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Jak prutokova cytometrie funguje?

Mikroskopické c¢astice prochazeji
svételnym  paprskem a  jsou
detekovany jejich optické vlastnosti,
na jejichz zakladé mohou byt Castice
od sebe rozliseny.
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Detektor

Zdroj svétla
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Vzorek musi byt suspenze
jednotlivych ¢astic (ne shluky).



Schéma prutokového cytometru
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Méreni obsahu jaderné DNA pomoci pritokové

cytometrie
|zolaCni pufr Cytometricka analyza relativni
intenzity  fluorescence jaderné

DNA
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Vybér sprdvné metody

= Uspésna cytometricka analyza je podminéna
spravnym vybérem:
 |zolacniho pufru

* Vhodného rostlinného materialu (nejlépe
Cerstvé mladé tkané)

 DNA barviva
« Metody standardizace



Vybér spravného izolacniho pufru

= Hlavni funkce

« Uvolnéni jader z bunék
« Zachovani celistvosti izolovanych jader

« Potlaceni aktivity nukleaz a sekundarnich metabolitt
(degradace DNA)

= Typické komponenty (vybér)
« Stabilizatory chromatinu (polyaminy, kationty Mg?*, Ca?*)
« Chelatory kovl (EDTA, EGTA)

* Redukéni Cinidla (mercaptoethanol, DTT, PVP)
« Detergenty (Triton X-100, Tween 20)

* Neexistence univerzalniho izolacniho pufru

« Vybér stylem ,pokus a omyl“ pro dany rostl. druh / tkan



Fluorescenéni DNA barviva

Fluorescent Dye

Primary Binding Mode

Wavelength (nm)*

Excitation | Emission
Ethidium bromide** Intercalation 530 605
Propidium iodide** Intercalation 540 615
Hoechst 33258 AT-binding 365 465
Hoechst 33342 AT-binding 360 460
DAPI AT-binding 365 450
DIPI AT-binding 365 450
Chromomycin A3 GC-binding 445 570
Mihtramycin GC-binding 445 575
Olivomycin GC-binding 440 560

*Dye-DNA complex

**Binds also to double stranded RNA!




Pozadavky na spolehlivou analyzu

,fajne a pekne* histogramy relativniho obsahu DNA
* Uzkée piky (nizke koeficienty variace, CV)

« zanedbatelné pozadi bunéénych zbytku
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Spravna interpretace vysledku - kviz
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PouZivani standardi - nezbytné!

Pratokova cytometrie uréuje obsah DNA v
relativnich jednotkach (€isla kanall) na zakladé
porovnani pozic pikl standardu a vzorku

Pozice DNA pikt se muze ménit kvuli
« nahodnym odchylkam zpUsobenym pfistrojem
« rozdilim v pfipravé vzorku a jejich barveni

Standardizace
« Externi
» Rychly skrining DNA ploidie
* Interni
» Presné urCeni DNA ploidie, vC. aneuploidie
» Méreni velikosti genomu



Aplikace prutokové cytometrie

= Obsah DNA v absolutnich jednotkach

Velikost jaderného genomu (pg DNA, bp)

= Relativni obsah jaderné DNA

Ploidie (x)

Aneuploidie

Mixoploidie

|dentifikace inter/intraspecifickych hybridu
Endopolyploidie

UrCovani pohlavi



Velikost jaderného genomu

standard

N vzorek

20 mg listu
bananovniku

5 mg listu G. max
(2C = 2.50 pg DNA)

Soucasna
izolace a IzolaCni pufr +
barveni propidium iodide +
jader RNaza

Filtrace bunécnych
zbytku

Musa G, Glycine G,
jadra jadra

/
=

Number of nuclei

b,
100 200 300 400 500 600 700 800
Relative nuclear DNA content

Pomér pozic G, pikd Glycine k
Musa je 1.984 => 2C hodnota M.
acuminata errans je 2.50/ 1.984 =
1.26 pg DNA

Dolezel et al., Biol. Plant. 36: 351, 1994



Stanoveni ploidie
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Vyhody:
» Jednoduchost a rychlost (>100 vzorku za den)
* Presnost a reprodukovatelnost

* Nevyzaduje delici se bunky
* Nedestruktivni (pouze milligramova mnozstvi

rostlinnych tkani)
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Identifikace hybridu

* F1 hybridy mohou byt Casné detekovany na zakladé strednich
obsahu DNA

L. multiflorum (2n = 14) F. arundinacea (2n = 42)

X

Gl
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c1  F1hybrid

CRBC

e
» Vyhody:

- skrining v ranych fazich rustu



Detekce polyploidu
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Identifikace aneuploidie
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E = euploid, A = aneuploid



Detekce endoreduplikace (endopolyploidie)

Pratokova cytometrie umoznuje
ENDOREDUPLIKACE analyzovat stuperni endopolyploidie a
frekvenci endopolyploidnich bunek
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Identifikace mixoploidu

Standard (2x) Mixoploid (2x + 4x) Mixoploid (4x + >5x)
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= Rostlinné télo se sklada ze tfi histologickych vrstev (L1, L2 and
L3), které se mohou liSit v ploidii (= chimérismus, mixoploidie)

= Pocitani chromozomu v kofenovych meristémech (pouze L3
vrstva) nemuze spolehlivé identifikovat mixoploidni jedince,
zatimco prutokova cytometrie ano



Dalsi potencidlni aplikace prutokové
cytometrie ve Slechténi rostlin

Uréeni pohlavi jedincu

Identifikace pritomnosti B chromozému

Analyza produktu flize protoplasti

Detekce somaklonalni variability

Skrining reprodukénich zpusobu (napf. apomixie)
Tridéni chromozému



Zavery

» Prutokova cytometrie je velmi uziteCna
metoda, nachazejici Cetna uplatneni pri
Slechteni rostlin

= AvsSak jeji jednoduchost muze navadeét k
,sekani” chyb (metodologickych,
interpretacnich)

*» Pouze spravna metodika vede k ziskani
spolehlivych vysledku

http://www.olomouc.ueb.cas.cz



