FLOWSITOMETRI

Hucre c¢ekirdegi igindeki DNA miktarini  hesaplamak i¢in ilk girisimler
Casperssonshultz vasitasiyla 1930 yilinda, kalitimdaki merkezi rolinid bulmak
amaciyla yapildi. Bir sure sonra her canli varlikta DNA’dan sabit bir miktar elde edildi
ve C degeri terimi Swift tarafindan belirlendi. Sistematik biyoloji ve ekoloji olmak
Uzere C degeri bilgisinden birgok bilimsel sistem yararlanmaktadir. C value’nin
onemine ragmen sadece bitki turlerinin bir kisim igin taninmigtir. Hicrenin DNA
miktarini 6lgmek icin gesitli yontemler bulunmaktadir. Bunlardan biri, UV 11k miktari
emilimine gore cekirdek miktarini 6lgen c¢ekirdegi tek basina 6lgme yontemidir. Bu
yontemde, cekirdek Fulgen metodu vasitasiyla renklendirilir ve 1sik renk tarafindan

emilir.

Kromozomlarin ve ¢ekirdek seklinin dizglin olmamasi, mikrospektofotometri ile daha
detayl ve hassas tarama  yodnteminin gelismesine  yol acmisti.
Mikrospektrofotometriye elektronik bir frekans verildigi zaman, DNA’'dan sitometiri
goruntl, dézlenmektedir. Triticum ve Aegilops tlrlerinde, hicre ¢ekirdegindeki DNA
icerigini analiz etmek amaciyla, maydanoz (Petroselimumcrispum) veya arpa
(Hordeumvulgre) tohumundan yeni filizlenmis yaprakciklardan (standart bitki olarak),
hidcre ekstrasyon solisyon iginde jilet yardimiyla parcalanmigtir. Hucre duvari
kimyasal ve fiziksel olarak ¢o6zlldikten sonra, protoplast sutspansiyonu 40
mikrometrelik filtreden suzllip ribinuclease A) daha sonar serbest birakiimis
protoplastlara enzim ve Propidyum lyodid (PI) veya 4—6-Diamidino—2-phenylindole
(DAPI eklenmistir. Elde edilen suspansiyon 1 saat boyunca buz Ustinde bekletilip
daha sonra 20 mikrometrelik filtreden gecirilmistir. Boyanmis genomun floresan
derecesi, Flow Sitometri cihaziyla élgtlmustir. Floresanin yogunlugu, her bitkiden ve
her biri en az 100. 000 boyanmis hlcre ¢ekirdedi olarak, 5 6rnekli yaprak ortalamasi
esasinda, iki peak olarak gosteriimektedir. Keten peakinin maydanoz peakine mode
orani (p1/p2) hesaplanir (Rauppinson 2006) ve DNA miktari, Yokoya vd.(2000)
verdigi formile gére aga@idaki gibi hesaplanmistir. Ornegin; Cekirdek basina disen
DNA miktarinin belilenmesinde Arumuganathan and Earle (1991b)'nin tanimladig
prosedur uygulanmistir. Prosedur kisaca, bitki dokusunun kiyilmasi ve protoplastlarin
MgSO4 tamponu ile pargalanmasi ile bozulmamis hicre c¢ekirdegi suspansiyonu
hazirlamak ve bunu DNA standartlari ile karigtirmak, ¢cekirdegi DNase-serbest RNase

iceren bir ¢Ozeltide propidium iyodin (PI) ile boyamaktan olusmaktadir. Boyanan



cekirdeklerin floresan siddeti flow sitometri ile dlgliimustir. Test populasyonunun
cekirdek DNA’si igerigi degerlerini hesaplamak igin elde edilen g¢ekirdek floresan
siddetleri diploid arpa (Hordeum vulgare L. cv. Hitchcock) veya hexaploid bugday
(Triticum aestivum L. cv. Arapahoe) DNA standartlari ile karsilastiriimistir. Aegilops
fidelerinin yaprak boyun kismindan alinan yaklasik 50 mg taze, yesil doku kesilip
35x10 mm boyutlarinda steril plastik bir petri kapina yerlestiriimistir. Yaklagsik 20 mg
arpa ve bugday yaprak dokusu da standart olarak bunun tzerine eklenmistir. Arpa ve
bugday icin hiicre basina 2C DNA eglenigi sirasiyla 10,68 ve 34,68 pg. Arpa (2n = 2x
=14) ve bugday (2n = 6x = 42) DNA igeriklerinin buylk kismi analiz edildiginden
standart olarak kullaniimiglardir. Yaprak dokusu (Aegilops ve standart) 0,25-1,0'hik
segmentler halinde kesildi ve 1 mL ¢dzeltiye konuldu A [24 mL MgSO4 tampon
(soguk);.25 mg dithiothreitol; 500 yL propidium iodide stogu (1 mL cift distile edilmis
su icinde 5 mg propidium iodide); 625 uL Triton X-100 stok (10 mL cift distile edilmis
su iginde 1,0 g Triton X-100)]. Homojenat 33 uym por agikligina sahip naylon filede
filtre edilip bir mikrosantrifuj tipu ile 13,000 RPM hizinda 20 saniye santrifuj edildi
(VS-15 microcentrifuge, Shelton Scientific, ShelShelton, CT)..Santrifljden sonra
supernatan uzaklastirildi ve pelet 400 uL ¢ozeltide yeniden askiya alindi B [7,5 mL A
¢ozeltisi; 17,5 yL RNaz (DNazsiz)] ve flow sitometri analizinden 6nce 15 dk. 37 C°
inklbe edildi.

Hazirlanan materyal Namik Kemak Universitesi Ziraat fakultesinde tarla bitkilerinde
genetik ve sitogenetik labratuarinda analiz edildi. Olgiimler igin, 1000 gekirdekten PI
floresan alan sinyali (FL2-A).CellQuest yazilimi ile toplandi (Becton Dickinson Im
munocytometry system, San Jose, CA). Cekirdekten floresan olgiimlerini kullanmak
icin FL2-A histogrami olugturmaya olanak saglayan FL2-2 ve FSC parametrelerini
calistirarak bir canli gegit konfigiirasyon enstrimani kullanildi. Ornegdin ve ara
standardin GO/G1 (cekirdek) orta pozisyon piki verilerin CellQuest yazilimi ile analizi
sonucu belirlendi. Cekirdek basina digsen ortalama igerik igin 1000 ¢ekirdek taramasi
baz alinmigtir. Floresan deg@erlerinin DNA igerigine dénusturilmesi igin kullanilan
formUl: Cekirdek DNA igerigi = (Bilinmeyen bir pikin orta pozisyonu)/(Bilinen orta
pozisyon) x bilinen standart DNA igerigidir.

Hucrelerin gekirdekteki DNA miktari nicel olarak sitometri cihazi ile gok hizli bir
sekilde olgulebilir. Bu nedenle, DNA ile bantlanan bir florsan boyasi, ¢ekirdek

stispansiyon ve gecirgen tek hiicrelere ilave edilir. Olglim cihazi floresanan bagil



siddeti ve DNA miktarini gdsterir. Belirsiz bir 6érnegin genom buyukligu, sadece
genom boyutu bilinen standart gekirdeklerle birlestikten sonra tahmin edilebilir. Bu
arastirmada Petroselinum cripsum bitkisi, kontrol bitkisi olarak ve 2C DNA=4/46 pg
miktarinda kullaniimistir. Cekirdekteki DNA miktarini dogru tahmin edebilemk igin

incelenecek érneklerin her birinde, her kitle ¢ defa incelenmistir.
Gerekli sivilar

Bu arastirmada pH= 7/5 ve (CyStain UV Precise P” kit) partec ticari ¢ekirdek
ekstraksiyon tamponu ile elde edilen Tris-MgCI2, 200mM Tris, MgCI2. 6H204mM, 0.5
% Triton X-100 (v/v)un kullaniimistir. Boyamak igin 4—6-Diamidino—2-phenylindole
(DAPI) kullaniimigtir. Bu boya ¢ok net gorinmeyen bir boyadir ve kompleks bir
sekilde A-T baz alanlarinda bantlanmakta ve bazik alanlar arasinda

yerlesmemektedir.
DNA Miktarinin Tahmini igin Orneklerin Elde Edilmesi

Kutlelerin ploidi miktarini 6lgmek icin 6rnek elde etmek amaciyla, yeni bitki yapraklari

ve yeni kontrol bitki yapraklari bir sise icine konulduktan sonra 500 mikolitre ¢gekirdek

izolasyon tamponu ilave edilmistir ve bir jilet yardimiyla ornekler pargcalanmistir. Daha
sonra 500 mikrolitre renklendirme sivisi drneklere ilave edilerek 40 dakika sure ile
ornekler renklendirme sivisina birakilmigtir. Bu sureden sonra ornekler 6zel huni
yardimiyla sitometri cihazi icindeki balona (30 pm) bosaltilip balon cihazin igine
yerlestiriimistir. Sonra drneklerden elde edilen pikler kitlelerin genom buyuklGguni

incelemek amaciyla arastiriimigtir.

Genom boyutu tahmini, Tohum ve Bitki Gelisim Enistitisi’nin gen bankasindaki
sitojenik labratuvarinda gergeklesmistir ve sitometri cihazindan ticari adiyla bilinen

partec akimi kullaniimigtir.
Cekirdek Genom Boyutunun Tahmini

DNA akim sitometri uygulamalarinin bircogu basit ve anlasilirdir. Ancak DNA
miktarini veya c¢ekirdek genom boyutunu tahmin etmek zor bir islemdir. Akim
sitometir analizi, nisbi floresans yogunlugu ve DNA’nin nisbi miktarini tahmin etmek
bu kategoride yer almaktadir. Ornek genom boyutu belirsiz oldugunda, sadece

standart bir kaynakla kiyaslayarak ornegin boyutunu belirlemek mimkuinddr. Bu



islem birkag yontemle yapilabilir. Bu yontemlerden biri farkli analizlere sahip dis
ornek standardinin kontrol ve standart ornekle kiyaaslanmasidir. Analizde bazen
cihazdaki sorunlar veya Ornegin elde edilisindeki degigiklik yluzunden sorunlar
yasanabilir. Cihazi standardize etmek baska bie degisle 6rnek ile standart ¢ekirdegdi
birbirinden ayirarak bu sorun ¢ozulebilir. Bazi arastirmacilar, kaynak standart ve
amac cekirdegi birbirinden ayri olarak renklenmeden once karistirip analiz ederek bu
ikisi arasinda bir uzlagi saglamaktalar. Bu yontem, ¢ekirdegin ayirimi ve renklenmesi

arasindaki farktan dolayi, acik bir sekilde yanlhgliklari gidermez
Cekirdek Suispansiyonunun Hazirlanmasi

Net DNA miktarinin hesaplanmasi amaciyla ¢ekirdek sispansiyonunun hazirlanmasi
icin neredeyse evrensel bir sekilde Galbrath yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemde,
sitoplazmadan c¢ekirdegin kolayca ayriimasi, endonukleazlarin DNA’ya saldirisini
onlemek ve DNA’nin kolay renklenmesi amaciyla ¢ekirdek ayri olarak buffer madde
igine konulur. Cekirdek kromatini, magnezyum iyonlar vasitasiyla, klorid magnezyum
ve sulfat magnezyum maddesinde ve eprifin yardimiyla polifin maddesinde tespit
edilir. Buffer Marei’de glikoz varli§i cekirdegin saglam ve kusursuz kalmasina
yardimci olur. Sivilarin pH'’1 yaklasik 7-8 civarinda tuturlar. Triton X-100 ve Tween 20
olmak Uzere iki iyonsuz renkli madde, sitoplazmadan c¢ekirdegin serbest
birakilmasina yardimci olur. Cekirdekler asit sitrikle tespit edilsin diye buffer otto 1
icine birakilir ve renklendirme isi otto 1 ve otto 2’den olugan bir ortamda ve 1:4
oraniyla gergeklesir. Cekirdeklerin buffere eklendikten kisa bir stre sonra olguimleri
yapiimahdir. Cunku bazi turlerin gekirdekleri bu agsamadan sonra hizla azalmaya
baslarlar. Bazi turlerde temizleyici madde konsantrasyonunun artmasi gerekmektedir
(%0. 5-1). Fenolu ylksek olan dokularda cekirdedin ayrilmasi igin biraz polivinil

prolidine ilave edilmesi gerekmektedir.
Cekirdek DNA’nin Florsent Rengi

DNA miktarinin tahmini i¢in yapilan baslangi¢c deneyler, etidyum bromid (EB) gibi
florsent renkleri ve Hoechs renklerini genis bir bicimde kullanmaktadir. Tercihen GC
bdlgelerinden zengin DNA icin genellikle diger florsan antibiyotiklerle birlikte
Mitramisin kullanilmaktadir. Tercihen AT acisindan zengin bolgeler igin ise Hoechst
renkleri 6zellikle DAPI kullanilir. AT ve GC bdlgelerinde floro kromlarin kullanimi s6z

konusu ydontemde hataya neden olmaktadir. Arastirmacilar bu konuda propiddium



iyot iyot (PI) kullanmaktalar. Kromatinin EB ve Pl'a duyarlihg dikkate alindiginda, bu
iki maddenin dokuda kromatinin azalmasina ve sonug¢ olarak DNA miktarinin
hesaplanmasinda hataya neden olabilir. Galbrath 1998'de hedef ve standart dokunun
birbirinden ayrilmasi gerektigini ve floresanin son derecesine ulasmak ve Pl ve EB
analizini yapmak igin konsantrasyonlarin doyurarak uygulanmasi gerektigi
tavsiyesinde bulunmustur. Cekirdeklerin renklenmesi, ayiran buffer bilesiklerinin yani
sira sitoseli bilesiklerinden de etkilenmektedir. Jhonston ve Price sistolsi bilesiklerinin
etkisini birka¢ turin Pl floresansina test ettiler. Test edilen bitkiler arasinda,
floresansin Petunia ¢ekirdedini yaklasik %20 azalttigi tespit edilmistir. Bu bilesiklerin
kafe Uzerinde ¢ok az, tatli patates bitkisi Uzerinde ise ¢ok net ve belirgin etkisi oldugu
anlasiimistir. Hatalari minimoma indirmek igin standart ve kaynak bitkiler kullanilir.
Cekirdek sUspansiyonunun sulandiriimasi sistoselinin  kaldiriimasi ile sistolitik

bilesiklerin azalmasi amaciyla ve santriflij makinelerin yardimiyla gergeklesir



