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A B S T R A C T . —I n v a si v e s p e ci e s ar e o n e of t h e l ar g e st t hr e at s t o v ul n er a bl e e c ol o gi c al c o m m u niti e s a n d

bi o di v er sit y t o d a y a n d ar e e c o n o mi c b ur d e n s a cr o s s t h e gl o b e. It i s t h er ef or e cr u ci al t h at  w e

u n d er st a n d t h e ori gi n s a n d t h e  dri vi n g f or c e s t h at  pr o m ot e t h e e st a bli s h m e nt,  p er si st e n c e, a n d

s pr e a d of t h e s e t a x a.  P ol y pl oi d y, or  w h ol e g e n o m e  d u pli c ati o n,  h a s b e e n s u g g e st e d a s a  p o s si bl e

f a ct or f a cilit ati n g t h e s u c c e s s of i n v a si v e t a x a, y et i s a n  u n d er st u di e d a s p e ct i n i n v a si o n bi ol o g y.

Alt h o u g h f er n s ar e oft e n  n e gl e ct e d i n i n v a si v e s p e ci e s i n v e nt ori e s, s e v er al f er n f a mili e s ar e o v er-

r e pr e s e nt e d a s  n at ur ali z e d a n d i n v a si v e t a x a i n cl u di n g t h e vi ni n g f er n s i n t h e f a mil y  L y g o di a c e a e.

T h e J a p a n e s e cli m bi n g f er n, L y g o di u m j a p o ni c u m , i s  n ati v e t o e a st er n  A si a, a n d si n c e it s

i ntr o d u cti o n i n t h e e arl y 1 9 0 0 s t hr o u g h t h e or n a m e nt al  pl a nt tr a d e, it  h a s r a pi dl y s pr e a d

t hr o u g h o ut t h e s o ut h e a st er n  U nit e d  St at e s, cr e ati n g  d e n s e t hi c k et s t h at s m ot h er  n ati v e  pl a nt s a n d

di sr u pt a gri c ult ur al  pi n e l o g gi n g.  W hil e  pr e vi o u s c hr o m o s o m e c o u nt s of L. j a p o ni c u m s u g g e st t h at

b ot h  di pl oi d a n d t etr a pl oi d c yt ot y p e s o c c ur i n it s  n ati v e r a n g e, t h er e ar e  n o  d at a f or  p o p ul ati o n s i n

t h e i n v a d e d r a n g e t o  d at e.  U si n g c h r o m o s o m e c o u nt s, fl o w c yt o m et r y, a n d s p o r e si z e

m e a s ur e m e nt s,  w e a s s e s s e d t h e  pl oi d y of i n v a si v e  p o p ul ati o n s of L. j a p o ni c u m i n t h e st at e of

Fl ori d a.  W e f o u n d t h at L. j a p o ni c u m i s r e pr e s e nt e d b y a t etr a pl oi d c yt ot y p e t hr o u g h o ut  Fl ori d a.

O ur st u d y i s t h e fir st t o e x a mi n e t h e  pl oi d y of i n v a si v e L. j a p o ni c u m p o p ul ati o n s, alt h o u g h

a d diti o n al  w or k  will b e  n e e d e d t o  d et er mi n e if t hi s s p e ci e s i s t etr a pl oi d t hr o u g h o ut it s i n v a d e d

r a n g e.

K E Y W O R D S :  p ol y pl oi d y, i n v a si v e s p e ci e s, c yt ol o g y, f er n, L y g o di u m , c hr o m o s o m e s

* C o r r e s p o n di n g a ut h o r
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P ol y pl oi d y  h a s l o n g b e e n c o n si d er e d a  p o s si bl e  dri v er of i n v a si v e s p e ci e s’
s u c c e s s ( B a k er a n d  St e b bi n s, 1 9 6 5).  M ulti pl e g e n o m e s  m a y  m a s k  d el et eri o u s
all el e s a n d i n cr e a s e g e n eti c  di v er sit y i n t h e f or m of  fi x e d  h et er o z y g o sit y, a n d
c o m p a r e d t o t h ei r  di pl oi d  p r o g e nit o r s,  p ol y pl oi d s  m a y s h o w alt e r e d
m or p h ol o g y, i n c r e a s e d e c ol o gi c al t ol er a n c e, a n d / or  ni c h e  diff er e nti ati o n
(r e vi e w e d b y t e  B e e st et al ., 2 0 1 2).  V ari ati o n s i n  pl oi d al l e v el s b et w e e n  n ati v e
a n d i n v a d e d r a n g e s  h a v e b e e n o b s er v e d i n  m ulti pl e a n gi o s p e r m s i n cl u di n g
S e n e ci o i n a e q ui d e n s D C. ( A st er a c e a e;  L af u m a et al., 2 0 0 3), S oli d a g o gi g a nt e a
Ait o n ( A st er a c e a e;  S c hl a e pf er et al., 2 0 0 8), a n d i n  C a ct a c e a e ( L o p e s et al.,
2 0 2 1).  H o w e v er, si mil ar c yt ol o gi c al  p att e r n s  h a v e y et t o b e e x pl or e d i n
i n v a si v e f er n s  d e s pit e t h e  pr e v al e n c e of  p ol y pl oi d y ( W o o d et al., 2 0 0 9;  P el o si
et al., 2 0 2 2) a n d i n v a si v e s p e ci e s (J o n e s et al., 2 0 1 9) i n t h e cl a d e.

L y g o di u m j a p o ni c u m ( T h u n b.)  S w. i s a  hi g hl y i n v a si v e vi ni n g f er n t h at  h a s
c ol o ni z e d  m u c h of t h e s o ut h e a st er n  U nit e d  St at e s.  N ati v e t o e a st er n  A si a,
r e c o r d s of L. j a p o ni c u m i n  N ort h  A m eri c a s u g g e st a n i ntr o d u cti o n o c c u rr e d a s
e arl y a s t h e 1 8 8 0 s ( P e m b e rt o n a n d  F errit er, 1 9 9 8). I n it s  n ati v e r a n g e,
c h r o m o s o m e c o u nt s of L. j a p o ni c u m h a v e f o u n d b ot h  di pl oi d ( 2 n ¼ 5 8;  R o y
a n d  M a nt o n, 1 9 6 4;  N a k at o, 1 9 9 0) a n d t etr a pl oi d c yt ot y p e s ( n ¼ 5 8;  M a nt o n a n d
Sl e d g e, 1 9 5 4;  Mit ui, 1 9 6 5;  Mit ui, 1 9 6 8).  T h e s p e ci m e n e x a mi n e d b y  R o y a n d
M a nt o n ( 1 9 6 4)  w a s fr o m s o ut h er n  C hi n a,  w hil e t h e s p e ci m e n s a n al y z e d b y
Mit ui ( 1 9 6 5),  Mit ui 1 9 6 8, a n d  N a k at o ( 1 9 9 0)  w er e fr o m J a p a n, a n d t h e  M a nt o n
a n d  Sl e d g e ( 1 9 5 4) s a m pl e  w a s fr o m a n  u ni d e nti fi e d l o c ati o n.  C o m p ar e d t o t h e
g e n o m e si z e of L.  mi cr o p h yll u m ( C a v.)  R. Br., a k n o w n  di pl oi d ( 1 C¼ 5. 5 6 p g,  K u o
a n d  Li, 2 0 1 9), t h e o nl y  p u bli s h e d 1 C g e n o m e si z e e sti m at e of 1 1. 6 6 p g f or L.
j a p o ni c u m w o ul d  m a k e it a t etr a pl oi d ( H a n s o n a n d  L eit c h, 2 0 0 2).  H o w e v er,
t h e s p e ci m e n  m e a s ur e d b y  H a n s o n a n d  L eit c h ( 2 0 0 2)  d o e s  n ot  h a v e a n
a s s o ci at e d l o c ati o n, a n d t h e  pl oi d al l e v el of t hi s s p e ci e s i n it s i n v a d e d r a n g e i s
t h er ef or e  u n k n o w n.  H er e  w e  u s e d a c o m bi n ati o n of  fl o w c yt o m etr y, s p or e si z e
m e a s ur e m e nt s, a n d c h r o m o s o m e c o u nt s t o  d et er mi n e  w h et h er L. j a p o ni c u m i s
r e p r e s e nt e d b y si n gl e or  m ulti pl e c yt ot y p e s i n t h e i n v a d e d r a n g e i n  Fl o ri d a.

M A T E RI A L S  A N D M E T H O D S

A t ot al of 4 3 L. j a p o ni c u m i n di vi d u al s  w a s c oll e ct e d fr o m  ni n e  p o p ul ati o n s
t hr o u g h o ut it s r a n g e i n  Fl o ri d a ( Fi g. 1 A).  L e af  m at eri al  w a s st or e d at 4 8C  pri or
t o  pr e p ar ati o n f or  fl o w c yt o m etr y or  u s e d fr e s h.  F or s p or o p h yt e s, t h e  fl o w
c yt o m etr y  pr o c e d ur e f oll o w e d t h e si m pli fi e d t w o- st e p  pr ot o c ol  p u bli s h e d b y
D ol e ž el,  Gr eil h u b er, a n d  S u d a ( 2 0 0 7).  T h e s a m pl e  w a s  mi x e d  wit h l e af ti s s u e
of a n i nt er n al st a n d ar d ( Vi ci a f a b a ‘I n o v e c’, 2 C¼ 2 6. 9 p g [ D ol e ž el,  S g o r b ati, a n d
L u c r etti, 1 9 9 2] f or  D A PI a n d C hl or o p h yt u m c o m o s u m , 2 C¼ 2 4. 1 p g [ H or n y c h et
al., 2 0 1 9] f or  PI) a n d st ai n e d  wit h eit h e r  D A PI or  PI.  T h e st ai n e d s p o r o p h yt e
s a m pl e s  w er e t h e n a n al y z e d  u si n g  P a rt e c  P A II ( S y s m e x,  M ü n st er,  G er m a n y)
a n d  S y s m e x  C y Fl o w  S p a c e ( S y s m e x,  M ü n st er,  G er m a n y)  fl o w c yt o m et er s, f or
D A PI a n d  PI- st ai n e d s a m pl e s, r e s p e cti v el y.  A t ot al of 1 7 s p or o p h yt e s a m pl e s
w er e a n al y z e d vi a  D A PI st ai ni n g t o t e st  w h et h er s a m pl e s  diff er i n t h eir  pl oi d y
l e v el a n d t o e sti m at e  A T b a s e  p er c e nt a g e.  A b s ol ut e g e n o m e si z e  w a s c al c ul at e d

4 4 A M E RI C A N  F E R N J O U R N A L:  V O L U M E 1 1 3,  N U M B E R 1 ( 2 0 2 3)
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f or t hr e e s p or o p h yt e s a m pl e s a n al y z e d  u si n g t h e  PI st ai n.  T h e r ati o of  m e a n
s a m pl e a n d st a n d ar d  fl u or e s c e n c e  w a s c al c ul at e d f or all a n al y s e s.  C o n s e-
q u e ntl y, t h e  p er c e nt a g e of  A T  w a s e sti m at e d  u si n g t h e f or m ul a of Š m ar d a et al .
( 2 0 0 8).

S p or e s  w er e c oll e ct e d fr o m f ertil e L. j a p o ni c u m s a m pl e s ( 2 1 of 4 3) a n d fr o m
L.  mi cr o p h yll u m fr o m t hr e e  p o p ul ati o n s i n  Fl ori d a f or c o m p ari s o n.  S e v er al
s p or e s fr o m e a c h s p e ci m e n  w er e s o w n o n  B ol d’ s  m e di a ( B ol d, 1 9 5 7)  wit h
Nit s c h’ s  mi c r o n ut ri e nt s ( Nit s c h, 1 9 5 1) a n d gr o w n i n a  P e r ci v al gr o wt h
c h a m b er at 2 5 8C o n a 1 2: 1 2 li g ht: d a r k s c h e d ul e.  U p t o t hr e e g a m et o p h yt e s
fr o m a s p e ci m e n  w er e  p o ol e d a n d  u s e d f or g e n o m e si z e e sti m ati o n  wit h  fl o w
c yt o m etr y f oll o wi n g a  m o di fi e d  pr ot o c ol fr o m  R o b ert s,  Gl a di s, a n d  Br u m m e
( 2 0 0 9) a n d  L o ur eir o et al . ( 2 0 0 7); s e e  A p p e n di x 1 f or a f ull  pr ot o c ol.
G a m et o p h yt e s a m pl e s  w er e  mi x e d  wit h l e af ti s s u e fr o m a n i nt er n al si z e
st a n d ar d ( Pi s u m s ati v u m, 2 C ¼ 9. 0 9 p g [ D ol e ž el et al., 1 9 9 8]) a n d st ai n e d  wit h  PI.
St ai n e d s a m pl e s  w er e t h e n a n al y z e d  u si n g a  B D  A c c uri  C 6  fl o w c yt o m et er
( Fr a n kli n  L a k e s,  N e w J er s e y,  U. S.) at t h e  U ni v er sit y of  Fl ori d a I C B R  C yt o m et r y
C or e  F a cilit y,  R RI D: S C R _ 0 1 9 1 1 9.  Alt h o u g h s p or e s  h a v e b e e n  u s e d  pr e vi o u sl y
t o e sti m at e g e n o m e si z e (e. g .,  K u o et al., 2 0 1 7), t h e  n u m b er of s p or e s i s ol at e d
fr o m e a c h s p e ci m e n  w a s i n s uf fi ci e nt f or  fl o w c yt o m etr y.  F urt h er m or e, gi v e n
t h at L y g o di u m g a m et o p h yt e s gr o w r a pi dl y fr o m s p or e s ( L ott et al., 2 0 0 3) a n d
ar e  m o stl y c o m p o s e d of a si n gl e c ell l a y er ( T a k a h a s hi et al., 2 0 1 5), t h e s e ti s s u e s
ar e i d e al f or i s ol ati n g  n u cl ei f or  fl o w c yt o m etr y.

F I G. 1.  A)  P o p ul ati o n s of L y g o di u m j a p o ni c u m ( bl a c k) a n d L.  mi cr o p h yll u m (li g ht gr a y) a n al y z e d

i n t hi s st u d y.  P o p ul ati o n a b br e vi ati o n s f or L. j a p o ni c u m ar e a s f oll o w s:  B S –  Bi g  S h o al s  St at e

F or e st,  F P –  F or e st  P ar k,  H R –  Hill s b or o u g h  Ri v er  St at e  P ar k,  H T –  H a wt h or n e  Tr ail, J S – J u ni p er
S pri n g s,  M S –  M at a n z a s  St at e  F or e st,  O P –  O c kl a w a h a  Pr airi e  R e st or ati o n  Ar e a,  T R –  T wi n  Ri v er s

St at e  F or e st,  U F –  U ni v er sit y of  Fl ori d a  C a m p u s.  P o p ul ati o n a b br e vi ati o n s f or L.  mi cr o p h yll u m ar e

a s f oll o w s:  C R –  C R E W  Bir d  R o o k er y,  L X –  L o x a h at c h e e  N ati o n al  Wil dlif e  R ef u g e,  M P –  M o s s  P ar k.
B)  A v er a g e s p or e ar e a of L y g o di u m j a p o ni c u m ( 4 x,  d ar k gr a y) a n d L.  mi cr o p h yll u m ( 2 x, li g ht gr a y).

* * * si g ni fi c a n c e l e v el  d e n ot e s  p , 0. 0 0 1.
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T o c o m p a r e s p or e si z e s ( a c o m m o n  p r o x y f o r  pl oi d y i n f er n s, e. g .,
B ar ri n gt o n,  P a ri s, a n d  R a n k er, 1 9 8 6;  S c h u ett pl e z,  Pr y er, a n d  Wi n d h a m,
2 0 1 5) s p or e s  w er e  fi x e d o n sli d e s a n d  p h ot o gr a p h e d at 4 0 0 x  m a g ni fi c ati o n
wit h a n  A m S c o p e  T 3 4 0 B- L E D  mi cr o s c o p e a n d a n  A m S c o p e  M U 1 0 0 0- H S
c a m er a.  C o m p o sit e i m a g e s  w er e g e n er at e d fr o m  m ulti pl e f o c u s  d e pt h s.  At  m o st
t e n s p or e s  p er s p or o p h yt e  w er e  p h ot o gr a p h e d.  S p or e l e n gt h a n d  wi dt h  w er e
m e a s ur e d f oll o wi n g  B arri n gt o n,  P at el, a n d  S o ut h g at e ( 2 0 2 0).  W e f urt h er
m e a s ur e d t h e ar e a of t h e s p o r e  u si n g t h e fr e e-f or m  p ol y g o n f u n cti o n i n I m a g eJ
( S c h n ei d er,  R a s b a n d, a n d  Eli c eiri, 2 0 1 2).  W e  u s e d  n e st e d  A N O V A s  wit h
p o p ul ati o n s  n e st e d  wit hi n s p e ci e s t o c o m p ar e a v er a g e s p or e l e n gt h,  wi dt h,
a n d ar e a b et w e e n L. j a p o ni c u m a n d L.  mi cr o p h yll u m i n  R v er. 4. 1. 3 ( R  C or e
T e a m, 2 0 2 2).

S p or o p h yt e s  d eri v e d fr o m s p o r o p h yti c s el fi n g ( s e n s u H a u fl er et al., 2 0 1 6)
w er e  u s e d f or c hr o m o s o m e s q u a s h e s.  A cti v el y  di vi di n g r o ot ti p s  w er e  pl a c e d
i n 2 m M 8- h y dr o x y q ui n oli n e f or 4- 6  h o ur s at 48C,  fi x e d i n  C ar n o y’ s s ol uti o n
( 3: 1 et h a n ol: gl a ci al a c eti c a ci d) f o r 1 8- 2 4  h o u r s, a n d st o r e d at r o o m
t e m p e r at ur e i n 7 0 % et h a n ol  u ntil s q u a s h e d.  Ti s s u e s  w er e tr a n sf err e d t o 1 M
H Cl at 6 0 8C f or 4 5- 6 0  mi n ut e s  d e p e n di n g o n t h e si z e of t h e r o ot, t h e r o ot c a p
w a s r e m o v e d t o r el e a s e t h e  u n d erl yi n g c ell s  w hi c h  w er e  m a c er at e d f or a b o ut
3 0 s e c o n d s  wit h a r a z o r bl a d e, a n d t h e n s q u a s h e d o n a gl a s s  mi cr o s c o p e sli d e
wit h 1 % a c et o- or c ei n  d y e a n d 4 5 % a c eti c a ci d.  S q u a s h e s vi e w e d  wit h a n
A m S c o p e  P h a s e  C o nt r a st  Kit- B/ T 4 0 0/ 4 9 0/ 5 9 0 / 6 0 0 s eri e s l e n s a n d  p h ot o-
gr a p h e d at 1 0 0 0 x  wit h t h e s a m e s c o p e a n d c a m er a a s a b o v e.

R E S U L T S  A N D D I S C U S SI O N

W e  d et er mi n e d t h at L. j a p o ni c u m i s t etr a pl oi d i n  Fl o ri d a,  wit h a n a v er a g e 1 C
g e n o m e si z e of 1 4. 3 8 6 0. 6 7 p g ( m e a n 6 1 S D) a n d 4 8. 0 6 2. 6 9 %  G C b a s e
c o nt e nt.  T h e  G C c o nt e nt of L. j a p o ni c u m i s  n ot a bl y  hi g h b ut f er n s s e e m t o  h a v e
hi g h er  G C c o nt e nt c o m p ar e d t o a n gi o s p e r m s ( Š m ar d a et al ., 2 0 1 9).  W e
e sti m at e d t h e a b s ol ut e g e n o m e si z e of 1 3 t ot al s a m pl e s fr o m si x  p o p ul ati o n s:
t hr e e s p o r o p h yt e s a m pl e s fr o m t h r e e  p o p ul ati o n s a n d t e n g a m et o p h yt e
s a m pl e s fr o m t hr e e  p o p ul ati o n s.  T h e a v er a g e g e n o m e si z e fr o m s p o r o p h yt e
s a m pl e s ( 1 3. 2 8 6 0. 1 p g)  w a s sli g htl y l o w e r t h a n fr o m g a m et o p h yt e s a m pl e s
( 1 4. 7 2 6 0. 2 6 p g),  w hi c h  m a y b e attri b ut a bl e t o t h e  u s e of  diff er e nt si z e
st a n d ar d s a n d  fl o w c yt o m et er s.

C o m p ar e d t o  H a n s o n a n d  L eit c h ( 2 0 0 2), o ur g e n o m e si z e e sti m at e s of L.
j a p o ni c u m ar e a b o ut 1. 2 3 ti m e s l ar g e r t h a n t h eir r e p ort e d si z e e sti m at e of
1 C ¼ 1 1. 6 6 p g,  w hi c h c o ul d b e e x pl ai n e d b y r e gi o n al o r  m et h o d ol o gi c al /
t e c h n ol o gi c al  diff er e n c e s. I n b ot h st u di e s, t h e s a m e  m et h o d ( fl o w c yt o m etr y)
w a s  u s e d b ut  wit h a  diff er e nt i nt er n al st a n d ar d ( H a n s o n a n d  L eit c h  u s e d
Alli u m c e p a , 2 C¼ 3 3. 5 p g).  T o i nf er t h e  pl oi d y l e v el of L. j a p o ni c u m, w e
c o m bi n e d t h e s e  fl o w c yt o m etri c  d at a  wit h c h r o m o s o m e c o u nt s.  C o m p ar e d t o L.
mi cr o p h yll u m ,  w hi c h i s  di pl oi d  wit h 2n ¼ 6 0 ( Fi g. 2), t h e c hr o m o s o m e c o u nt of
L. j a p o ni c u m i n t hi s st u d y i s t etr a pl oi d  wit h 2n ¼ 1 1 6 ( Fi g. 2).  Gi v e n t h at t h e 1 C
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g e n o m e si z e of  di pl oi d L.  mi cr o p h yll u m i s 6. 2 0 p g, t h e g e n o m e si z e e sti m at e s of

L. j a p o ni c u m of 1 C ¼ 1 4. 3 8 p g c orr e s p o n d t o a t etr a pl oi d c yt ot y p e.

Alt h o u g h c hr o m o s o m e c o u nt s ar e t h e  m o st  d e fi niti v e  w a y t o a s s e s s  pl oi d y,

t h e r e a r e  d r a w b a c k s a n d  dif fi c ulti e s  wit h g e n e r ati n g t h e s e  d at a.  Fl o w

c yt o m etr y  h a s t h er ef or e b e e n a n i m p ort a nt s u p pl e m e nt f or i nf er ri n g  pl oi d y

l e v el s i n  pl a nt s ( D ol ež el,  Gr eil h u b er, a n d  S u d a, 2 0 0 7).  C hr o m o s o m e c o u nt s ar e

ti m e- a n d l a b or-i nt e n si v e a n d r e q uir e a cti v el y  di vi di n g  m at e ri al, s u c h a s r o ot

ti p s f or  mit oti c c o u nt s or s p or e  m ot h er c ell s f or  m ei oti c c o u nt s. I n c o ntr a st,

s e v er al s a m pl e s c a n b e r u n i n a f e w  h o ur s o n a  fl o w c yt o m et er a n d a v ari et y of

ti s s u e s c a n b e st or e d f or  u p t o  m o nt h s f or  u s e i n g e n o m e si z e e sti m ati o n.

P a rti c ul ar  dif fi c ulti e s  wit h g e n er ati n g c hr o m o s o m e c o u nt s i n L y g o di u m

i n cl u d e d  h ar di n e s s of t h e r o ot c a p, ‘‘sti c k y ’’ c hr o m o s o m e s ( e. g .,  W al k er,

1 9 6 6), t h e r el ati v el y  hi g h  n u m b er of c hr o m o s o m e s r e s ulti n g i n a  hi g h  d e g r e e of

o v erl a p, a n d i niti al o v er st ai ni n g of t h e c yt o pl a s m.  B y i nt e gr ati n g c hr o m o s o m e

F I G. 2.  Mit oti c c hr o m o s o m e s q u a s h e s fr o m r o ot ti p s of L y g o di u m  mi cr o p h yll u m ( A,  B) a n d L.

j a p o ni c u m ( C,  D).  E x pl a n at o r y  di a gr a m s ar e  p r o vi d e d i n  B a n d  D,  wit h  w hit e o utli n e d
c hr o m o s o m e s  u n d erl yi n g bl a c k c hr o m o s o m e s, t o e n h a n c e cl arit y.
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c o u nt s a n d  fl o w c yt o m etr y,  w e  w er e a bl e t o e x p a n d o ur a bilit y t o i nf er
c yt ot y p e s of s a m pl e s a cr o s s it s r a n g e i n  Fl ori d a.

T h e a v er a g e s p or e l e n gt h s of L. j a p o ni c u m ( 7 0. 7l m) a n d L.  mi cr o p h yll u m
( 5 8. 2l m,  T a bl e 1) ar e si mil ar t o  m e a s ur e m e nt s r e p ort e d b y  H a n k s ( 1 9 9 8) b a s e d
o n  S c a n ni n g  El e ct r o n  Mi cr o gr a p h s of  h er b a ri u m  m at e ri al,  wit h r a n g e s of 7 0-
7 9 l m a n d 6 2- 7 3 l m f or L. j a p o ni c u m a n d L.  mi cr o p h yll u m , r e s p e cti v el y.  T h er e
w a s a l ar g e r v ari ati o n i n s p o r e  m e a s ur e m e nt s i n L. j a p o ni c u m (r a n g e s i n
l e n gt h: 6 2. 0- 8 5. 2l m,  wi dt h: 6 8. 8- 9 5. 4 l m, ar e a: 3 8 0 5- 7 0 1 4 l m 2 ) c o m p ar e d t o L.
mi cr o p h yll u m (r a n g e s i n l e n gt h: 5 6. 6- 6 0. 6l m,  wi dt h: 6 1. 3- 6 5. 8 l m, ar e a: 3 2 1 2-
3 7 2 9 l m 2 ,  Fi g. 1 B).  T hi s  diff er e n c e i n v ari ati o n  m a y b e  d u e t o l ar g e r s a m pl e
si z e s f or L. j a p o ni c u m, w hi c h  w a s t h e f o c u s of o ur st u d y.  T h er e  w a s a
si g ni fi c a nt  diff er e n c e i n s p or e ar e a b et w e e n s p e ci e s ( F 1, 1 9 ¼ 1 6. 2 9 7,  p , 0. 0 0 1,
Fi g. 1 B), b ut  n ot b et w e e n  p o p ul ati o n s  wit hi n s p e ci e s ( F 7, 1 9 ¼ 0. 3 6 9,  p . 0. 0 5).
W e al s o f o u n d a si g ni fi c a nt  diff e r e n c e i n s p or e l e n gt h ( F 1, 1 9 ¼ 2 5. 9 8 5,  p ,
0. 0 0 1) a n d s p or e  wi dt h ( F 1, 1 9 ¼ 2 2. 8 1 4,  p , 0. 0 0 1) b et w e e n s p e ci e s, b ut  n ot
wit hi n  p o p ul ati o n s  wit hi n s p e ci e s ( F 7, 1 9 ¼ 0. 6 2 9,  p . 0. 0 5;  F 7, 1 9 ¼ 0. 6 0 3,  p .
0. 0 5 f or l e n gt h a n d  wi dt h, r e s p e cti v el y). I nt er e sti n gl y,  H a n k s ( 1 9 9 8)  di d  n ot
fi n d a c orr el ati o n b et w e e n s p or e si z e a n d  pl oi d al l e v el i n L y g o di u m , alt h o u g h
t hi s c orr el ati o n i s s u p p o rt e d i n s e v er al f er n g e n er a  wit h b ot h  m o n ol et e a n d
tril et e s p or e s (e. g ., A di a nt u m a n d P ol y sti c h u m ;  B ar ri n gt o n,  P at el, a n d  S o ut h-
g at e, 2 0 2 0) a n d i n t h e  pr e s e nt st u d y.  U nli k e  B ar ri n gt o n,  P at el, a n d  S o ut h g at e
( 2 0 2 0) a n d t hi s st u d y,  H a n k s ( 1 9 9 8) t o o k  m e a s ur e m e nt s al o n g t h e l o n g e st a xi s
of e a c h t etr a h e dr al s p or e,  w hi c h  m a y a c c o u nt f or  diff er e n c e s i n s p o r e si z e s.
S p or e s of L y g o di u m s p p. al s o v ar y i n or n a m e nt ati o n,  w hi c h  m a y i m p a ct t h e s e
m e a s ur e m e nt s.  F urt h er m or e, s p or e  m e a s ur e m e nt s b y  H a n k s ( 1 9 9 8)  w er e  n ot
m a d e o n t h e s a m e s a m pl e s  u s e d f or  pl oi d al e sti m at e s, r at h er,  pl oi d y  w a s
d et er mi n e d b a s e d o n lit er at ur e s e ar c h e s.  F ut ur e  p h yl o g e n eti c a n d c yt ol o gi c al
st u di e s a cr o s s t h e g e n u s  will b e  n e c e s s a r y t o v erif y if s p or e si z e i s a vi a bl e
pr o x y f or  pl oi d al l e v el i n L y g o di u m .

O ur st u d y i s t h e  fir st t o e x a mi n e t h e  p o s si bilit y of  pl oi d al v ari ati o n i n L.
j a p o ni c u m i n it s i ntr o d u c e d r a n g e.  T h e  diff er e n c e i n t h e  pl oi d al l e v el b et w e e n
n ati v e a n d i n v a d e d r a n g e c a n b e i m p ort a nt i n  d et er mi ni n g t h e ori gi n( s) of t h e
i n v a si o n  w h e n c o m p ar e d t o t h e c yt ot y p e  di stri b uti o n i n t h e  n ati v e r a n g e.
W h et h er L. j a p o ni c u m i s t etr a pl oi d t hr o u g h o ut it s i n v a d e d r a n g e i s  u n k n o w n
a n d f urt h er i n v e sti g ati o n i s  n e e d e d t o  d et er mi n e  h o w a n d if c yt ot y p e v ari ati o n
i s  pr e s e nt i n b ot h  n ati v e a n d i n v a d e d r a n g e s.  D e s pit e it s e c ol o gi c al a n d

T A B L E 1.  C hr o m o s o m e  n u m b er s,  pl oi d y, g e n o m e si z e, a n d a v er a g e s p or e  m e a s ur e m e nt s of t w o

i n v a si v e L y g o di u m s p e ci e s i n  Fl ori d a. * G e n o m e si z e fr o m  Cl ar k et al . ( 2 0 1 6); þ G e n o m e si z e fr o m

K u o a n d  Li ( 2 0 1 9).

S p e ci e s

A p pr o xi m at e
2 n C hr o m o s o m e

N u m b er  Pl oi d y

G e n o m e  Si z e ( 1 C,  p g)

Pri or  St u d y /  T hi s  St u d y

S p or e
L e n gt h

(l m)

S p or e
Wi dt h

(l m)

S p or e
Ar e a

(l m 2 )

L. j a p o ni c u m 1 1 6 4 x 1 1. 6 6 * / 1 4. 3 8 7 0. 7 7 8. 3 4 9 9 3

L.  mi cr o p h yll u m 6 0 2 x 5. 5 6 þ / 6. 2 0 5 8. 2 6 4. 0 3 5 3 8
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e c o n o mi c i m p a ct s, t h e  m o d e of  p ol y pl oi di z ati o n ( all o- or a ut o p ol y pl oi d y)  h a s
y et t o b e e x pl or e d f or L. j a p o ni c u m ,  w hi c h c a n i m p a ct  p att er n s of i n h e rit a n c e
a n d g e n eti c v ari ati o n ( P ari s o d,  H ol d r e g g er, a n d  Br o c h m a n n, 2 0 1 0).  T h e s e a n d
ot h er q u e sti o n s r e m ai n  u n a n s w e r e d y et ar e criti c al t o  u n d e r st a n di n g t h e
e v ol uti o n, t ol er a n c e, a n d  p er si st e n c e of t hi s i n v a si v e f er n.

A C K N O W L E D G E M E N T S

F u n di n g f or t hi s  pr oj e ct  w a s  pr o vi d e d b y t h e  U ni v er sit y of  Fl ori d a  D e p art m e nt of  Bi ol o g y

Mi c h a el  M a y  R e s e ar c h  Gr a nt a n d  Gri nt er  F ell o w s hi p t o J. A. P.,  T orr e y  B ot a ni c al  S o ci et y  Gr a d u at e

St u d e nt  R e s e ar c h  F ell o w s hi p t o  B. A. Z, a n d  N S F I O S a w ar d # 1 7 5 4 9 1 1 t o  E. B. S.  W e t h a n k  W.  Br a d

B ar b a z u k a n d  R ut h  D a v e n p ort f or  u s e of l a b s p a c e .

L I T E R A T U R E C I T E D

B A K E R ,  H.  G., A N D G.  L.  S T E B BI N S ( e d s.). 1 9 6 5. T h e  G e n eti c s of  C ol o ni zi n g  S p e ci e s:  Pr o c e e di n g s of t h e

Fir st I nt er n ati o n al  U ni o n of  Bi ol o gi c al  S ci e n c e s o n  G e n er al  Bi ol o g y .  A c a d e mi c  Pr e s s,  N e w

Y or k.

B A R RI N G T O N ,  D.  S.,  C.  A.  PA RI S , A N D T.  A.  R A N K E R . 1 9 8 6.  S y st e m ati c i nf er e n c e f or s p or e a n d st o m at e

si z e i n f er n s.  A m eri c a n  F er n J o ur n al 7 6: 1 4 9- 1 5 9.

B A R RI N G T O N ,  D.  S.,  N.  R.  PA T E L , A N D M.  W.  S O U T H G A T E . 2 0 2 0. I nf erri n g t h e i m p a ct s of e v ol uti o n ar y

hi st or y a n d e c ol o gi c al c o n str ai nt s o n s p or e si z e a n d s h a p e i n t h e f er n s.  A p pli c ati o n s i n  Pl a nt

S ci e n c e s 8( 4): e 1 1 3 3 9.

B O L D ,  H.  C. 1 9 5 7. M or p h ol o g y of  Pl a nt s .  H ar p er.  N e w  Y or k.

C L A R K , J.,  O.  HI D A L G O, J. PE L LI C E R , H. LUI , J. MA R Q U A R D T , Y. RO B E R T , M. CH RI S T E N H U S Z , S. ZH A N D , M.

G I B B Y, I. J. LEI T C H , A N D H.  S C H N EI D E R . 2 0 1 6.  G e n o m e e v ol uti o n of f er n s: e vi d e n c e f or r el ati v e

st a si s of g e n o m e si z e a cr o s s t h e f er n  p h yl o g e n y.  N e w  P h y g ol o gi st 2 1 0: 1 0 7 2- 1 0 8 2.

D O L E Ž E L , J., J.  GR EI L H U B E R  A N D J.  SU D A . 2 0 0 7.  E sti m ati o n of  n u cl e ar  D N A c o nt e nt i n  pl a nt s  u si n g  fl o w

c yt o m etr y.  N at ur e  Pr ot o c ol s 2: 2 2 3 3 – 2 2 4 4.

D O L E Ž E L , J.,  S.  SG O R B A TI , A N D S.  L U C R E T TI . 1 9 9 2.  C o m p ari s o n of t hr e e  D N A  fl u or o c hr o m e s f or  fl o w

c yt o m etri c e sti m ati o n of  n u cl e ar  D N A c o nt e nt i n  pl a nt s.  P y si ol o gi c a  Pl a nt ar u m 8 5: 6 2 5- 6 3 1.

D O L E Ž E L , J., J.  GR EI L H U B E R , S. LU C R E T TI , A. MEI S T E R , M. A. LY S Á K , L. NA R DI , A N D R.  O B E R M A Y E R . 1 9 9 8.

Pl a nt g e n o m e si z e e sti m ati o n b y  fl o w c yt o m etr y: i nt er-l a b or at or y c o m p ari s o n.  A n n al s of

B ot a n y 8 2( S u p pl. A): 1 7- 2 6.

G A L B R AI T H ,  D.  W. 2 0 0 9.  Si m ult a n e o u s  fl o w c yt o m etri c q u a nti fi c ati o n of  pl a nt  n u cl e ar  D N A c o nt e nt s

o v er t h e f ull r a n g e of  d e s cri b e d a n gi o s p er m 2 C v al u e s.  C yt o m etr y  A 7 5 A: 6 9 2- 6 9 8.

H A N K S , J.  G. 1 9 9 8.  A  m o n o gr a p hi c st u d y of L y g o di u m S w art z ( Pt eri d o p h yt a:  L y g o di a c e a e).  P h D

Di s s ert ati o n,  T h e  Cit y  U ni v er sit y of  N e w  Y or k.

H A N S O N ,  L., A N D I.  L.  LEI T C H . 2 0 0 2.  D N A a m o u nt s f or  fi v e  pt eri d o p h yt e s p e ci e s  fill  p h yl o g e n eti c g a p s

i n  C- v al u e  d at a.  B ot a ni c al J o ur n al of t h e  Li n n e a n  S o ci et y 1 4 0: 1 6 9- 1 7 3.

H A U F L E R ,  C.  H.,  K.  M.  PR Y E R , E. SC H U E T T P E L Z , E. B. SE S S A , D. R. FA R R A R , R. MO R A N , J. J. SC H N E L L E R , J. E.

W A T KI N S , A N D M.  D.  W I N D H A M. 2 0 1 6.  S e x a n d t h e si n gl e g a m et o p h yt e: r e vi si n g t h e

h o m o s p or o u s v a s c ul ar  pl a nt lif e c y cl e i n li g ht of c o nt e m p or ar y r e s e ar c h.  Bi o S ci e n c e

6 6: 9 2 8- 9 3 7.

H O R N Y C H ,  O.,  L.  EK R T , F. RI E D E L, P. KO U T E C K Ý , A N D J.  KO Š N A R .  A s y m m etri c  h y bri di z ati o n i n  C e ntr al

E ur o p e a n  p o p ul ati o n s of t h e Dr y o pt eri s c art h u si a n a gr o u p.  A m eri c a n J o ur n al of  B ot a n y

1 0 6: 1 4 7 7- 1 4 8 6.

JO N E S ,  E. J.,  T.  KR A AIJ , H. FRI T Z , A N D D.  M O O D L E Y . 2 0 1 9.  A gl o b al a s s e s s m e nt of t err e stri al ali e n f er n s

( P ol y p o di o p h yt a): s p e ci e s’ tr ait s a s  dri v e r s of  n at ur ali s ati o n a n d i n v a si o n.  Bi ol o gi c al

I n v a si o n s 2 1: 8 6 1- 8 7 3.

K U O ,  L- Y., A N D F- W.  L I. 2 0 1 9.  A r o a d m a p f or f er n g e n o m e s e q u e n ci n g.  A m eri c a n  F er n J o ur n al

1 0 9: 2 1 2- 2 2 3.

K U O ,  L- Y.,  Y-J.  HU A N G , J. CH A N G ,  W- L.  CHI O U , A N D Y- M.  H U A N G . 2 0 1 7.  E v al u ati n g t h e s p or e g e n o m e

si z e s of f er n s a n d l y c o p h yt e s: a  fl o w c yt o m etr y a p pr o a c h.  N e w  P h yt ol o gi st 2 1 3: 1 9 7 4- 1 9 8 3.
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L A F U M A ,  L.,  K.  BA L K WI L L , E. IM B E R T , R. VE R L A Q U E , A N D S.  M A U RI C E . 2 0 0 3.  Pl oi d y l e v el a n d ori gi n of t h e

E ur o p e a n i n v a si v e  w e e d S e n e ci o i n a e q ui d e n s ( A st er a c e a e).  Pl a nt  S y st e m ati c s a n d  E v ol uti o n

2 4 3: 5 9- 7 2.

L O P E S ,  S.,  L.  MO T A , M. CA S T R O , G. NO B R E , A. NO V O A ,  D. M.  RI C H A R D S O N, J. LO U R EI R O , A N D S.  C A S T R O . 2 0 2 1.

G e n o m e si z e v ari ati o n i n  C a ct a c e a e a n d it s r el ati o n s hi p  wit h i n v a si v e n e s s a n d s e e d tr ait s.

Bi ol o gi c al I n v a si o n s 2 3: 3 0 4 7- 3 0 6 2.

L O T T ,  M.  S., J.  C.  VO LI N ,  R. W.  PE M B E R T O N , A N D D.  F.  A U S TI N . 2 0 0 3.  T h e r e pr o d u cti v e bi ol o g y of t h e

i n v a si v e f er n s L y g o di u m  mi cr o p h yll u m a n d L. j a p o ni c u m ( S c hi z a e a c e a e): i m pli c ati o n s f or

i n v a si v e  p ot e nti al.  A m eri c a n J o ur n al of  B ot a n y 9 0: 1 1 1 4- 1 1 5 2.

L O U R EI R O , J.,  E.  RO D RI G U E Z , J. DO L E Ž E L , A N D C.  S A N T O S . 2 0 0 7.  T w o  n e w  n u cl e ar i s ol ati o n b uff er s f or

pl a nt  D N A  fl o w c yt o m etr y: a t e st  wit h 3 7 s p e ci e s.  A n n al s of  B ot a n y 1 0 0: 8 7 5- 8 8 8.

M A N T O N , I., A N D W.  A.  S L E D G E . 1 9 5 4.  O b s er v ati o n s o n t h e c yt ol o g y a n d t a x o n o m y of t h e  pt eri d o p h yt e

fl or a of  C e yl o n.  P hil o s o p hi c al  Tr a n s a cti o n s of t h e  R o y al  S o ci et y of  L o n d o n  S eri e s  B,

Bi ol o gi c al  S ci e n c e s 2 3 8: 1 2 7- 1 8 5.

M I T UI,  K. 1 9 6 5.  C hr o m o s o m e st u di e s o n J a p a n e s e f er n s. J o ur n al of J a p a n e s e  B ot a n y 4 0: 1 1 7- 1 2 4.

M I T UI,  K. 1 9 6 8.  C hr o m o s o m e s a n d s p e ci ati o n i n f er n s.  S ci e n c e  R e p ort s of t h e  T o k y o  B u nri k a

D ai g a k u  S e cti o n  B 1 3: 2 8 5- 3 3 3.

N A K A T O ,  N. 1 9 9 0.  N ot e s o n c hr o m o s o m e s of J a p a n e s e  pt eri d o p h yt e s. J o ur n al of J a p a n e s e  B ot a n y

6 5: 2 0 4- 2 0 9.

N I T S C H, J.  P. 1 9 5 1.  Gr o wt h a n d  d e v el o p m e nt i n vitr o of e x ci s e d o v ari e s.  A m eri c a n J o ur n al of  B ot a n y

3 8: 5 6 6.

P A RI S O D ,  C.,  R.  HO L D R E G G E R , A N D C.  B R O C H M A N N . 2 0 1 0.  E v ol uti o n ar y c o n s e q u e n c e s of a ut o p ol y pl oi d y.

N e w  P h yt ol o gi st 1 8 6: 5- 1 7.

P E L O SI , J.  A.,  E.  H.  KI M, W. B. BA R B A Z U K , A N D E.  B.  S E S S A . 2 0 2 2.  P h yl otr a n s cri pt o mi c s ill u mi n at e s t h e

pl a c e m e nt of  w h ol e g e n o m e  d u pli c ati o n s a n d g e n e r et e nti o n i n f er n s.  Fr o nti er s i n  Pl a nt

S ci e n c e 1 3: 8 8 2 4 4 1.

P E M B E R T O N , R. W., A N D A.  P.  F E R RI T E R . 1 9 9 8.  Ol d  W orl d cli m bi n g f er n (L y g o di u m  mi cr o p h yll u m ), a

d a n g er o u s i n v a si v e  w e e d i n  Fl ori d a.  A m eri c a n  F er n J o ur n al 8 8: 1 6 5- 1 7 5.

R C O R E T E A M . 2 0 2 2.  R:  A l a n g u a g e a n d e n vir o n m e nt f or st ati sti c al c o m p uti n g.  R  F o u n d ati o n f or

St ati sti c al  C o m p uti n g,  Vi e n n a  A u stri a.  w w w. R- pr oj e ct. or g

R O B E R T S ,  A. V.,  T.  GL A DI S , A N D H.  B R U M M E . 2 0 0 9.  D N A a m o u nt s of r o s e s (R o s a L.) a n d t h eir  u s e i n

attri b uti n g  pl oi d y l e v el s.  Pl a nt  C ell  R e p ort s 2 8: 6 1- 7 1.

R O Y ,  S.  K., A N D I.  MA N T O N . 1 9 6 4.  A  n e w b a s e  n u m b er i n t h e g e n u s L y g o di u m .  N e w  P h yt ol o gi st

6 4: 2 8 6- 2 9 2.

S C H L A E P F E R ,  D. R.,  P. J.  ED W A R D S , J. C. SE M P L E , A N D R.  B I L L E T E R. 2 0 0 8.  C yt o g e o gr a p h y of S oli d a g o

gi g a nt e a ( A st er a c e a e) a n d it s i n v a si v e  pl oi d y l e v el. J o ur n al of  Bi o g e o gr a p h y 3 5: 2 1 1 9- 2 1 2 7.

2 0 0 8

S C H N EI D E R ,  C.  A.,  W.  S.  RA S B A N D , A N D K.  W.  E LI C EI RI . 2 0 1 2.  NI H I m a gi n e t o I m a g eJ: 2 5 y e ar s of i m a g e

a n al y si s.  N at ur e  M et h o d s 9: 6 7 1- 6 7 5.

S C H U E T T P E L Z ,  E.,  K.  M.  PR Y E R , A N D M.  D.  W I N D H A M. 2 0 1 5.  A  u ni fi e d a p pr o a c h t o t a x o n o mi c

d eli mit ati o n i n t h e f er n g e n u s P e nt a gr a m m a ( Pt eri d a c e a e).  S y st e m ati c  B ot a n y 4 0: 6 2 9- 6 4 4.

Š M A R D A ,  P.,  P.  BU R E Š , L. HO R O V Á , B. FO G GI , A N D G.  R O S SI . 2 0 0 8.  G e n o m e si z e a n d  G C c o nt e nt e v ol uti o n

of F e st u c a : a n c e str al e x p a n si o n a n d s u b s e q u e nt r e d u cti o n.  A n n al s of  B ot a n y 1 0 1: 4 2 1 – 4 3 3.

Š M A R D A , P, O. KN Á P E K , A. BŘ E ZI N O V Á , L. HO R O V Á , V. GR U LI C H , J. DA NI H E L K A , P. VE S E L Ý , J. Š M A R D A , O.

R O T R E K L O V Á , A N D P.  B U R E Š . 2 0 1 9. G e n o m e si z e s a n d g e n o mi c g u a ni n eþ c yt o si n e ( G C) c o nt e nt of

C z e c h v a s c ul ar  fl or a  wit h  n e w e sti m at e s f or 1 7 0 0 s p e ci e s.  Pr e sli a 9 1: 1 1 7 – 1 4 2.

T A K A H A S HI ,  N.,  C.  KA MI , I. OT A , N. MO RI T A , A N D R. I M AI C HI . 2 0 1 5.  D e v el o p m e nt al  m or p h ol o g y of t h e

t y pi c al c or d at e g a m et o p h yt e of a  h o m o s p or o u s l e pt o s p or a n gi at e f er n, L y g o di u m j a p o ni c u m

( L y g o di a c e a e), f o c u si n g o n t h e i niti al c ell b e h a vi or of t w o  di sti n ct  m eri st e m s.  A m eri c a n

J o ur n al of  B ot a n y 1 0 2: 1 9 7- 2 0 7.

T E B E E S T ,  M., J. J.  LE R O U X , D. M. RI C H A R D S O N, A. K. BR Y S TI N G , J. SU D A , M. KU B E S O V Á , A N D P.  P Y S E K . 2 0 1 2.

T h e  m or e t h e b ett er ?  T h e r ol e of  p ol y pl oi d y i n f a cilit ati n g  pl a nt i n v a si o n s.  A n n al s of  B ot a n y

1 0 9: 1 9- 4 5.

W A L K E R ,  T.  G. 1 9 6 6. I X. — A  C yt ot a x o n o mi c s ur v e y of t h e  pt eri d p p h yt e s of J a m ai c a.  Tr a n s a cti o n s of

t h e  R o y al  S o ci et y  E d e n b or o u g h 6 6( 9): 1 7 0- 2 3 7. 1 9 6 6

5 0 A M E RI C A N  F E R N J O U R N A L:  V O L U M E 1 1 3,  N U M B E R 1 ( 2 0 2 3)
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W O O D , T.  E.,  N.  T A K E B A Y A S HI , M. S. BA R K E R , I. MA Y R O S E , P. B. GR E E N S P O O N , A N D L.  H.  R I E S E B E R G. 2 0 0 9.

T h e fr e q u e n c y of  p ol y pl oi d s p e ci ati o n i n v a s c ul ar  pl a nt s.  Pr o c e e di n g s of t h e  N ati o n al
A c a d e m y of  S ci e n c e s. 1 0 6: 1 3 8 7 5- 1 3 8 7 9.

A P P E N DI X 1.

Fl o w c yt o m etr y  pr ot o c ol  wit h  m o di fi c ati o n s b a s e d o n  R o b ert s,  Gl a di s, a n d
Br u m m e ( 2 0 0 9) a n d  L o ur eir o et al . ( 2 0 0 7).

1.  Pl a c e l e af  m at e ri al i n  p etri  di s h.  T h e a m o u nt of ti s s u e i s gr o u p s p e ci fi c a n d
r at h er s u bj e cti v e.  E sti m at e b y e y e b alli n g ‘‘t h e si z e of a  pi n k y  n ail’’ – ai m f or
0. 2 5 g fr e s h  w ei g ht ti s s u e. N ot e: T hi s  m a y b e i n cr e a s e d t o i m pr o v e r e a d s, if
n e c e s s ar y. If  d e sir e d, i n cl u d e st a n d ar d ti s s u e t o b e c o- c h o p p e d.  A s m all er
a m o u nt of st a n d ar d (r el ati v e t o s a m pl e)  m a y b e  u s e d t o  pr e v e nt t h e st a n d ar d
si g n al fr o m s w a m pi n g o ut t h e s a m pl e.

2.  Pl a c e t h e  p etri  di s h  wit h t h e s a m pl e s o n a c ol d bri c k,  w hi c h  will s er v e a s a
c ol d c h o p pi n g s urf a c e, or i n a  di s h of i c e.

3.  A d d 1 0 0 0 l l c ol d l y si s  w o o d y  pl a nt b uff er ( L o ur ei r o et al., 2 0 0 7) t o t h e  p etri
di s h a n d c h o p ti s s u e  wit h a si n gl e- e d g e d r a z o r bl a d e f or 6 0 s e c o n d s.  R et ai n
t h e  pi p ett e ti p fr o m t hi s st e p t o  mi x t h e s a m pl e l at e r. N ot e: A g ai n, t h e
a m o u nt of c h o p pi n g ( fi n e v s. c o ur s e)  m a y b e a dj u st e d  d e p e n di n g o n t h e
ti s s u e.  Fi n er c h o p pi n g  m a y r e s ult i n  m or e  n oi s e.  U s e a  n e w r a z or bl a d e f or
e a c h s a m pl e.  D o  n ot o v er- c h o p!

4.  S wirl t h e c h o p p e d  m at e ri al i n t h e l y si s b uff er f or a p pr o xi m at el y 2 0- 3 0
s e c o n d s  u ntil a gr e e n ti nt a p p e ar s o n t h e li q ui d.

5.  R e m o v e t h e e n d of t h e r et ai n e d  pi p ett e ti p  wit h t h e r a z or bl a d e a n d  u s e t h e
l ar g e r o p e ni n g t o  mi x t h e  m at eri al b y  pi p etti n g  u p a n d  d o w n a c o u pl e of
ti m e s.

6.  Filt er 8 0 0 l l of s u s p e n si o n t hr o u g h  F al c o nt 5  m L  R o u n d  B ott o m  P ol y st yr e n e
T e st  T u b e  wit h 3 5 l m  n yl o n  m e s h str ai n er c a p a n d k e e p o n i c e.

7.  Tr a n sf er 5 0 0 l l of  filtr at e t o a  n e w 1. 5 m L  E p p e n d orf a n d a d d 2. 5l l of  R N a s e
A ( 1- 1 0  m g/ m L). I n c u b at e f or 1 0  mi n ut e s.

8.  A d d 6 l l  PI st o c k s ol uti o n f or 5 0 0l l of  filtr at e (f or a n e sti m at e d  fi n al
c o n c e ntr ati o n of 5 0 l g/ m L) a n d c o v er t u b e s  wit h f oil t o  pr ot e ct fr o m li g ht.
I n c u b at e o n i c e a n d a n al y z e  wit hi n 1 0  mi n ut e s f or fr e s h ti s s u e or k e e p o n
i c e a n d  pr ot e ct fr o m li g ht;  dr y ti s s u e  m a y r e q uir e i n c u b ati o n f or 2 0- 3 0  mi n.

9.  R u n o n  A c c uri  C 6  fl o w c yt o m et er ( G al br ait h, 2 0 0 9).

P E L O SI E T  A L .: L Y G O DI U M J A P O NI C U M C Y T O L O G Y 5 1
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