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Einfiihrung
Eine der ersten in der Durchflusszytometrie verwendeten Methoden war die Analyse der quantitativen
Veranderungen des Genmaterials in dysplastischen Zellen. Diese Methode stellt in der Pflanzenbiologie

auch weiterhin das Referenzverfahren fir die Beurteilung der GenomgréRe und des Ploidiegrades dar.
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(oder 20 mg schweren) Gewebsstiick gewonnen.

Nach Filtration werden die Zellkerne mit CyStain®- Celtrcs” § -

Loésungen von Sysmex Partec gefarbt, die entweder ; '///F NISme
leinschneiden und Zermahlen

Propidiumjodid (PI) oder 4’,6-Diamidin-2-phenyl- ‘ ’

Filtrieren des Zelldebris

indol (DAPI) enthalten (Abb. 1). Dieses Praparat R\P'Oiglilj@"yig;m‘ette's
wird anschlieRend mit einem CyFlow® Durchfluss-

zytometer analysiert, welches mit einer oder mehre-  Abb. 1 Priparation einer Pflanzenprobe zur Ploidie-Analyse
ren Lichtquellen (griin oder blau (PI), ultraviolett

(DAPI)) fur die Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen

im entsprechenden Farbbereich ausgestattet ist.

Zellzyklus
Unter physiologischen Bedingungen zeigen Zellen ein DNA-Profil, das einem Zellzyklus mit seinen

verschiedenen Phasen entspricht (Abb. 2 und 3):
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Abb. 2 Zellzyklus. Legende: GO = Ruhe-Phase, G1 = erste Gap-Phase, S = DNA Synthese-Phase, G2 = zweite Gap-Phase, M = Mitose-Phase
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Suspension der Zellkerne

Widhrend der Filtration werden die bei der Freisetzung der Zellkerne entstehenden Gewebsreste ent-
fernt. Dennoch kénnen kleine Zellbestandteile, die durch die Filtration nicht beseitigt werden, wie z.B.
Chloroplasten, Mitochondrien und I6sliche Phenolverbindungen sowie DNasen und RNasen, die Qualitat

der Analyse beeintrachtigen.

Die Zugabe von Antioxidantien (Bisulfit, 2-Mercaptoethanol), Tanninbindemittel (PVP), die Lyse von
Chloroplasten (Triton) und RNA (RNasen) sowie die Aufbereitung im Eisbad kdnnen den Einfluss

unerwiinschter Substanzen weitestgehend vermindern.

Verwendung einer internen Referenz
Um den DNA-Gehalt einer Probe exakt bestimmen zu kénnen, wird empfohlen eine Referenz aus Zell-
kernen einer Spezies zu verwenden, deren GenomgroRe der der zu analysierenden Probe weitest-
gehend entspricht. Das Referenzmaterial wird zeitgleich mit dem Probenmaterial vorbereitet, um den
Einfluss unterschiedlicher Praparationen moglichst gering zu halten. Durch den Vergleich der Peak-
position der Referenz mit der Peakposition der Probe wird eine genaue Bestimmung des DNA-Gehaltes
der Probe ermdglicht. Ist der DNA-Gehalt des Referenzmaterials in Pikogramm (pg) oder die Anzahl
der Basenpaare (bp) bekannt, kann folgende Gleichung aufgestellt werden:
DNA-Gehalt (bp)
= 0,978 x 10° x DNA-Gehalt (pg)
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Abb. 3 Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus
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Analyse mittels Durchflusszytometrie

Zur Beseitigung der Gewebsreste, die sich trotz Filtration noch in der Probe befinden, wird in der durch-
flusszytometrischen Analyse eine bestimmte Gating-Strategie verwendet. Hierzu wird mittels Auftra-
gung eines Fluoreszenzparameters (Fluoreszenz »DAPI oder Pl«) und des Seitwartsstreulichts » SSC«
(entspricht der Granularitdt bzw. Komplexitat des gemessenen Partikels) in einem Dotplot ein »Gate«

tiber die entsprechende Population gelegt. (Abb. 4A und 4B).
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Abb. 4 Analyse der Ploidie einer Tomatenprobe (Lycopersicum esculentum); 4A: Dotplot, in dem die Granularitit (SSC) gegen FL6 (Pl)
aufgetragen wurde, wobei das »Gate« auf Abb. 4B libertragen wird; 4B: Histogramm der in Abb. 4A gegateten Zellkerne zeigt die entsprechende
Ploidieverteilung.

Auswertung des Endoreplikationsgrades
Das obige Beispiel (Abb. 4) einer Tomate (Lycopersicum esculentum) zeigt ein DNA-Profil nach Endo-
replikation, also einer Mitose bei der lediglich die DNA repliziert wird, jedoch ohne Kern- und Zellteilung.

Die Endoreplikations-Peaks lberlagern die Peaks des klassischen Zellzyklus:

2C—4C—8C—r16C

Durch die zeitgleiche Analyse der am haufigsten vorkommenden Kerne ergibt sich ein Peak-Artefakt
»2C+ 4C« (Abb. 5 und Tab. 1).
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Region Gate <ogegatet Anzahl MFI-X CV-x%
Tomato Lin log. FCS current Nuclei gate

! B = " x 2C Nuclei 54,49 18367 10,80 4,17
= : 4c Nuclei 2664 9648 2123 376
8C Nuclei 432 1460 41,58 3,72
£l |_{ / 16C Nuclei 0,74 260 78,68 3,87
FL6 propidium iodide log
2C+4C  Nuclei 1,95 649 30.40 5,55

Abb. 5 Ploidie-Analyse einer Tomatenprobe (Lycopersicum esculentum)  Tab. 1 Statistische Auswertung der Regionen verschiedener
mit Endoreplikation Peaks nach Endoreplikation, MFI = mittlere Fluoreszenzintensitdt,
CV = Varianzkoeffizient

Messung der Genomgrole

Fur die mengenmaRige Bestimmung der DNA mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung einer
internen Referenz ist eine Farbung erforderlich, welche nicht basenspezifisch, sondern DNA-interkalierend
ist, damit die Genomgrolien so genau wie moglich gemessen werden kénnen. Bei diesen interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffen handelt es sich im Allgemeinen um Ethidiumbromid oder wie im folgenden

Beispiel Propidiumjodid, wobei die Probe zuvor mit RNase behandelt wurde (Abb. 6).
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Abb. 6 Analyse des DNA-Gehalts einer Schachtelhalmprobe (Equisetum sp.) unter Verwendung von Knoblauchfragmenten (Allium sativum) mit
bekanntem DNA-Gehalt als Referenz
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Die Bereiche PK1 und PK2 entsprechen den Peaks 2C bzw. 4C der als Referenz verwendeten Knob-
lauchfragmente (Allium sativum), wobei bekannt ist, dass 2C 34,80 pg entspricht. Der Bereich PK3
der Schachtelhalmprobe (Equisetum sp.) ermoglicht die Berechnung des DNA-Index im Vergleich zu
PK1:123,97/49,50 = 2,50; enthdlt 2C von Equisetum sp. 2,50 x 34,80 = 87,15 pg DNA.

Messung des AT-GC-Verhiltnisses
Dieses Messverfahren beruht auf der Verwendung eines DNA-Interkalators und eines Fluoreszenz-
farbstoffs, der spezifisch flr repetitive DNA-Elemente ist, z.B. 5 x AT fiir Hoechst 33342 und 3 x GC

ftir Chromomycin.

Berechnung des AT-GC-Verhéltnisses
Rp = Fluoreszenzintensitatp,ope / Fluoreszenzintensitdtgeseren; ; gemMessen mit Propidiumjodid oder
Ruo = Fluoreszenzintensitdtp.obe / Fluoreszenzintensitatreferen, ; gemessen mit Hoechst 33 342 oder

Rca = Fluoreszenzintensitatp,ope / Fluoreszenzintensitatreseren; ; gemessen mit Chromomycin A3

AT'Gehaltprobe [0/°]= AT'GEhaltReferenz [o/o] X (RHO / Rp|)1/S bzw.
GC'Gehaltprobe [°/o] = GC'GEhaltReferenz [o/o] X (RCA / Rp|)1/3
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Um die Berechnung zu tiberpriifen, kann kontrolliert werden, ob AT-Gehaltp,obe [%] + GC-Gehaltp,obe [%]

=100 % ergibt.

Apomixis und Aneuploidie

Die Apomixis ist eine Form der ungeschlechtlichen Fortpflanzung, bei der im Gegensatz zur geschlecht-

lichen Fortpflanzung eine Samenbildung ohne Befruchtung erfolgt. Apomiktische Pflanzen sind in der

Regel von Generation zu Generation genetisch identisch.

Die aufgrund der Embryo- und Endospermzellen gefundenen Peaks der Samenproben zeigen an, ob

Apomixis vorhanden ist oder nicht und um welchen Apomixistyp es sich handelt (Abb. 7).



Xtra | Ausgabe Friihling 2015 | Nr. 04

Flowzytometrische Analyse des Ploidiegrades und der GenomgréfSe bei Pflanzen und anderen Organismen

Geschlechtsprofile Apomixisprofile
- 2x 5. aria . 3x 5. aria i 4x 5. aria
W F T - = - =
o 2% ] . @‘\“Sx i ®"'"4X
Embryo Embryo 1 Embryo
3x -
(&,u - 2 8x - 4x = T2 x
Endosperm ' Endosperm I [Endosperm
e wim f 5
s |
" -
Bx ' 12x
(g SE— . e et
- - - i = E - = W i - = ) -
=~ 2x 5. aria _ 3x 5. aria v AxS.austriaca
3! b e = d i . f
f B h &, | oW
i Embryo = 3! Embryo g Embryo
%’} — & 12X
= .‘E‘nxdosperm - "waf‘;osperm o 4% Endosperm
- - e i
5
10x 12
T = ¥ ] - [ - i "I ] T [ - )

Abb. 7 Untersuchung der Fortpflanzungsmethoden anhand der Peakpositionen in den durch Durchflusszytometrie gewonnenen Fluoreszenz-

histogrammen (Matzk et al. 2000).

Bei der Aneuploidie wird die Position der Peaks beeinflusst und erscheint wie im folgenden Beispiel:
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Rapssamlinge (Brassica napus) mit n=16 und n=19 Chromosomen, die als Doppel-Peak erscheinen.
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Abb. 8 Ploidie-Analyse einer Rapsprobe (Brassica napus) mit
Darstellung eines Aneuploidieprofils, wobei die 2C- und 4C-Spitzen
Jjeweils Doppel-Peaks zeigen.
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