytometer das zum breiten Einsatz in der
biomedizinischen Forschung und Diagnostik gedacht ist. Neben dem groReren
Farbeaufwand durch Propidiumiodid macht es die langere Dauer der Inbetriebnahme
des FACSCalibur notig alle Proben eines Arbeitstages parallel vorzubereiten, wahrend
sich Proben zur Messung durch den Poidy Analyser in etwa Flnfergruppen neben
laufenden Messungen herstellen lassen. Zur Messung durch den Ploidy Analyser muss
unter Umstanden die Verstarkung des Signals der GenomgroRe der Probe angepasst
werden. Da flr dieses Experiment lediglich das Verhaltnis der beiden
Fluoreszenzhdaufungen zueinander von Bedeutung ist, sollte das Verstellen des gains
keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Zu beachten waére vielmehr, dass die peaks
nach Mdoglichkeit im Linearitatsbereich des Gerats liegen. AuBerdem ist bei langerer
Einschaltdauer der Halogenlampe &lterer Bauart des partec-Geréts ein Nachstellen der
Signalverstarkung no6tig. Auch die vergleichsweise rasche Ermudung der
Quecksilberdampflampe ist zu berlcksichtigen. Bei der Aufzeichnung der Daten durch
den Ploidy Analyser empfiehlt sich ein Abwarten eines Vorlaufs, der bei laufender
Messung geldscht wird.

Die Ubertragung der Daten vom Gerat uber Diskette auf den Computer und die
nachtragliche Bearbeitung (ber das fir Windows geeignete Programm FloMax
Software© erleichtert die Auswertung durch den Ploidy Analyser erhobener Daten.
Dagegen geschieht die Aufzeichnung der Daten des FACSCalibur unmittelbar durch
einen angeschlossenen PC. Beobachtung der Messung und Bearbeitung der Daten
erfolgen uber das Macintosh-Programm CellQuest™ Pro. Die Auswertung durch dieses
Programm ist um einiges langwieriger als die der durch den Ploidy Analyser
gewonnenen Daten mittels FloMax. Allerdings bringt die Messung des SideScatters
durch das FACSCalibur erhebliche Erleichterung bei der Eingrenzung der peaks, vor
allem wenn die Messung artspezifisch starke Hintergrundfluoreszenz enthélt.

Die Ergebnisse der beiden Geréte beziiglich Apomixis und Sexualitidt der einzelnen
Populationen stimmen weitgehend Uberein. Auch die Haufigkeit der Messung lediglich
eines embryonalen Zellkernen zuordenbaren peaks durch das eine Gerat, wahrend durch
das andere zumindest eine auswertbare Messung der betreffenden Population erhalten
wurde, ist fir beide Gerdte annahernd gleich. Mdglicherweise ist dies vor allem
abhéngig vom Reifegrad des zur Messung gebrachten Friichtchens. Eine statistische
Auswertung der Daten waére erst bei einer héheren Probenzahl von vier Messungen pro
Population und Gerat moglich.



5 Diskussion 98

Ein Vergleich der Daten meiner Arbeit mit der phylogenetitschen Einteilung durch
Christoph Dobes und Juraj Paule (Dobes & Paule 2010) zeigt folgende Tendenzen:
Alle gemessenen Populationen der Gattung Sibbaldia, das sind zwei Populationen
Sibbaldia cuneata, eine Population Sibbaldia cuneifolia, sowie zwei Populationen
Sibbaldia tridantata, waren sexuell. Von den sechs gemessenen Populationen der
Gattung Drymocallis (je zwei Populationen der Arten Drymocallis geoides, Drymocallis
glandulosa subsp. glandulosa und Drymocallis rupestris) wurden flnf als sexuell und
eine der beiden Populationen Drymocallis geoides (Ptl2895) durch beide Gerate als
apomiktisch bestimmt. Erwartet wurde flr den gesamten Stamm A, dem die Gattungen
Sibbaldia und Drymocallis angehdren, Sexualitdt. Der Verhéaltniswert von 6,12 bei
einem Individuum der Art Drymocallis glandulosa subsp. glandulosa wére durch
weitere Messungen der Population Ptl2756 noch ndher zu betrachten. Fir beide
Populationen Potentilla aurea hat die Messung durch das FACSCalibur je ein sexuelles
und ein apomiktisches Individuum ergeben, wéhrend durch den Ploidy Analyser
lediglich auf Sexualitat geschlossen werden kann. Potentilla aurea ist dem Kernstamm
C zugeordnet. Fur Potentilla argentea (Ptl2712), ebenfalls dem Stamm C angehérend,
haben die Messungen Apomixis ergeben. Als gesichert apomiktisch kann Potentilla
ornithopoda betrachtet werden. Fir die innerhalb des Stammes C nahe verwandten
Arten Potentilla pulcherrima und Potentilla nuttallii wurde beide Apomixis gefunden.
Die beiden ebenfalls naher verwandten Arten Potentilla umbrosa und Potentilla supina
sind den Messungen dieser Arbeit zufolge sexuell. Die Messungen der den Stdammen F
und G zugeordneten Arten Potentilla erecta und Potentilla nitida haben ebenfalls
Sexualitat ergeben.

Die Interpretation der Ergebnisse in Hinblick auf die Phylogenie ist als
Zwischenergebnis zu betrachten, da bei Fertigstellung der Arbeit die Revision des
Herbarmaterials beziglich der Taxonomie noch nicht abgeschlossen war. Fir eine
statistisch gesicherte Aussage wéren grofiere Messreihen mit einer grolReren Anzahl an
gemessenen Individuen pro Population erforderlich.

5.2 MIKROSKOPIE

Als Methode zur Herstellung von Schnitten der Friichtchen hat sich nur das Mikrotom
als geeignet erwiesen. Versuche Schnitte unter Beobachtung durch das Binokular
anzufertigen scheiterten vor allem aufgrund der die Friichtchen umgebenden
Wachsschicht. Die bei dieser Methode noch am besten geeignete Fixierung der
Frichtchen ist das Festhalten mit einer Pinzette. Erweichen in Wasser brachte keine
Abhilfe. Von der Mdglichkeit des Einlegens in Salzsaure wurde abgesehen, da die
Fruchtwand erhalten bleiben sollte.

Mit Hilfe des Mikrotoms konnen mit etwas Ubung sehr schone Schnitte erhalten
werden. Es sollte allerdings eine grofiere Zahl an Frichtchen in Harz gegossen werden,



5 Diskussion 99

da deren Qualitdt von aullen nicht beurteilbar ist und nicht alle Friichtchen in einer
gunstigen Lage im Harz eingeschlossen sind. Auch kénnen bedingt durch die &ulere
Wachsschicht vereinzelt Friuchtchen beim Schneiden aus dem Kunstharz ausbrechen.
Pro Harzblock kdnnen drei bis vier Friichtchen eingegossen werden.

Den Schnitten anhaftendes Kunstharz kann nach dem Uberfihren auf einen
Objekttréager mit einer feinen Pinzette oder Insektennadeln entfernt werden, solange das
Objekt feucht ist. Bei der F&rbung und insbesondere beim Auswaschen der
uberschiissigen Farbe sollte darauf geachtet werden, dass sich die Préparate nicht vom
Objekttrager losen, zumal sich dabei haufig die einzelnen Schichten der Friichtchen von
einander losen.

Der Schichtbau lasst sich besonders gut in einer Kombination von Farbung und
Dunkelfeld erkennen. Zur anatomischen Charakterisierung der Gewebe waren sowohl
gefarbte als auch ungefarbte Praparate hilfreich. Sowohl photographische als auch
zeichnerische Dokumentation war anhand der angefertigten Praparate gut durchfthrbar.

Bei der in Kapitel 4 Ergebnisse zu findenden Zuordnung der einzelnen Schichten,
Zelltypen und Strukturbeschreibung handelt es sich um eine versuchte Erstinterpretation
unter Zuhilfenahme des Friichtchenbaus von Rosa canina (Rosaceae) hach Hohmann et
al. 2001 S.482.

Eindeutig festgestellt werden konnte das Vorhandensein eines Endosperms bei
Potentilla velutina.
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HERKUNFTSNACHWEIS DER FRUCHTCHEN

Taxon - Materialnummer: Land, Provinz, Fundortbeschreibung, Seehéhe von (m s.m.)
- bis (m s.m.), Langengrad — Breitengrad; Sammeldatum, Sammler, Sammelnummer,
Botanischer Garten; Herbarium Herbarnummer

POPULATIONEN DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Drymocallis geoides M.Bieb. - PtI2755: Gartenherkunft, Botanischer Garten Minchen;
HEID 806448, 806449

Drymocallis geoides M.Bieb. - Ptl2895: Griechenland, Serpentin, 1450m, Hagemann
et al., 1100 Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806614, 806615

Drymocallis glandulosa subsp. glandulosa (Lindl.) Rydb. - Ptl2710: USA, Sierra
Nevada, High Sierra Trail, 1521m, West 119,86°/Nord 39,63°; Botanischer Garten der
Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID 806375, 806376, 806377, 806378, 806379

Drymocallis glandulosa subsp. glandulosa (Lindl.) Rydb. - Ptl2756: Gartenherkunft;
Botanischer Garten Munchen; HEID 806450

Drymocallis rupestris (L.) Sojak - PtI2905: Spanien, Cafion de Afisclo, 1900m, Ost
0,05°/ Nord 42,57°; Ern, 4123 Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806623,
806624, 806625

Drymocallis rupestris (L.) Sojak - PtI2920: Spanien, Sallent de Galleja, Valle de
Aguas Limpias, 1800m, Ost 0,31°/Nord 42,79°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem;
HEID 806644, 806645, 806646, 806647, 806648

Farinopsis salesoviana (Steph.) Chrtek & Sojak (= Potentilla salesoviana Steph.) -
Pt12830: Pakistan, Hunza, N Batura-gletscher, 3000m, Ost 74,65°/Nord 36,37°; Hortus
Botanicus Universitatis Mariae Curie-Sklodowska, Lublin

Potentilla (Argentina) leuconota D. Don. - Ptl2706: China, Hong Shan, 4000m, Ost
98,73°/ Nord 28,66°; Goteborgs Botaniska Tradgard; HEID 806374

Potentilla adscharica Sommier & Levier ex R.Keller - PtI2868: Gartenherkunft;
Botanical Garden of Hungarian Academy of Sciences, Vacratét; HEID 806560, 806561,
806562, 806563, 806564, 806565

Potentilla alchemilloides Lapeyr. - PtI2703: Gartenherkunft; Conservatoire et Jardin
Botaniques Genéve; HEID 806370, 806371

Potentilla argentea L. - PtI2712: Gartenherkunft 2222 Botanischer Garten Gottingen
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Potentilla argentea var. calabra (Ten.) Fiori & Paol. - Ptl2801: Gartenherkunft;
Botanischer Garten der Universitat Erlangen-Nirnberg; HEID 806496, 806497

Potentilla atrosanguinea Lodd. ex. D.Don. - Ptl2810: Gartenherkunft; National
Botanic Garden of Begium, Meise; HEID 806512

Potentilla aurea L. - PtI2935: Osterreich, Zirbitzkogel, E-Hange des Geierkogels und
des Zirbitzkogels; von Maria in der Zirbe, 1850 — 2350m, Ost 14,59°/ Nord 47,05°
Botanischer Garten der Universitat Graz; HEID 806660

Potentilla aurea L. - Ptl2941: Osterreich, Schneeberg, 2076m, Ost 15,80°/ Nord
47,76°; Conservatoire et Jardins Botaniques de Nancy

Potentilla calabra Ten. - PtI2708: Gartenherkunft 2212 Botanischer Garten Gottingen

Potentilla carniolica Kern. - Ptl2858: Gartenherkunft; Gardina Botanica Jibou, Salaj;
HEID 806548

Potentilla caulescens L. - Ptl2785: Osterreich, Faistenau W, Strubklamm, 680m, Ost
13,22°/ Nord 47,77°; Gruber J.P., HBU Universitat Salzburg

Potentilla caulescens L. - Ptl2880: Italien, Monte Grappa, Crespano del Grappa,
1300m, Ost 11,83° /Nord 45,83°; Orto Botanico dell'Universita di Padova/Hortus
Botanicus Patavinus

Potentilla chinensis Ser. - Ptl2723: Gartenherkunft, Botanischer Garten Halle (Saale);
HEID 806405, 806406, 806407, 806408, 806409

Potentilla clusiana Jacq. - PtI2786: Osterreich, Gosaukamm, GroRer Donnerkogel,
2000m, Ost 13,46°/ Nord 47,51°; Leopoldinger W, HBU Universitat Salzburg; HEID
806483, 807822

Potentilla crantzii (Crantz) Beck — Frankreich, Laudaret, 2400m; Botanischer Garten
Grenoble 838

Potentilla crantzii (Crantz) Beck ex Fritsch - PtI2709: Osterreich, 1950m, Ost 13,30°/
Nord 46,57°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen

Potentilla crantzii (Crantz) Beck ex Fritsch - Pt12820: Norwegen, Oppdal, Kongsvoll,
1139m, Ost 9,61°/ Nord 62,30°; 31.8.2005, Guldahl A.S., Ringve Botanical Gardens,
Trodheim; HEID 806517, 806518, 807825

Potentilla delphinensis Gren. & Godr. - PtI2851: Gartenherkunft; Botanischer Garten
Bern/Hortus Botanicus Bernensis; HEID 806544, 806545, 806546

Potentilla erecta (L.) R&auschel - Ptl2889: Deutschland, Bayern, Kreis Ansbach,
Hofen; 354 m, Ost 10,651°/Nord 49,384°, Weber 13, Botanischer Garten Berlin-
Dahlem; DE-0-B-1790905
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Potentilla erecta (L.) Rauschel - Ptl2894: D&nemark, Hammel, Pot Molle, 70 — 90m,
Ost 9,90°/ Nord 56,27°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806612, 806613

Potentilla fissa Nutt. - Ptl2726: Gartenherkunft, Botanischer Garten Halle (Saale);
HEID 806413

Potentilla gracilis Dougl. ex Hook - Ptl2944: Kanada, 668m, West 113,51°/ Nord
53,56°; Conservatoire et Jardins Botaniques de Nancy

Potentilla gracilis var. fastigiata (Nutt.) S.Wats. - Ptl2711: USA, 100m, West
119,29°/ Nord 36,33°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen;
HEID 806380, 806381, 806382, 806383

Potentilla gracilis var. glabrata (Lehm.) Hitchc. - Ptl2888: Kanada, 793m,West
122,13°/ Nord 52,10°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806605, 806606,
806607

Potentilla grandiflora L. - PtI2892: Frankreich, S La Grave, Massif des Ecrins, La
Meije, 2400m, Ost 6,30°/ Nord 45,01°; Dirbye et al., 1918 Botanischer Garten Berlin-
Dahlem; HEID 806608, 806609

Potentilla grandiflora L. - PtI2897: Italien, Sella, Campolongo-Pass, 1875m, Ost
11,87°/ Nord 47,01°; Vogt et al., 16014 Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID
806618, 806619

Potentilla hippiana Lehm. - PtI2758: Gartenherkunft; Botanischer Garten Miinchen

Potentilla hippiana Lehm. - Ptl2930: Gartenherkunft; Botanischer Garten der
Universitat Graz

Potentilla hyparctica Malte - Ptl2842: Gartenherkunft; Jardin Botanique Alpin du
Lautaret, Grenoble

Potentilla incana Gaertn. Mey. & Scherb. - Ptl2659: Gartenherkunft; Botanischer
Garten der Stadt Linz

Potentilla longifolia Willd. ex Schlecht. - Ptl2862: Gartenherkunft; Botanical Garden
of Hungarian Academy of Sciences, Vécratot

Potentilla megalantha Takeda - Ptl2660: Gartenherkunft; Botanischer Garten der
Stadt Linz; HEID 806328, 806329, 806330

Potentilla megalantha Takeda - Ptl2843: Gartenherkunft; Jardin Botanique Alpin du
Lautaret, Grenoble; HEID 806536

Potentilla multifida L. - PtI2729: Gartenherkunft, Botanischer Garten Halle (Saale);
HEID 806419
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Potentilla multifida L. - PtI2741: Gartenherkunft; Botanischer Garten der Universitét
Karlsruhe (TH); HEID 806433, 806434,806435

Potentilla nitida L. - PtI2969: Gartenherkunft; Conservatoire et Jardins Botaniques de
Nancy

Potentilla norvegica L. - Ptl2714: Deutschland, Bremen, Hafengebiet, 5m, Ost 8,77°/
Nord 53,09°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID
806384, 806385, 806386, 806387, 806388, 806389, 806390

Potentilla norvegica L. - PtI2948: Finland, Pitajanmaki, Malminkartano,20m, Ost
24,85°/ Nord 60,24°; Conservatoire et Jardins Botaniques de Nancy

Potentilla nuttallii Lehm. - PtI2655: Gartenherkunft, Okologisch-Botanischer Garten
Bayreuth; HEID 806325

Potentilla ornithopoda Tausch - Ptl2715: China, SW Urumqui, 866m, Ost 87,58°/
Nord 43,80°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID
806391, 806392

Potentilla ornithopoda Tausch - Ptl2716: China, SW Urumqui, 866m, Ost 87,58°/
Nord 43,80°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID
806393,806394

Potentilla pensylvanica L. - PtI2656: Gartenherkunft, Okologisch-Botanischer Garten
Bayreuth; HEID 806326

Potentilla pensylvanica Welsh. & Johnston - Ptl2765: [Canada] Alberta, West
113,51°/ Nord 53,56°; Jardin Botanique Nantes Mairie; HEID 806466, 807819

Potentilla pulcherrima Lehm. - PtI2718: Gartenherkunft, Botanischer Garten der
Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID 806396, 806397

Potentilla pusilla Host - PtI7143: Italien, Sudtirol, Vinschgau, am Kalvarienberg von
Schluderns, 1000 - 1020m, Ost 10,58°/ Nord 46,66°; 1.6.2009, Juraj Paule; s.n.

Potentilla pusilla Host - PtI7144: Italien, Sudtirol, Vinschgau, am Kalvarienberg von
Schluderns, 1000 — 1020m, Ost 10,58°/ Nord 46,66°; 1.6.2009, Juraj Paule; s.n.

Potentilla pusilla Host - Ptl17145: Italien, Sudtirol, Vinschgau, am Kalvarienberg von
Schluderns, 1000 — 1020m, Ost 10,58°/ Nord 46,66°; 1.6.2009, Juraj Paule; s.n.

Potentilla pusilla Host - Ptl7146: Italien, Stdtirol, Vinschgau, am Kalvarienberg von
Schluderns, 1000 - 1020m, Ost 10,58°/ Nord 46,66°; 1.6.2009, Juraj Paule; s.n.

Potentilla pyrenaica Ram. ex DC. - PtI2919: Frankreich, Col de Pailhéres, 2000m; Ost
1,95°/ Nord 42,73°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806643
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Potentilla pyrenaica Ram. ex DC. - Ptl2950: Frankreich, Col Llosa, Ost 2,60°/ Nord
42,62°; Conservatoire et Jardins Botaniques de Nancy

Potentilla recta L. - Ptl2719: Deutschland, Bovenden b. Géttingen, 247m, Ost 9,92°/
Nord 51,58°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat, Gottingen; HEID
806398

Potentilla recta L. - PtI2771: Deutschland, Osnabriick, Dodesheide, 110m, Ost 8,08°/
Nord 52,31°; von Hoveling B., Botanischer Garten der Universitat Osnabruck; HEID
806470, 806471

Potentilla recta L. - Ptl2772: Deutschland, Bramsche, Achmer, nahe
Truppentibungsplatz, 54m, Ost 7,93°/ Nord 52,38°;von Hoveling B., Botanischer
Garten der Universitat Osnabriick; HEID 806472,806473

Potentilla recta L. - Ptl2811: Frankreich, Mallefougasse, 657m, Ost 5,90°/ Nord
44,06°; National Botanic Garden of Begium, Meise

Potentilla recta L. - PtI2879: Italien, Calaone, Baone, 202m, Ost 11,67°/ Nord 45,24°;
Orto Botanico dell'Universita di Padova/Hortus Botanicus Patavinus; HEID 806590,
806591, 806592

Potentilla recta L. - Ptl2912: Griechenland, Kalivia/Eptalofos, 1400m, Ost 22,54°/
Nord 38,51°; Raus & Rol, 5267 Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806636,
806637, 806638

Potentilla recta L. - Ptl12929: Frankreich, Arthaz-Pont-Notre-Damen, 400m, Ost 6,26°/
Nord 46,15°; Botanischer Garten der Universitat Graz; HEID 806655, 806656

Potentilla speciosa Willd. - Ptl2661: Gartenherkunft; Botanischer Garten der Stadt
Linz; HEID 806331, 806332

Potentilla speciosa Willd. - Ptl2670: Gartenherkunft; Botanischer Garten der TU
Braunschweig; HEID 806348

Potentilla sterilis (L.) Garcke - Ptl2788: Osterreich, Hallwang NW, lIschlerbahn-
Trasse;460m, Ost 13,06°/ Nord 47,85°; Gruber J.P., HBU Universitat Salzburg

Potentilla supina L. ssp. supina - Ptl2787: Osterreich, Hallein S, Gamp, 440m, Ost
13,10°/ Nord 47,66°; Mayr A., HBU Universitat Salzburg; HEID 806484, 806485,
806486, 806487, 806488

Potentilla supina L. ssp. supina - PtI2887: Deutschland, = Wustermark, 33m, Ost
12,95°/ Nord 52,55°; Royl, 6956 Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID 806601,
806602, 806603, 806604

Potentilla thurberi A.Gray ex Lehm. - Ptl2699: Gartenherkunft; Botanischer Garten
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main; HEID 806363, 806364
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Potentilla thuringiaca Bernh. - Pt12720: Deutschland, Bad Kénigshofen im Grabfeld,
287m, Ost 10,41°/ Nord 50,30°; Botanischer Garten der Georg-August-Universitat,
Gottingen; HEID 806399, 806400

Potentilla thuringiaca Bernh. - Ptl2917: Deutschland, Bad Koénigshofen, 277m, Ost
10,48°/ Nord 50,30°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem

Potentilla umbrosa Stev. - PtI2721:Ukraine, 243m, Ost 34,10°/ Nord 44,95°
Botanischer Garten der Georg-August-Universitit, Gottingen; HEID 806401, 806402,
806403, 806404

Potentilla valderia L. - Ptl2846: Gartenherkunft; Jardin Botanique Alpin du Lautaret,
Grenoble

Potentilla villosa Pall. ex Pursh - PtI2807: Gartenherkunft; UBC Botanical Garden,
Vancouver; HEID 806509

Sibbaldia cuneata Edgew. (= Potentilla arguta Pursh) - Ptl2650: Gartenherkunft;
Okologisch-Botanischer Garten Bayreuth

Sibbaldia cuneata Edgew. (= Potentilla arguta Pursh) - Ptl2844: Gartenherkunft;
Jardin Botanique Alpin du Lautaret, Grenoble; HEID 806537

Sibbaldia cuneata Edgew. (= Potentilla cuneata Wall. & Lehm.) - Ptl2665:
Gartenherkunft; Botanische Garten der Universitiat Bonn; HEID 806336

Sibbaldia cuneifolia (Bertol.) Paule & Sojak - Ptl2906: Nepal, Annapurna, Base
Camp, 3500m, Ost 83,95°/ Nord 28,58°; Botanischer Garten Berlin-Dahlem; HEID
806626

Sibbaldia tridentata (Aiton) Paule & Sojak - Ptl2679: Danemark, Narsaq Point,
227m, Ost 46,05°/ Nord 60,91°; Botanischer Garten Chemnitz/Hortus Botanicus
Chemnitiensis; HEID 806352

Sibbaldia tridentata (Aiton) Paule & Sojak (=Potentilla tridentata Sol.) - PtI2761:
Gartenherkunft; Botanischer Garten Miinchen; HEID 806453, 806454

POPULATIONEN DER MIKROSKOPIE

Potentilla pusilla Host - Ptl4137: Italien, Stdtirol, V6ls am Schlern, ca. 0.5 km N der
Ortschaft, 'am Steig (Wanderweg) A', 800m, Ost 11,49°/ Nord 46,52°; 17.7.2006,
Christoph Dobes; s.n.

Potentilla velutina Lehm. - PtI3285: Frankreich, Hautes-Alpes, Eourres, oberhalb des
Ortes, 1200 — 1270m, Ost 5,69°/ Nord 44,21°; 18.6.2006, Franz Dunkel; s.n.
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ZUSAMMMENFASSUNG

Die Durchflusszytometrie fluoreszenzmarkierter DNA aus Samen isolierter Zellkerne
wurde von Matzk et al als Methode zur Untersuchung des Reproduktionsmodus von
Pflanzen etabliert (Matzk et al. 2000). Hierbei wird das Verhdltnis der
Fluoreszenzintensitdten embryonaler und endospermaler Zellkern-DNA bestimmt. Die
Intensitdt der Fluoreszenz entspricht der jeweiligen Genomgrofle. Anhand des
errechneten Verhaltniswerts kann auf das Vorliegen von Sexualitat oder Apomixis als
Reproduktionsmechanismus geschlossen werden. Fir Potentilla konnten bisher keine
auswertbaren Messungen erzielt werden. Auch galt das Vorhandensein eines
Endosperms als fraglich.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer fir Potentilla sensu lato geeigneten
Methode zur durchflusszytometrischen Reproduktionsforschung. Angestrebt wurde
auch ein Vergleich der beiden zur Verfugung stehenden Geréte Ploidy Analyser (partec)
und FACSCalibur (BD). Mikroskopische  Untersuchungen  sollten  die
Duchflusszytometrie unterstiitzen und ersten Uberblick Gber den anatomischen Bau der
Nusschen geben.

Das Probenmaterial umfasste 80 Populationen 47 verschiedener Arten. Pro Geréat
wurden Zellkernextrakte zweier einzelner Individuen zur Messung gebracht. Fir den
Ploidy Analyser wurde DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole), fur das FACSCalibur
Propidiumiodid als Fluorochrom verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte Uber
die Programme FloMax Software© beziehungsweise CellQuest™ Pro. Ermittelt wurden
jeweils arithmetisches Mittel und Variationskoeffizient von Fluoreszenzhdufungen.
Diese scheinen als peaks im Histogramm auf und kdnnen dem Embryo sowie dem
Endosperm zugeordnet werden. Ein Verhdltnis von etwa 1,5 der beiden
Fluoreszenzintensitdten  zueinander bedeutet Sexualitdt entsprechend einem
Genomverhéltnis von 2n:3n. Bei Apomikten liegen die Verhaltnisse haufig bei 2,5 und
3.

Zur Mikroskopie wurden Friichtchen der Arten Potentilla velutina und Potentilla
pusilla verwendet. Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Mikrotoms gefertigt und
teilweise mittels Phloroglucin oder Safranin und Astrablau gefarbt. Die Dokumentation
erfolgte durch Photographie der in Euparal® gegossenen Prdparate in verschiedenen
VergrolRerungen. Anhand der Fotos wurde ein morphologisches Modell des Schichtbaus
der Frichtchen erstellt. Des Weiteren wurden bei 400facher VergrdRerung Zeichnungen
der anatomischen Struktur der einzelnen Schichten angefertigt.

Die Durchflusszytometrie ergab Durchfuhrbarkeit der Methode fir beide Geréte. Fir
beide Gerate stellte sich Seed-Buffer als geeignetes Extraktions- und Messmedium
heraus. DAPI muss bereits zur Extraktion dem Puffer zugegeben sein, wéhrend
Propidiumiodid erst nach Zusatz von RNase den einzelnen Proben zugefiigt wird. Die
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Auswertung der durch das FACSCalibur gewonnenen Daten wird durch den
zusatzlichen Parameter des SideScatters erheblich erleichtert. Dagegen weist die FloFax
Software die Vorteile auf fir Windows geeignet zu sein, sowie Mittelwerte und
Variationskoeffizienten der eingegrenzten Regionen automatisch als Zeile unter dem
Histogramm anzuzeigen. Die Ergebnisse der beiden Gerdte stimmten weitgehend
uberein. Bei der Mehrzahl der Proben konnte Sexualitdt bestimmt werden. Fir einzelne
Arten wurde Apomixis gefunden beziehungsweise bestatigt. Diese scheint sich auf
Stamm C der Potentillinae nach Dobe§ & Paule 2010 zu konzentrieren. Fir eine
statistische Aussage waére ein groRerer Probenumfang pro Population und Gerét nétig.

Die Mikroskopie hat ein eindeutiges Vorhandensein eines Endosperms bei Potentilla
velutina ergeben. Die von den einzelnen Schichten angefertigten anatomischen
Zeichnungen geben einen ersten Uberblick tber den inneren Aufbau der Nisschen. Die
Interpretation der mikroskopischen Ergebnisse ist orientiert am Bau der Friichtchen von
Rosa canina.
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ABSTRACT

Flow cytometry of fluorescently labeled DNA from isolated sperm nuclei was
established by Matzk et al. to study the reproduction mode of plants (Matzk et al. 2000).
In this method the ratio of fluorescence of nuclear DNA of embryonic and endospermal
cells is determined. The intensity of flurescence corresponds to the genome size of the
respective cell types. On basis of the calculated ratio either sexuality or apomixis can be
found out to be mode of reproduction. There have not been obtained any evaluable
measurements for Potentilla sp.. The presence of an endosperm was regarded as
questionable.

It was the intent of this dipolma thesis to develop a method of flow cytometry
reproduction research appropriate to Potentilla sensu lato. A further aim was to obtain a
comperison of the two standing flow cytometers Ploidy Analyser (partec) and
FACSCalibur (BD). Microscopic examinations should support the flow cytometry and
provide an overview over the structure of the little nut.

The sample material consisted of 80 populations of 47 different species. For each gear
nuclear extracts of two single individuals were taken for measurement. The
fluorochrome used in the measures taken by the Ploidy Analyser was DAPI (4’-,6-
Diamidino-2-phenylindole), for the FACSCalibur propidium iodide was used as
fluorescent. The data were evaluated using the programs FloMax software© and
CellQuest™ Pro. Determined for each accumulation of fluorescence - assigned to either
embryo or endosperm - arithmetic mean and coefficient of variation was determined.
These accumulations appear as peaks in the histogram. A ratio of the two fluorescence
intensities of about 1.5 means sexuality, according to ratio of genome size of 2n: 3n. In
apomictic individuals ratios usually range about 2.5 and 3

For microcopy fruits of Potentilla pusilla and Potentilla velutina were used. The cuts
were made using a microtome and partly dyed with phloroglucinol or safranin and
Astrablau. Documentary was made by the photograph of preparations cast in Euparal®.
Using the photograph material a morphological model of the fruits was created.
Furthermore, at a magnification of 400x drawings of the anatomical structures of the
single layers were produced.

Flow cytometry showed to be suitable for the study of the reproduction mode of
Potentilla sensu lato. Seed-buffer is a fluid appropriate for sample preparation for both
instruments, Ploidy Analsyser as well as FACSCalibur. DAPI has to be added to the
buffer before extraction, while propidium-iodide is to be added to each sample after
treatment with RNase. The analysis of the data obtained by the FACSCalibur is greatly
facilitated by the Side Scatter as additional parameter. In contrast FloMax has the
advantage of being suitable for Windows. The later software automatically displays
mean values and coefficients of variation of the defined regions as a line below the
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histogram. The results obtained by the two instruments conform largely. For the
majority of populations sexuality could be determined. For some species apomixes was
found. Apomixis seems to concentrate on grex C of Potentillinae after Dobes & Paule
2010. For statistical analysis a greater number of samples per population as well as per
instrument would be required.

Microscopy has revealed the presence of an endosperm in the seed of Potentilla
velutina. The various layers depicted in the anatomical drawings give a first overview
over the inner structure of the little fruits. The interpretation is leaning against the
structure of the fruits of Rosa canina.



0 Danksagung 114

DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich besonders bei meinem Diplomarbeitsprofessor ao.
Univ.-Prof. Dr. Johannes Saukel bedanken fir die Mdglichkeit eine indiviuelle
Diplomarbeit zu verfassen. Mein Dank gilt auch Herrn Dr. Christoph Dobes. IThm danke
ich fir die engagierte Begleitung wahrend der gesamten Zeit der Entstehung dieser
Arbeit und die Unterstitzung bei der Durchfuhrung der durchflusszytometrischen
Messungen sowie der Anfertigung der anatomischen Zeichnungen. Der gesamten
Arbeitsgruppe danke ich fur das gute und personliche Arbeitsklima.

Allen voran danke ich meinen Eltern fir die Unterstiitzung, die mein Studium
ermdoglicht hat.



0 Danksagung 115




0 Lebenslauf 116

LEBENSLAUF

LEA ELISABETH KAUSCHE

PERSONLICHE DATEN
Geburtsdatum: 16.05.1986

Geburtsort: Linz

AUSBILDUNG
Volksschule September 1992 — Juli 1996
VS 36, Flotzerweg 63, 4030 Linz

Realgymnasium September 1996 — 14. Juni 2004
BRG Linz, HamerlingstralRe 18, 4020 Linz
Matura mit ausgezeichnetem Erfolg bestanden

Pharmaziestudium Oktober 2004 — September 2010
Universitat Wien

Mitbelegung an der Medizinischen Universitat Wien

Medizinstudium seit April 2009
Universitat Erlangen-Nirnberg

WEITERBILDUNG UND PRAKTIKA

Cambridge First Certificate (05. August 2003; Note: A)

Forschungspraktika am Institut fur Immunologie der Medizinischen Universitat Wien
(Juli 2006 und Juli 2007)

Pflegepraktikum im Diakonissen-Krankenhaus Linz (August 2008)

AUSZEICHNUNGEN

Ehrenpreis fur die Fachbereichsarbeit in Chemie ausgestellt von der Gesellschaft
Osterreichischer Chemiker Arbeitsgruppe Chemieausbildung (26.05.2004)



