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Flow Sitometri ve Bitki Islah1

Fatih DEMIREL"", Baris EREN?, Serap DEMIREL?, Aybiike EROL*

Oz: Bitkiler hem insanoglunun hem de hayvanlarin beslenmesinde onemli bir yere sahiptir. Artan diinya
popiilasyonu ve kiiresel 1sinma besin kalitesi ve kaynagi tizerinde problemler olusturmaktadir. Bitki 1slahi besin
kalitesinin ve verimin arttirtlmasi amaciyla bir¢cok bitkide uygulanmistir. Flow sitometri (flow cytometry; FCM)
kesfedildiginden beri bitki 1slahinda ploidi seviyelerinin belirlenmesi i¢in uygun ve kullanigh bir ara¢ olmustur.
Flow sitometri ebeveyn bitkilerin karakterize edilmesi, ¢aprazlama sonucu olusan yavru bitkilerin kromozom
iceriginin saptanmasi, poliploidizasyon caligmalar1 gibi farkli amaglar dogrultusunda kullanilmaktadir. Bu
calisma da flow sitometri ve bitki i1slahinda kullanimi ele alinmistir. Teknolojinin gelismesi ile birlikte flow
sitometrinin tarimda ve bitki 1slahinda kullanimi yayginlagnugtir. Arastirmacilarin genom modifikasyonu

iizerindeki ¢aligmalara ilgisi arttikga, flow sitometrinin farkli uygulamalarda kullanilacagi olas1 goziikkmektedir.
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Flow Cytometry and Plant Breeding

Abstract: Plants have a cruial place in the nutrition of both the humankind and the animals. Increasing world
population and global warming create problems on food quality and sources. Plant breeding has been applied in
many plants in order to increase nutrient quality and yield. Since flow cytometry was discovered, it has been a
convenient and useful tool for determining ploidy levels in plant breeding. Flow cytometry is used for different
purposes such as characterization of parent plants, determination of chromosome content of offspring plants and
polyploidization studies in breeding. In this study flow cytometry and its use in plant breeding are discussed.
With the development of technology and automated systems, the use of flow cytometry in agriculture and plant
breeding has become widespread. As researchers have increased interest in genome modification studies, it is

likely that flow cytometry will be used in different applications.

Keywords: breeding, DNA amount, FCM, plant.

Giris

Istenilen amaca yonelik ve bir hedef dogrultusunda bitki cins, tiir ve gesitlerinin genomik bilgisini, genetik ve
sitogenetik yontemlerden yararlanarak planl sekilde degistirme ve gelistirmeye bitki 1slah1 denir (Tosun, 2015).
Kromozom sayisi, kromozomlarin morfolojisi ve benzerlikleri tiirler arasindaki evrim iliskisini ac¢iklamada,
bitkilerin taksonomisini belirlemede, karyotiplerinin incelenmesinde ve genetik sisteminin fiziksel olarak
gdsteriminin saglanmasinda bilgi vermektedir (Oz, 1995). Islah programi baslatilmadan énce cins igerisinde yer
alan farkl tiirlerin birbiriyle olan evrimsel iliskilerinin belirlenmesi, sahip olduklar1 genom yapisinin anlagilmasi
ve ploidi diizeyinin belirlenmesi igin kullanilabilecek flow sitometri teknigi giiniimiizde kullanilan en hizli ve
giivenilir bir yontem olmaktadir (Teykin, 2011). Flow sitometri, genis kullanima sahip olmasina ragmen,

bitkilerde en fazla ¢ekirdek DNA analizinde kullamilmistir (Dolezel ve Bartos, 2005).

Flow Sitometri Nedir?

Flow sitometri, bir sivi akim icerisinde hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
ozelliklerinin hizli ve giivenilir sekilde 6l¢iildiigii bir cihaz ve tekniktir. Bu yontem ile hiicrenin ¢api, i¢ yapist,
enzim aktiviteleri ve DNA miktarlar1 belirlenebilmektedir. DNA’nin yapisina baglanan floresan boyalar bu
teknikte kullamilarak, cihazin lazer igimmimiyla olusan farkli dalga boylarim sisteme ileterek kullanilabilir bilgi
olusturulmaktadir. Flow sitometride propidium iodide, ethidium bromide ve acridine orange sik kullanilan

floresan boyalardir (Demirel, 1995). Ploidi taramasinda, genom biiyiikliigiiniin belirlenmesinde (Koné ve ark.,
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2007), endopoliploidi g¢alismalarinda (Lemontey ve ark., 2000; Ochatt ve ark., 2001) ve hiicre dongiisii

calismalarinda (Cvikrova ve ark., 2003) hizli bir yontem olarak kullanilmaktadir.

Flow sitometri cihazlarmin kurulum maliyetleri yiiksek olmasina ragmen, kullanim ve bakim maliyetleri
diisiiktiir. Saniyede binlerce partikiill okuma yapabilen hizli bir teknik olmasinin yaninda, dogru kalibre
yapilmasi gerekmektedir. Aksi durumda, 6l¢iim yapilmasi istenen partikiillerin disindaki tiim yapilarin 6lgiilmesi

miimkiin olabilmektedir (Kanev ve Muranli, 2016).

Flow Sitometrinin Calisma Prensibi

Flow sitometri teknigini olusturan bilesenler Sekil 1°de verilmistir (Pozarowski ve ark., 2004). Ozet olarak
calisma prensibi su sekildedir; siv1 akig sisteminden konulan 6rnek sivisi, etrafini saran ve birbiriyle karigmayan
stvinin (sheath fluid) merkezinden bir kanal aracilifiyla tek bir sira halinde lazerin 6niine ilerlemektedir. Lazer
oniinden gecerken partikiillere ¢arpan 151n farkli dalga boylarinda dagilima ugramaktadir. Floresan dagilim,
capraz ve silindirik filtreler ile toplanip fotodedektore iletilmektedir. Gelen optik sinyaller PMT (photo multipler
tubes) ile birleserek elektronik sinyallere ¢evrilerek bilgisayara aktarilmaktadir (Craig ve Foon, 2008; Kanev ve

Muranli, 2016). Sinyaller dijital ortamda histogram olarak ekranda gosterilmektedir (Dunphy, 2004).

Hidrolik Akis Bileseni Optik Bilesen Elektronik Bilesen

r——
= Lazer 15m Bilgisayar ve
lkaynag W vazlimlar
D ——— D ———
Filireler wve Aymrma
o sinyal “—  mekanizmasi
dedelctérler {cell sorting)

Sekil 1.Flow sitometrinin temel bilesenleri <Pozarowski,2004>

Bu teknigin kullanimiyla analiz edilen genotiplerin ¢ekirdek siispansiyonlar1 standart bir ornekle
kargilagtirilarak histogramda olusan gorintulerin zirveleri ile ploidi seviyeleri belirlenmektedir. Teknolojik
ilerlemeler sonucunda hem floresan hem de 11k sagilisini Slgebilen uygun fiyathi cihazlarin ortaya ¢ikmasiyla
taze bitki Orneklerinden, kurutulmus bitki Orneklerinden (Suda ve Travnicek, 2006; Roberts, 2007) ve

dondurulmus bitki drneklerinden (Chiatante ve ark., 1990; Hopping, 1993) analiz yapilabilmektedir.
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Sitogenetik ve Bitki Islahi

Ploidi olay1 ayni tiir bitkilerde bile goriilen genetik bir olaydir. Farkli genetik kaynaklarin bilimsel ¢aligmalarda
ve 1slah programlarinda kullanilmasi i¢in tiir teshisinin ve ploidi seviyelerinin belirlenmesi dnemlidir (Tuna ve
ark., 2001; Gé¢men, 2016). Ploidi yoniinden belirlenen tiir, gesit ve popiilasyonlar arasindaki akrabalik iliskileri
bitki 1slahinda melezlenme potansiyelleri hakkinda bilgi vermektedir. Islah ¢aligmalarinda sitogenetik kararliliga
sahip, melezlenmesi kolay olan ve kisirlik sorunu yaganmayan kiiltiir ¢esitlerinin kullanimi daha ¢ok tercih edilse
de daralan genetik varyasyon, beklentileri karsilayamamakta ya da yetersiz kalmaktadir (Huang ve ark., 2002).
Bu yiizden genis genetik varyasyona sahip yabani ve yar1 yabani bitki formlarindan faydalanildig goriilmektedir
(Bai ve ark., 1994; Altindal ve Akgiin, 2015). Ayrica istenilen 6zelliklerin taranarak 1slahta kullanilabilmesi i¢in

cesitlerin de sitolojik yapilar1 arasindaki iligkinin bilinmesi, 1slah ¢aligmalarinda 6nemli olabilmektedir.

Bitkilerde ploidi seviyesini belirlemek i¢cin metafaz sathasinda tutulan kok ug hiicreleri kullanilarak yapilan
kromozom sayimlar1 halen yapilsa da bu yontem hem olduk¢a zaman alict hem de bol miktarda béliinen hiicreye
sahip gen¢ ve hizli biiyliyen kok ucu materyaline gereksinim duymaktadir. Flow sitometrinin ortaya ¢ikmasiyla
sitogenetik taramalar hiz kazanmig ve birgok bitkide ¢alismalar yapilmistir (Brummer ve ark., 1999; Zonneveld,

2001; Egesi ve ark., 2002; Palomino ve ark., 2003; Pillay ve ark., 2006; Akbudak ve ark., 2018a).

Klasik 1slah programlari uzun yillar siirebilmektedir. Arastirmacilar molekiiler teknikleri kullanarak islah
calismalarint hizlandirmak ve genetik diizeyde varyasyonu incelemek icin biyoteknolojik yontemlere
bagvurmaktadirlar (Cifci ve Yagdi, 2011). Klasik sitogenetik caligmalarda, 6zellikle ¢ok sayidaki genotip igin
uzun siiren bir islem olmasindan dolayr flow sitometri yontemi zaman ve is glici yoniinden avantaj

saglamaktadir.

Islah Amach Flow Sitometrinin Kullaninm

Flow sitometri modern bitki islaht programlarinin 6énemli bir parcasi durumundadir. Bitki DNA igeriklerinin
bilinmesi bircok bitki islah programlari veya teknikleri igin gerekli hale gelmistir. Bu dogrudan poliploidi
1slahinda ploidi degisimlerini kapsamaktadir. Poliploidizasyon genellikle olumlu morfolojik degisiklige onciiliik
eden hiicre boyutunun arttirilmasina eslik etmektedir. Poliploid bitkiler genellikle yaprak en ve boy orani artisi,
daha koyu yaprak rengi ve daha dar biiylime habitati ile karakterize edilmistir (Shao ve ark., 2003). Siis
bitkilerinde flow sitometri kullanilarak se¢ilmis, antimitotik ajanlar kullanilarak in vitro veya ex vitro ortamlarda
poliploidlesme c¢aligmalari basarili bir sekilde gergeklestirilmistir (Regalado ve ark., 2017). Poliplodinin
uyarilmasi ile Ocimum basilicum, Thymus persicus ve Trachyspermum ammi gibi bazi tibbi bitkilerin 6nemli
bilesenlerinde artisin saglandigi rapor edilmistir (Omidbaigi ve ark., 2010; Tavan ve ark., 2015; Noori ve ark.,
20017). Ancak cogu zaman DNA miktarin iceriginin bitkilerde belirli organlarin biyiikligi ile iliskili
olmadigi belirtilmistir (Tatum ve ark., 2006).
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Flow sitometri tiir i¢i ve tiirler aras1 melezleme 1slahinda DNA igeriklerini tanimlamada oldukga kullanigli bir
aragtir. Flow sitometrinin avantajlarindan biri tohum ya da fide gelisim doneminde bitkilerin DNA igerigi
Olglimlerini gerceklestirerek olgun melez bitkilerin morfolojik karakterlerinin tahmin edilmesine olanak
saglamaktadir. Musa spp. gibi diploid, triploid veya tetraploid olan bitkilerin germplazm ve 1slah programlarimin
yOnetimi igin ploidi seviyelerinin bilinmesi 6nemli olmaktadir (Nsabimana ve van Staden, 2016). Musa spp.
farkli polidi seviyelerine sahip olmasmin yani sira vejetatif iiretimde istenilmeyen triploid popiilasyonlar
arasindaaneuploidi olayr meydana gelmektedir. Flow sitometri aneuploid bitkilerin tespit edilmesinde de
kullanilmaktadir (Roux ve ark., 2003; Ozaki ve ark., 2004;Lim ve ark., 2003; Lepers-Andrzejewski ve ark.,
2011).

Tiirler aras1 melezlemelerin amaci hem kalite veya biotik/abiotik dayaniklilik i¢in degerli 6zellikleri yabani
tirlerden kultur trlerine transfer etmek hem de elde edilen 1slah materyalinin genetik varyasyonunu genisletmek
veya farkli 6zellige sahip yeni bir melez bitki elde etmektir. Bundan dolayi, 1slah programlarinda melezleme
calismalarinda ebeveyn se¢iminde flow sitometri kullanilarak farkli bitkilerin DNA iceriklerinin belirlendigi
birgok arastirma bulunmaktadir (Kaminski ve ark., 2016; Talluri ve Murray, 2009; Temsch ve ark., 2008;
Denaeghel ve ark., 2017).

Cok yillik bugdaygiller yem bitkisi genetik kaynaklarimin karakterizasyonu ve i1slah programlarinda
kullanmak igin farkli bolgelerden toplanmig 169 bitki popiilasyonlarinin (Agropyron sp.,Festuca sp. veKoeleria
sp.) ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeyleri flow sitometri ile belirlenmistir (Tuna ve ark. 2016). Yabani 55
E. arundinaceus'larin kromozomlarinin ploidi dagilimlarini belirlemesi ve seker kamigi 1slahinda kullanimlarini
arttirmak igin flow sitometri ile DNA igerikleri analiz edilmistir (Yan ve ark., 2016). Yabani yonca (Medicago
sativa L. subsp. xvaria) aksesyonlarinda ploidi seviyeleri ve genom biiyiikliikleri incelenmis, biitiin yonca
aksesyonlarmnin tetraploid olduklari ve 1slah programlarinda kullanmak ig¢in bu tiir ¢aligmalarin dnceden
yapilmas1 gerektigi bildirilmistir (Sakiroglu ve Kaya, 2012). Bamya (Abelmoscus esculentus) cesit ve
populasyonlarinin ploidi diizeylerinin belirlendigi bir c¢alismada hizli ve giivenilir bir yol olarak flow
sitometriden faydalamlmstir (Orkcii ve ark., 2014). FCM ile yam fasulyesinin iki tiiriinde (6 adet Pachyrhizus
erosus ve 3 adet P. tuberosus) ploidi seviyeleri ve genom biiyiikliikleri incelenmis, P. tuberosus’un niikleer
DNA igerigi P. erosus’unkinden daha diisiik oldugu ve biitiin tiirlerin diploid (2n=2x) ploidi seviyesinde
bulundugu rapor edilmistir (Pati ve ark., 2019). Ispanak aksesyonlarimin ploidi seviyelerinin incelendigi
calismada flow sitometri ile belirlenen 53 1spanak aksesyonunun yapilacak 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecegi
ve ayrica arastirmacilara zaman ve ig glicii bakimindan tasarruf saglayabilecegi rapor edilmistir (Deveci ve ark.,
2018). Lagenaria siceraria (Molina) Standl. (Su Kabagi) popiilasyonlarinda ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi
diizeylerini FCM ile incelenerek, 1slah ¢alismalarinda bitkiler arasinda ploidi farkindan dolay1 iireme engeli ve
olumsuz gen akist problemlerinin en aza indirilmesi hedef alinmistir (Ersoy ve ark., 2014).

Diinya capinda ¢ekirdeksiz turunggiller gelistirilmesine yonelik yapilan 1slah ¢aligmalarina olduk¢a dnem
verilmektedir. Cekirdeksiz turunggiller triploid yapidaki tiirlerde goriilmektedir. Triploidi bireyler ise diploid
ebeveyn ya da diploid ve tetraploid ebeveynler ile olusturulmaktadir. Genetik kaynaklar arasinda bulunmayan

tetraploid bireylerin elde edilmesi ise kromozom katlama islemleriyle gerceklestirilmektedir. Kromozom katlama
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islemi sonrasi bireylerin ploidi seviyeleri flow sitometri yontemi ile belirlenmekte ve elde edilen tetraploid
ebeveynler diploid bireyler ile melezlenerek triploid ebeveynler yani ¢ekirdeksiz turuncgiller elde edilmektedir
(Cimen ve ark., 2016).

Flow sitometri ydntemi kullanilarak baz1 bitkilerde erken gelisim donemlerinde cinsiyet tayini
yapilabilmektedir. Dolezel ve Gohde (1995), dioik bir bitki olan Melandrium album bitkisinde flow sitometri
yontemiyle cinsiyet tayini yapmislardir. Erkek bireylerin disi bireylerden farkli olarak bir Y kromozomuna ve

daha fazla DNA igerigine sahip olmasi FCM aracilifiyla belirlenmistir.

Digitalis trojana lvanina turtinin in vitro kiiltiire alinmasi sirasinda kiiltiir kosullarindan kaynaklanabilecek
nedenlerden dolayi olusabilecek genetik varyasyonlarin incelenmesinde FCM kullanilmustir. Arastirmacilar hem
tohumdan hem de siirgiin organogenezis kiiltiiriiyle yetistirilen Digitalis trojana Ivanina bitkisinde kromozom

sayilarinin her iki yetistiricilikte de ayni oldugunu FCM ile gostermislerdir (Cordiik ve ark., 2017).

Klasik yontemler ile kromozom sayilar1 incelenen ¢ok sayidaki bitki ornekleri iizerinde yanlig analizler
yapilabilmektedir. Hizli ve giivenilir bir yontem olan FCM teknigi ile USDA-NSGC gen bankasinda saklanan 13
farkli Avena tirline ait 64 aksesyonun genom biylklikleri ve ploidi seviyeleri incelenmis ve bu gen
bankasindaki bazi etiket bilgilerinin dogru olmadig: belirlenmistir (Akbudak ve ark., 2018b). Yine, USDA
Ulusal Bitki Germplazm Sistemi'nde (NPGS) bulunan dért Bromus tiiriiniin (Bromus inermis Leyss, B. riparius
Rehm, B. biebersteinii Roem ve Schult. veB. inermis ssp. pumpellianus (Scribn) Wagnon) 322°den fazla
aksesyonunun niikleer DNA igerikleri belirlenmistir (Tuna ve ark., 2001). Nijerya ve Uganda'daki Uluslararasi
Tropikal Tarim Enstitiisii'ndeki 300'den fazla {iyeyi olusturan Musa spp. germplazm koleksiyonunun ploidi
diizeyleri ve genom bilesimleri belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda germplazm koleksiyonundaki
bitkilerin en az %8'inin ploidi ve genom bilesimi agisindan yanlis simiflandirildigr tespit edildigi bildirilmistir.
Ayrica, daha 6nce triploid olarak siniflandirilan Pisang awak', 'Foulah 4' ve 'Nzizi' ¢esitlerinin, akis sitometrisi
ve geleneksel kdk ucu kromozomu sayilari ile tetraploid oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, daha 6nce “Too”
ve “Toowoolee” gibi diploidler olarak siniflandirilan cesitlerin triploid oldugu bildirilmistir (Pillay ve ark.,
2006).

Disomik ve Ditelosomik Bugday-Cavdar hatt1 eklenen bugdayda aneuploidi varliginin tespiti flow sitometri
yontemiyle belirlenmeye ¢aligilmigtir. FCM DNA analizi, ortak bugday genomuna (Triticum aestivum L.)
komple veya telosomik ¢cavdar kromozomlarinin eklenmesi ile uyarilan niikleer DNA icerigindeki degisiklikleri
incelemek i¢in kullanilmigtir. Her hattin DNA igerigi, bir referans degerle karsilastirilarak belirlenmis ve orijinal
bugday ana hattina gére bir fark oldugu belirlenmistir. Cekirdek i¢indeki ¢avdar kromatininin daha yiiksek DNA
icerigine sahip oldugu belirlenmis ve bu tahminlerin Southern hibridizasyonu ile dogrulandigini bildirmislerdir.
Boylelikle flow sitometrinin, bugday bitkisinde aneuploid mevcudiyetini, kiigiilk DNA igerigi sapmalarini tespit

etmek i¢in yeterince hassas oldugu kanitlanmistir (Pfosser ve ark., 1995).

Etiyopya’da endemik bir tir olan tef (Eragrostis tef) bitkisinde flow sitometri yontemiyle nikleer DNA
icerigi belirlenmigtir. Caligmada Etiyopya kosullarinda yetisen 35 tef (Eragrostis tef) cesidi kullanilmugtir.

Yontem, kiiltlir bitkilerinde ploidi diizeylerinin hizli bir sekilde taranmasi ve Etiyopya'daki bu tiiriin fenotipik
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degiskenligini temsil eden tef bitkileri agisindan 6nem arz ettigi bildirilmistir. Domateslerden izole edilen
cekirdekler (Lycopersicon esculentum, 2C = 1.96 pg) referans standardi olarak kullanilmigs ve analiz

sonuglarinda tiim ¢esitlerin tetraploid oldugunu bildirmislerdir (Ayele ve ark., 1996).

FCM kullanilarak, bazi seftali tiirlerine ait DNA igerikleri belirlenmistir. Seftali DNA igerikleri haploid
cekirdekler 0.30 pg ile tetraploid ¢ekirdekler 1.23 pg arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Diploid genom
icerikleri yaklasik 0.60 pg oldugu ve genom boyutu ile ploidi seviyesi arasinda pozitif bir iliski oldugu tahmin
edilmistir. Yapilan genom biiyiikliigii tahminleri Southern blot teknigi ile dogrulanmistir (Baird ve ark., 1994).

Sonug

Bitkilerin 1slah programlarinda kullamim potansiyellerini arttirmak igin sitolojik karakterizasyonlarinin
incelenmesi dnemlidir. Islah ¢aligmalarinda yeni gesitlerin basarili bir sekilde gelistirilebilmesi igin tiir veya tiire
ait genetik kaynaklarin biyolojik, taksonomik, genetik ve agronomik bilgilerinin bilinmesine gereksinim vardir.
Bu tanilamanin hizli bir sekilde giivenli olarak yapilmasi flow sitometri cihazi ile miimkiin olmaktadir. Flow
sitometri bitki 1slah siirecinin farkli adimlarinda c¢esitli amaglar dogrultusunda 1slah programinda kullanilan
materyaller hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir. Ploidi seviyesinin bilinmesi bitki 1slah programinda
kullanilacak olan uygun stratejinin secilmesinde onem tagimaktadir. Bitki 1slah1 ve sitogenetik ¢aligmalarda
DNA igeriginin dogru ve giivenilir bir sekilde belirlenmesinde flow sitometri analizi uygun ve kullanim alani
yayginlasan bir yontemdir. Bitki 1slah1 artan popiilasyonun besin ihtiyacim1 karsilamak ve kiiresel 1sinmadan
kaynakli dogacak problemlerden dolay1 6nem tasimaktadir. Islah programlarinda kullanilan bitki tiirti, ¢esidi ve
popiilasyonlarinda kromozom yapilarina ve ploidi seviyelerine gore gergeklestirilen filogenetik analizler 1slah
materyalinin melezlenme potansiyeli hakkinda bilgiler sunmaktadir. Ayrica bu tiir bilgilerin varlig1 gelecekte

yiriitillecek 1slah programlarina da 151k tutabilecektir.
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