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DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie bei 

Vertretern der Dryopteris affinis-Gruppe 

Anton Bär & Matthias Bär

Zusammenfassung: Die sichere Bestimmung von Sippen aus dem Dryopteris affinis-Kom-
plex erfordert sehr oft die Messung des Ploidiegrades entweder durch eine aufwändige Chro-
mosomenzählung oder Messung des Kern-DNA-Gehaltes, in der Regel mittels eines Flow-
zytometers. Dieses steht den Botanikern besonders im „citizen science“-Bereich meist nur 
eingeschränkt zur Verfügung. Eine weitere Möglichkeit zur Messung des DNA-Gehaltes ist die 
Bild-Zytometrie nach Färbung mit dem sogenannten Schiffschen Reagenz (Feulgen-Färbung). 
Diese Methode wurde von uns so modifiziert, dass es unter Verwendung der unteren Epider-
men von Wedel-Fiederabschnitten möglich ist, den DNA-Gehalt quantitativ zu messen. Pro-
ben von Wedelmaterial stehen während der gesamten Vegetationsperiode zur Verfügung. 
Nach der Fixierung des Untersuchungsmaterials können bis zur Analyse die Proben in Ethanol 
96 % unter Tiefkühl-Bedingungen über Jahre aufbewahrt werden. Als Vergleichsmaterial die-
nen durch Chromosomenzählung sicher bestimmte Pflanzen aus dem D. affinis-Komplex. Stö-
rende Substanzen im Untersuchungsmaterial, die zur Mitfärbung von Zellwänden und Zytosol 
der Parenchym- und Epidermiszellen führen, verursachen eine breitere Streuung der Mess-
werte, die aber trotzdem eine ausreichende Genauigkeit für die Bestimmung des Ploidiegra-
des aufweisen. Für eine genaue Massebestimmung der DNA sollte die Methode der Flowzyto-
metrie verwendet werden. 

Key Words: DNA image-cytometry, Feulgen staining, Schiff’s reagent, Dryopteris affinis-
complex, genome size, ploidy level

Summary: The reliable determination of specimens from the Dryopteris affinis-complex very 
often requires the measurement of the ploidy levels either by elaborate chromosome counts 
or measurement of the nuclear DNA-content, usually by flow cytometry. This is available to 
most botanists to a limited extent only, especially in the “citizen science” sector. Another 
possibility to estimate the nuclear DNA-content is DNA image-cytometry after staining with 
the so-called Schiff’s reagent (Feulgen staining). This method is here modified in a way that 
allows to measure the amount of DNA quantitatively using the lower epidermis of pinnules of 
fronds. Samples of frond material are available throughout the growing season. After fixation 
of the material, the samples can be stored in Ethanol 96% under deep-freeze conditions for 
years until analysis. Plants from the D. affinis-complex, reliably determined by chromosome 
counting, served as reference. Interfering substances in the test material, which lead to the 
simultaneous staining of the cell walls and cytosol of parenchyma and epidermis cells, cause 
a broader standard deviation of the measured values, but the method nevertheless shows 
sufficient accuracy for the determination of the ploidy level. For an accurate mass determina-
tion of the DNA, flow cytometry should be used.
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1 Einleitung
Als die Methode zur spezifischen Färbung des Zellkerns im Jahr 1924 von R. Feul-
gen und H. Rossenbeck unter dem Begriff „Nuclealreaktion“ publiziert wurde, konn-
ten sie die Bedeutung ihrer Methode bestenfalls ahnen (Feulgen & Rossenbeck 
1924). Sie hat in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts mit der Verfügbarkeit von 
Geräten zur quantitativen, mikroskopischen Messung der DNA-Gehalte (Photome-
trische Zytometrie) weitere Bedeutung erlangt. Mit dem Aufkommen der digitalen 
Mikrofotografie in den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde diese mikrophoto-
metrische Methode durch ein densitometrisches Bildanalyseverfahren (DNA-Bild-
zytometrie) abgelöst. Dabei wird aus den Grauwerten der Pixel eines Zellkerns 
deren „optische Dichte“ (OD) errechnet und zur „integrierten optischen Dichte“ 
(IOD) aufsummiert. 

Die heute am meisten verwendete Methode zur quantitativen DNS-Bestimmung 
ist die Flowzytometrie, die jedoch eines erheblichen technischen und finanziellen 
Aufwandes und eines spezialisierten Labors bedarf. Trotz deren häufiger Anwendung 
spielt die DNA-Bildzytometrie immer noch eine Rolle sowohl in der Botanik und 
Zoologie als auch in der Pathologie, wo sie teilweise bis heute insbesondere für 
die Diagnose und die Beurteilung der Malignität solider Tumoren verwendet wird. 
Aus diesem Bereich stammen entsprechende standardisierte Methoden und 
Qualitätsstandards (Böcking 1990; Haroske et al. 1998). Sie wurden an die 
Gegebenheiten in der Botanik angepasst (Vilhar et al. 2001; Vilhar & Dermastia 
2002).  

Der Dryopteris affinis-Komplex in Bayern
Die Systematik des Dryopteris affinis-Komplexes erfuhr in den vergangenen Jahr-
zehnten mehrfache Überarbeitungen: u. a. im Hegi 1984 durch Fraser-Jenkins & 
Reichstein (1984), durch Fraser-Jenkins (1987, 1996, 2007). Seit 2007 wurden 
auch zwei ergänzende Neubeschreibungen im Artrang (Jessen et al. 2011) und 
Unterartrang (Church et al. 2019) veröffentlicht. Diese fanden auch Eingang in die 
Florenwerke (Jessen 2017, Sell & Murrell 2018). 

Die Bearbeitung der Gruppe in Bayern, Baden-Württemberg und auch angren-
zenden Gebieten von Österreich erfolgte seit den 1970er Jahren insbesondere 
durch A. Eschelmüller und A. Bär (z. B. Eschelmüller 1972, 1985; Bär & Eschel-
müller 1984, 1985, 1986, 2006, 2007, 2010, 2014; Eschelmüller, A. & Eschel-
müller, H. 1996; Rasbach et al. 1983; Zahlheimer 2002; Freigang & Zenner 
2007). Die derzeitig gültige Sippenaufteilung der auf dem Gebiet der Bundesre-
publik Deutschland vorkommenden Arten und Unterarten ist in Tab. 1 dargestellt. 

Für Bayern sind bis jetzt 12 Arten und Unterarten einschließlich deren Hybri-
den mit D. filix-mas nachgewiesen worden (s. Tab. 1). Dazu ist noch anzumerken, 
dass bei D. affinis subsp. affinis die Variationen „affinis“ (sog. „atlantische Form“) 
und „disjuncta“ von Fraser-Jenkins (2007) nicht mehr unterschieden wurden. Im 
„Rothmaler: Exkursionsflora von Deutschland“ werden sie von S. Jeßen weiter-
hin aufgeführt (Jessen 2017). Auch bei D. borreri wird von Fraser-Jenkins die var. 
robusta nicht mehr anerkannt. Die Aufteilung der Variationen wird hier jedoch zu 
informellen Zwecken beibehalten. 
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Tab. 1: Übersicht der zum Dryopteris affinis-Komplex gehörenden Sippen, welche bis-
her für das Gebiet der Bundesrepublik Deutschland nachgewiesen wurden. Die Eintei-
lung und Benennung der Sippen folgen Fraser-Jenkins (2007) sowie Jessen (2017).

Dryopteris affinis-Gruppe (-Komplex), Dryopteris affinis agg., Dryopteris 
affinis sensu lato
	 Diploide Sippen
		  D. affinis (Lowe) Fraser-Jenk. sensu stricto (= Diploide Sippen)
		  D. affinis subsp. affinis var. affinis
		  D. affinis subsp. affinis var. disjuncta (Fomin) Fraser-Jenk.
		  D. affinis subsp. punctata Fraser-Jenk.

	 Triploide Sippen
		  D. borreri (Newman) Oberh. et Tavel
		  D. cambrensis (Fraser-Jenk.) Beitel et W. Buck
		  D. cambrensis subsp. cambrensis
		  D. cambrensis subsp. insubrica (Fraser-Jenk.) Fraser-Jenk.
		  D. lacunosa S. Jess., Zenner, Chr. Stark & Bujnoch
		  D. pseudodisjuncta (Fraser-Jenk.) Fraser-Jenk.

	 Hybriden mit Dryopteris filix-mas
	 Tetraploide Hybriden
		  D. × complexa Fraser-Jenk. nothosubsp. complexa 
		  (= D. filix-mas × D. affinis subsp. affinis) 
		  D. × complexa Fraser-Jenk. nothosubsp. eschelmuelleri Fraser-Jenk. 
		  (= D. filix-mas × D. affinis subsp. punctata) 
	 Pentaploide Hybriden
		  D. × complanata Fraser-Jenk. (= D. filix-mas × D. pseudodisjuncta) 
		  D. × convoluta Fraser-Jenk. nothosubsp. convoluta  
		  (= D. filix-mas × D. cambrensis subsp. insubrica) 
		  D. × critica (Fraser-Jenk.) Fraser-Jenk. (= D. filix-mas × D. borreri)

Tab. 2: DNA-Gehalte der Taxa der D. affinis-Gruppe und von D. filix-mas (Bär et al. 2020). 
Flowcytometer-Messungen von Dr. Jörg Fuchs, Leibniz-Institut für Pflanzengenetik und 
Kulturpflanzenforschung, Gatersleben.

Taxon Ploidie/Chromo-
somenzahl Anzahl DNA-Gehalt 

[pg] CV [%]

D. affinis ssp. affinis 
D. affinis s. str. 2n = 2x = 82 4 	  16,67 ± 0,2 1,2

D. borreri 2n = 3x = 123 11 	  24,73 ± 0,3 1,2

D. cambrensis ssp. insubrica 2n = 3x = 123 1 	  24,42

D. lacunosa 2n = 3x = 123 3 	  24,84 ± 0,1 0,4

D. affinis s. l. („Rehberger Typ“) 2n = 4x = 164 7 	  32,38 ± 0,4 1,2

D. × complexa nssp. complexa 2n = 4x = 164 1 	  32,47

D. × critica 2n = 5x = 205 1 	  40,16

D. filix-mas 2n = 4x = 164 2   	32,05 ± 0,4 1,2

A. Bär & M. Bär: DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie
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Die Arten des D. affinis-Komplexes vermehren sich im Gegensatz zu den meis-
ten Arten der Gattung Dryopteris apomiktisch, bzw. agamospor. (Manton 1950; 
Schneller 1974, 1975; Tilquin 1981) Die aus Diplosporen aufwachsenden Pro-
thallien bilden zwar Antheridien aus, aber keine Archegonien. So können die Arten 
des D. affinis-Komplexes als männliche Geschlechtspartner für Kreuzungen mit 
D.  filix-mas fungieren und die entsprechenden Hybriden bilden. Die neuen Spo-
rophyten entwickeln sich aus einer vegetativen Zelle des Prothalliums. Für eine 
kurze Zusammenfassung über die genomischen Zusammenhänge des D. affinis-
Komplexes siehe Bär et al. (2020).

Aufgrund einer ausgeprägten Variabilität in den Merkmalen sind Abgrenzungen 
zwischen den Arten und Unterarten oft schwierig und benötigen neben makromor-
phologischen Merkmalen immer auch mikromorphologische Untersuchungen (Spo-
ren und Stomata) und zur Sicherung der Bestimmung u. U. den Nachweis des Ploi-
diegrades bzw. der Chromosomenzahl. Bei der hohen Zahl an Chromosomen im 
D. affinis-Komplex sind Zählungen zeitlich sehr aufwändig und benötigen ein im 
Wachstum befindliches Gewebe, z. B. Wurzelspitzen für Mitosen oder Sporangien 
mit Sporenmutterzellen in Meiose. Die Sammelzeiten vor allem für Erstere sind 
zeitlich sehr begrenzt. 

Der Generationswechsel und die Genomgrößen in der Gattung Dryopteris sind 
seit langem wiederholt erforscht und untersucht worden durch Chromosomenun-
tersuchungen (Döpp 1932, 1939; Manton 1939, 1950; Gibby 1985; Rasbach et al. 
1983; Schneller 1975) und Flowzytometrie (Ekrt et al. 2009; Jörg Fuchs in Bär 
et al. 2020). 

Die Grundzahl bei der Gattung Dryopteris ist n=x=41. Speziell im Dryopteris 
affinis-Komplex ist der Schluss von der Genomgröße auf die Chromosomenzahl bzw. 
Ploidie gerechtfertigt (Henry et al. 2014). Bezüglich der Verwendung der Begriffe 
„genome size“, C-Wert bzw. Cx-Wert siehe Greilhuber et al. (2005), Greilhuber 
& Dolezel (2009), Suda et al. (2006). Auch für viele weitere Artenkomplexe 
(z.B. in den Gattungen Hieracium, Pilosella, Sorbus, Amelanchier, u. a.) spielt der 
Ploidiegrad eine wichtige Rolle, der entweder durch eine Chromosomenzählung 
oder heutzutage meist durch eine flowzytometrische Bestimmung ermittelt werden 
kann. 

DNA-Bildzytometrie
Zur Bedeutung der Flowzytometrie, der Photometrischen Zytometrie und der Bild-
zytometrie sind zahlreiche Publikationen erschienen (z. B. Vilhar et al. 2001; Vil-
har & Dermastia 2002; Greilhuber & Temsch 2001). In der Flowzytometrie ist 
man auf eine teure apparative Laboreinrichtung angewiesen, die Botanikern oft 
nur eingeschränkt oder gar nicht zur Verfügung steht. Wir haben deshalb ver-
sucht, zur Ploidiebestimmung die DNA-Bildzytometrie nach Feulgen-Färbung im 
„citizen-science“-Bereich, speziell für den Dryopteris-affinis-Komplex, so zu ent-
wickeln, dass sie die Flowzytometrie und die Chromosomenzählung ersetzen kann. 
Seit die Digitalfotografie verfügbar ist, hat sie die Mikrodensitometrie technisch 
sogar vereinfacht. Eine digitale Mikroskopkamera und eine Software zur Auswer-
tung der aufgenommenen Bilder sollte eine densitometrische Messung ermögli-
chen, worüber wir nachfolgend berichten.  
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2 Methoden

Die Feulgen-Reaktion
Bei der Feulgen-Färbung findet eine spezifische und stöchiometrische Reaktion der 
Desoxyribose mit durch Sulfit entfärbtem Pararosanilin, dem sogenannten Schiff’s 
Reagenz statt (Ris & Mirsky 1949). Zuvor werden mittels Salzsäure-Hydrolyse 
Purinbasen der DNA von der Desoxyribose abgespalten unter Bildung von Aldehyd-
gruppen an der Desoxyribose. Diese reagieren mit Schiff’s Reagenz unter Bildung 
einer rot gefärbten Schiffschen Base. 

Untersuchungsmaterial
Als geeignetes Material für die Feulgenfärbung können Wurzelspitzen und andere 
Gewebe verwendet werden. Vorteilhaft wären Pflanzenteile, die in der gesamten Vege- 
tationsperiode leicht zugänglich sind und wie hier im Fall des Dryopteris affinis- 
Komplexes für mikromorphologische Untersuchungen gesammelt werden können. 
Beim Dryopteris affinis-Komplex wird zur Messung der Stomatagröße die untere 
Blattepidermis präpariert, die jederzeit auch für eine Feulgen-Färbung verfügbar 
ist. Vorversuche haben gezeigt, dass insbesondere in den Schließzellen eine Mes-
sung der DNA der Kerne möglich ist. 

Reagenzien
Formalin 4 %, gepuffert auf pH 7,4 mit Phosphatpuffer nach Sørensen, plus 0,1 % 
Triton X-100 zur Fixierung wurde modifiziert nach Greilhuber & Temsch (2001). 
Schiff’s Reagenz und die Kaliummetabisulfit-Spüllösung wurden nach Müller (1966) 
hergestellt. 
Schiff’s Reagenz: 0,5 g Pararosanilin in 15 ml 1 mol/l HCl ohne Erwärmen lösen; 
0,5 g Kaliummetabisulfit (K2S205) in 85 ml Aqua dest. lösen und zusetzen (auch 
Natriummetabisulfit ist geeignet); nach 24 Std filtrieren; im Dunkeln aufbewahren. 
Kaliumdisulfit-Spüllösung: Kaliummetabisulfit-Stammlsg. 10 % 5 ml; Aqua dest. 
90 ml; Salzsäure 1 mol/l 5 ml. Nur frisch hergestellte Spüllösung verwenden. 

Fixierung und Färbung (Greilhuber & Temsch 2001)
Feulgen-Methode für Prothallien, junge Sporophyten und für untere Epidermen von 
Dryopteris filix-mas und D. affinis-Arten.

Abb. 1: Nach Feulgen gefärbtes Präparat der 
unteren Epidermis mit Schließzellen. Die Zell-
wände der Epidermis- und Blattparenchymzel-
len färben sich unspezifisch, nicht aber die der 
Schließzellen. Diese können, wenn sie nicht mit 
Parenchymzellen überlagert sind, somit gut 
densitometrisch gemessen werden. Schließ-
zellen, die „verschattet“ sind, werden von der 
Messung ausgeschlossen. 

A. Bär & M. Bär: DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie
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Fixierung und Färbung nach Feulgen wurden mit wenigen Anpassungen nach den 
Angaben von Greilhuber & Temsch (2001) durchgeführt. Beide Autoren haben 
grundlegende Versuchsprotokolle für die Anwendung bei Pflanzen publiziert. Bis 
zu sechs Proben einschließlich der Vergleichsstandards durchlaufen parallel den 
Fixierungs- und Färbeprozess. Zunächst muss die untere Epidermis eines Fieder-
abschnittes aller Proben abgelöst werden. Während der Zeit bis zur Fixierung wer-
den sie in eiskaltem Wasser aufbewahrt (ca. 1 Stunde). Die Kofixierung aller Pro-
ben eines Versuchs ist dringend zu empfehlen. Für alle Wässerungsschritte sollte 
abgekochtes und wieder erkaltetes Wasser verwendet werden, damit die Epider-
men eingetaucht bleiben und nicht durch feinste Gasbläschen an der Oberfläche 
schwimmen. Alternativ kann auch zu 5 ml Wasser 1 Tr. Benzalkoniumchlorid 1 % 
zugegeben werden, um das Eintauchen der Proben zu gewährleisten. Es ist aller-
dings darauf hinzuweisen, dass die Tenside (z. B. Benzalkoniumchlorid, Triton 
X-100, Polysorbate) mit 5 mol/l Salzsäure inkompatibel sind und nach einigen 
Stunden zu Ausfällungen führen. 

Nachfolgend sind alle Reaktionsschritte für die Feulgen-Färbung chronologisch 
aufgeführt. 

Fixierung: 
•	Formalin 4 % pH 7,4 
	 Triton X-100 0,1 %																                2 h, 4°C
•	Waschen in Wasser 
	 (1x wechseln der Flüssigkeit)											           30 min, Raumtemperatur (RT)
•	2x Waschen und Fixieren in 
	 Ethanol abs. – Eisessig 3+1, 											           2x 30 min, RT
•	bei sofortiger Weiterverwendung, 
	 waschen in Wasser, 																               10 min, RT
	 sonst
•	Aufbewahren in EtOH 96 %												            -20°C
•	Vor der Salzsäure-Hydrolyse wird in EtOH 96 % 
	 aufbewahrtes Material in Wasser gewaschen			   10 min, RT

Hydrolyse: 
•	5 mol/l HCl																					                    10 h, 2° oder 4°C

Auswaschen der Salzsäure:
•	Waschen in Wasser																                10 min, RT

Färbung: 
•	Schiffs Reagenz																		                  60 min, RT, Lichtschutz
																											                           oder 10 h, 2° oder 4°C

Auswaschen mit Sulfit-Spüllösung:
•	3x Waschen in Sulfit-Spüllösung, 									        je 15 min 

Entwässern: 
•	Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90 %, 100 %) 				    je 2 min

Eindeckung: 
•	Euparal
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Bild-zytometrische Messung
Die Objekte sollten zeitnah (spätestens 1-2 Wochen) nach der Präparation densi-
tometrisch vermessen werden (Greilhuber et al. 1999). 

Dies erfolgte mit einem Leica DM 2500 Mikroskop bei 630-facher Vergrößerung. 
Es wurden digitale Aufnahmen im tif-Format mit einer Leica EC3 CMOS-Kamera und 
der Leica LAS-EZ Software gemacht. 

Einstellungen am Mikroskop
Die Beleuchtung wird ca. 90 Min vor Beginn der Messung eingeschaltet, damit das 
System thermisch stabil ist. Die Auflösung wird durch die Einstellung der Köhler-Be-
leuchtung optimiert. 

Der Helligkeitsregler wird in die nach der Erfahrung benötigte Position gebracht 
(s. auch den folgenden Absatz). 

Einstellungen in der Aufnahme-Software (Leica LAS EZ)
In der Aufnahme-Software wird die Einstellung „Manuell“ gewählt, damit keine auto-
matischen Veränderungen an der Einstellung während des Messvorganges vorge-
nommen werden (Kamerasteuerung auf Manuell (M); Belichtungszeit: 20-40 ms; 
Verstärkung: 1,5-2,0; Gamma: 1,00; Sättigung: 100 %). Das Präparat wird einge-
legt und eine Position außerhalb des Objektes gewählt. Nachdem ein Weißabgleich 
durchgeführt wurde, wird ein Grünfilter (560-590 nm) eingelegt und eine „Leerauf-
nahme“ von Objektträger mit Deckglas aber ohne Objekt im Strahlengang gemacht. 

Von dieser Aufnahme wird nun mit der 
Fiji Software (= ImageJ, Version 2.1.0, 
2.8.2020; kostenfrei) (https://imagej.
net/Fiji) ein Histogramm der Verteilung 
der Helligkeitswerte in den RGB-Kanä-
len erstellt und diejenige im Grünka-
nal geprüft. Die Verteilung der Werte im 
Grünkanal sollte im oberen Bereich, zwi-
schen 220 und 255 liegen (s. Abb. 2). 
Sollte das nicht der Fall sein, kann mit der 
Helligkeitseinstellung am Mikroskop und 
mit der Verstärkung und der Belichtungs-
zeit in der Aufnahmesoftware (LAS EZ) 
nachjustiert werden. Wird die Helligkeit 
am Mikroskop verändert, beginnt man wieder mit dem Weißabgleich, usw.

Die Einstellungen am Mikroskop und in der Aufnahme-Software dürfen während 
der gesamten Messdauer nicht mehr verändert werden!  

Messung der Integrierten Optischen Dichte (IOD) der Zellkerne mit 
dem Matlab-Programm
Die Messungen erfolgen durch eine densitometrische Auswertung von digita-
len Aufnahmen bei 630-facher Vergrößerung mit einem Leica N Plan Luft-Objek-
tiv 63x, N.A. 0,80. Nur normal aussehende Zellkerne von Stomatazellen werden 

Abb. 2: Histogramm des Grünkanals einer 
Leeraufnahme. 

A. Bär & M. Bär: DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie
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zur Messung ausgewählt und müssen scharf fokussiert sein. Wenn darunterlie-
gende Parenchymzellen die Stomatazellen „verschatten“, werden diese Kerne nicht 
gemessen.  

Zur Berechnung der IOD der Zellkerne wurde ein eigenes Programm von M. Bär 
in der Programmiersprache Matlab (R2017b, 9.3.0) (https://de.mathworks.com/
products/matlab-online.html; zuletzt besucht 1.2.2021) entwickelt, mit dessen 
Hilfe die zu messenden Zellkerne in einer digitalen Aufnahme ausgewählt, die IODs 
berechnet und in Tabellenform in eine Datei geschrieben werden. 

Das Messprinzip und die Berechnung sind in Reviews von Hardie et al. (2002), 
Greilhuber (2008) und Vilhar & Dermastia (2002) ausführlich dargestellt. 

Für die Berechnung der IODs werden die digitalen Aufnahmen (s. Abb. 3 A) mit 
dem in Matlab geschriebenen Auswertungsprogramm geöffnet. Mit einem Schie-
ber kann der Schwellenwert für die Vorauswahl so verändert werden, dass die 
Zellkerne klare Umrissgrenzen zeigen (Blaufärbung in Abb. 3 B). Die für die Mes-
sung geeigneten Zellkerne werden mittels des Kursors ausgewählt (Rosafärbung 
in Abb. 3 C). Mit „Enter“ wird die Auswahl der zu messenden Kerne abgeschlossen. 
Anschließend werden durch das Matlab-Programm die einzelnen Zellkerne nachei-
nander eingeblendet (s. Abb. 3 D und 4). Mit den vier Schiebern rechts kann jeweils 
die Auswahl verändert werden. Die innere, gelbe Linie zeigt die Auswahl durch den 
gewählten Schwellenwert. Diese Auswahl kann mit dem Schieber „Threshold“ für 
jeden Zellkern nochmals angepasst werden. Um auch noch außerhalb der Schwell-
wertgrenze liegende Grauwerte zu erfassen, kann mit dem Schieber „Add to core“ 
diese Auswahl des zu messenden Bereiches erweitert werden (weiße Linie). Die 
Pixel des außen liegenden gelben Rings werden zur Berechnung der Intensität des 
eingestrahltes Lichts verwendet. Dieser gelbe Ring kann mit 2 weiteren Schiebern 
(„Radius“ und „Border“) in der Breite und der Lage verändert werden. 

Sind die ausgewählten Kerne nacheinander abgearbeitet, gibt das Programm eine 
Zwischendarstellung der berechneten Werte aus (s. Abb. 5). Die Bilder oben zeigen 
nochmals die Auswahl, die darunter liegenden die Intensität der Absorption. Ganz 
unten werden einige berechnete Werte ausgegeben: Hintergrund-Intensität, Zahl 
der Pixel mit dem Wert 0 und dem Wert 255, Zahl der ausgewählten Pixel, Zahl der 
Pixel unterhalb des Schwellenwertes, IOD bis zum Auswahlring für die Hintergrun-
dintensität, IOD aller für die Berechnung ausgewählten Pixel. IOD der Pixel unter-
halb des Schwellenwertes. Diese Daten werden nachfolgend in einer Datei gespei-
chert. Treten bei der Messung eines Kerns mehr als 1 % der gemessenen Pixel als 
0-Wert-Pixel (0 pixel) auf, wird der Kern von der Auswertung ausgeschlossen. Je 
Probe werden mindestens 50 Zellkerne gemessen. 

Die Messwertedatei wird in ein Tabellenkalkulationsprogramm übertragen und 
graphisch ausgewertet (s. Tab. 3 und Abb. 6-8). 

3 Ergebnisse

Auswahl des Untersuchungsmaterials
Zur Messung des Ploidiegrades wurden die unteren Epidermen von Fiederab-
schnitten präpariert, die in der Regel auch zur Bestimmung der Stomatalänge und 
-breite benötigt werden. Der Vorteil gegenüber Wurzelspitzen liegt darin, dass die 
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Abb. 3: 
A) Aufnahme eines Schließzellenapparates mit Grünfilter bei 630-facher Vergrößerung. 
B) Mit dem MATLAB-Programm geöffnete Bilddatei mit ausgewählten Bereichen (blau) unterhalb 

des gewählten Schwellenwertes. Dieser kann mit dem Schieber „Threshold“, rechts im Bild, 
verändert werden. 

C) Durch Anklicken werden Zellkerne, die gemessen werden sollen (rosa), ausgewählt. Mit 
„Enter“ wird die Auswahl der zu messenden Kerne abgeschlossen.  

D) Anschließend werden durch das MATLAB-Programm die einzelnen Zellkerne nacheinander 
eingeblendet. Mit den vier Schiebern rechts kann jeweils die Auswahl verändert werden. 

Abb. 4: Auswahl aus Abb. 3D. Die feine, gelbe Linie 
zeigt die Auswahl durch den gewählten Schwellen-
wert. Diese Auswahl kann mit dem Schieber „Add to 
core“ erweitert werden (weiße Linie). Die Pixel des 
gelben Rings werden zur Berechnung der Hintergrun-
dintensität verwendet. Dieser gelbe Ring kann mit 2 
weiteren Schiebern („Radius“ und „Border“) in der 
Breite und der Lage verändert werden. 

A. Bär & M. Bär: DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie
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Epidermen in der gesamten Vegetationsperiode leicht zugänglich sind. Vorversuche 
haben gezeigt, dass insbesondere in den Schließzellen eine Messung möglich ist. 

Zwei wesentliche Probleme traten bei den Färbeversuchen an den unteren Epi-
dermen der Fiederabschnitte bei Dryopteris auf. Erstens färben sich meist die Zell-
wände der Epidermis- und der noch anhaftenden Parenchymzellen unspezifisch und 
machen somit die Messung der Kerne in diesen Zellen oft unmöglich (s. Abb. 1). Bei 
den Schließzellen der Stomata ist das nicht der Fall, so dass die Kerne dieser Zellen 
gemessen werden können. Zweitens verursachen die in den Schließzellen enthal-
tenen Zellorganellen (hauptsächlich Chloroplasten) und die unspezifisch gefärbten 
Parenchymzellen, die die Schließzellen teilweise oder auch fast vollständig überla-
gern können, Inhomogenitäten, die sich in einer größeren Streuung der gemesse-
nen Integrierten Optischen Dichten (IOD) äussern oder eine Messung unmöglich 
machen. Mit Parenchymzellen überlagerte Schließzellen werden von der Messung 
ausgeschlossen. Trotz der erheblichen Standardabweichungen lassen sich die Ploi-
diegrade der diversen Aufsammlungen eindeutig trennen (s. Abb. 6). Die Variati-
onskoeffizienten der Mittelwerte liegen zumeist unter 5 %, abhängig von der Zahl 
der gemessenen Zellkerne je Probe. 

Darüberhinaus enthalten die Wurmfarn-Arten 
erhebliche Mengen phenolischer Verbindungen 
als sekundäre Inhaltsstoffe, z. B. Filixsäure, 
Albaspidine, Flavaspidine, u. a. (Widén et al. 
1996), die bekanntermaßen mit der Feulgen-
Färbung interferieren und stören. Die Fixierung 
mit Formalin 4 % begrenzt diese Interaktion 
(Greilhuber 1986). 

Verwendet man Prothallien oder ganz junge 
Sporophyten zur Messung, so ist die „unspe-
zifische“ Färbung minimal und man erhält die 
gefärbten Zellkerne vor fast klarem Hintergrund. 

Abb. 5: Zwischendarstellung der be-
rechneten Werte. Die Bilder oben zei-
gen nochmals die Auswahl, die darunter 
liegenden die Intensität der Absorption. 
Ganz unten werden einige berechnete 
Werte ausgegeben: Hintergrund-Inten- 
sität, Zahl der Pixel mit dem Wert 0 und 
dem Wert 255, Zahl der ausgewähl-
ten Pixel, Zahl der Pixel unterhalb des 
Schwellenwertes, Integrierte Optische 
Dichte (IOD) bis zum Auswahlring für 
die Hintergrundintensität, IOD aller für 
die Berechnung ausgewählter Pixel. IOD 
der Pixel unterhalb des Schwellenwertes.
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Abb. 6: Grafische Darstellung der Mittelwerte der 
IODs. Die Fehlerbalken (rot) entsprechen einem 95 % 
Konfidenzintervall für den Mittelwert der Stichprobe. 
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Der Färbeprozess
In den Vorversuchen zeigte sich meist eine zu schwache Färbung der Zellkerne, 
die auf eine unzureichende Penetrierung einzelner oder mehrerer Reagenzien 
zurückgeführt wurde. Dies konnte durch enzymatische Behandlung mit Cellulase 
und Mazerozym ausreichend verbessert werden. Inzwischen lässt sich der 
enzymatische Schritt vermeiden, indem der gepufferten Fixierlösung Formaldehyd 
4 %, 0,1 % oder 0,2 % Triton X-100 zugesetzt wird. Nach den Fixierungsschritten 
mit Formalin 4 %, Ethanol abs. – Eisessig (3+1) und dem Auswaschen mit Wasser 
für 10 Min. kann gleich mit 5 mol/l Salzsäure hydrolysiert werden oder die Proben 
werden in EtOH 96 % überführt und bei –20°C aufbewahrt. 

Um während der Wässerungsschritte das Eintauchen der Proben zu gewährleis-
ten, sollte abgekochtes und wieder erkaltetes Wasser verwendet werden. Alterna-
tiv kann auch zu 5 ml Wasser 1 Tr. Benzalkoniumchlorid 1 % zugegeben werden.  

Feulgen-Färbung der unteren Epidermen 
Wie bei der Flowzytometrie werden hier Blattteile untersucht, die während der 
ganzen Vegetationsperiode stets zur Verfügung stehen. Dagegen sind Wurzelspitzen 
und Sporangien für Chromosomenzählungen nur verhältnismäßig kurzzeitig in der 
richtigen Wachstumsphase. 

Bei der Präparation der unteren Epidermen wird in unterschiedlichem Maße 
Parenchymgewebe mitgerissen. Die Zellwände der Blattparenchymzellen und der 
Epidermiszellen färben sich mit Schiff’s Reagenz unspezifisch rot (s. Abb. 1). Die 
Färbung geschieht auch vor der Salzsäurehydrolyse und hat somit nichts zu tun 
mit eventuellen Hydrolyseprodukten. Die Zellwände der Schließzellen der Stomata 
werden nicht gefärbt, so dass die unspezifische Färbung hier nicht stört, solange 
die Schließzellen nicht von Parenchymzellen überlagert sind. Die unspezfische 
Anfärbung der Epidermiszellen kann unterschiedlich ausfallen und zwar stärker bei 
den diploiden und triploiden Vertretern der Gruppe, am geringsten tritt sie bei D. 
filix-mas und den tetra- und pentaploiden Hybriden auf. Manchmal ist sie so gering, 
dass auch die Zellkerne der Epidermiszellen gemessen werden können und gleiche 
Werte wie die Kerne der Schließzellen ergeben. Die unspezifische Färbung der 
Parenchymzellwände ist in der Regel größer als die der Epidermiszellen. 

Interessanterweise zeigen Prothallien und ganz junge Sporophyten keine oder 
höchstens sehr schwache unspezifische Färbung. 

Auswertung der Messungen
In jedem Versuch wird als interner Standard mindestens eine Probe mit bekann-
tem Ploidiegrad bzw. bekannter Chromosomenzahl so mitgeführt, dass die Unter-
scheidbarkeit zweier benachbarter Ploidiestufen nachweisbar ist. Da die Chromoso-
menzahlen und Genomgrößen des untersuchten Dryopteris affinis-Komplexes alle 
bekannt sind (s. Tab. 2) (Schneller 1975; Bär et al. 2020), kommt es hier nicht so 
sehr auf absolut genaue DNA-Mengen an, sondern „lediglich“ auf eine klare Tren-
nung der Ploidiestufen. Die Auswertung der Messungen zeigt, dass die Ploidiestu-
fen eindeutig unterschieden werden können (s. Tab. 3, Abb. 6, 7). Die 95 %-Konfi-
denzintervalle der Mittelwerte der IODs zeigen keinerlei Überlappung. 

A. Bär & M. Bär: DNA-Bildzytometrische Bestimmung der Ploidie
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Tab. 3: Tabellarische Auflistung der statistischen Kennzahlen der gemessenen Stichproben.

 D. affinis ssp. 
affinis   D. borreri  D. borreri  D. × complexa    D. × critica

Ploidiegrad 2x 3x 3x 4x 5x

Mittelwert 
IOD 173 262 263 349 433

StAbw 17,3 24,2 27,4 23,5 31,8

Anzahl 
Messwerte 71 98 78 65 52

SEM 2,1 2,4 3,1 2,9 4,4

SEM x 2 
(95%) 4,1 4,9 6,2 5,8 8,8

CV (%) des 
Mittelw. 1,2 0,9 1,2 0,8 1,0

CV (%) der 
Stichpr. 10,0 9,4 10,4 6,7 7,3

IOD / 1Cx 86 87 88 87 87

Qualitätsprüfung der Messungen
Um die Gleichmäßigkeit der Beleuchtung im Bild-
bereich zu prüfen, wurde ein und derselbe Kern 
an 15 über den gesamten Bildbereich gleichmä-
ßig verteilten Stellen aufgenommen bei unverän-
derter Fokussierung und unter identischen Ein-
stellungen in der Software die IOD gemessen. 
Der Variationskoeffizient CV(IOD) der Messungen 
betrug 1,9 %. 

Um die Gleichmäßigkeit der Aufnahmen (Rau-
schen der CMOS-Kamera) zu testen wurde ein 
Zellkern an derselben Position sieben Mal hinterei-
nander aufgenommen und gemessen. Der Varia- 
tionskoeffizient CV(IOD) der IOD betrug 0,16 %. 

Da die Zellkerne sphärische Gebilde sind, kann 
die optimale Scharfstellung nicht immer visuell 
entschieden werden. Entsprechend kann die IOD 
trotz augenscheinlich wahrgenommener Fokus-
sierung etwas variieren. Um den Einfluss der 
Fokussierung auf die IOD zu prüfen, wurde ein Zellkern an der gleichen Stelle von 
der unteren zur oberen gerade erkennbaren unscharfen Fokussierung in gleichen 
Abständen aufgenommen und die IOD gemessen. Bei einer diploiden Probe waren 
das 2 fokussierte Aufnahmen (insgesamt 4), bei einer pentaploiden 3 fokussierte 
Aufnahmen (insgesamt 5). Der Variationskoeffizient der fokussierten Aufnahmen 
lag entsprechend bei 1,5–3,5 %, bzw. 2,5–4,0 %. 

Bezieht man die jeweils nicht fokussierten Aufnahmen mit ein, so liegt der Vari-
ationskoeffizient entsprechend bei 7–8,5 %, bzw. 6–9 %. 

Abb. 7: Trendlinie der gemessenen 
Proben. Die grünen Balken stellen 
gemessene einzelne Mittelwerte 
von Proben dar oder sind der Mittel-
wert von mehreren Proben gleichen 
Ploidiegrades (siehe 3x). 
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Zum Vergleich: der Variationskoeffizient der Messwerte der Stichproben liegt bei 
allen Ploidiestufen bei gerundet 6–11 % (s. Tab. 3); der Variationskoeffizient der 
Mittelwerte der Stichproben liegt bei 0,8–1,2 %. 
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