Prutokova cytometrie
flow cytometry (FCM)
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Prutokova cytometrie

Mé&reni optickych vlastnosti malych ¢astic, které jsou uvedeny do
pohybu.

Optické vlastnosti ¢astic
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Zastin paprsku; Odraz paprsku;
Fluorescence Rozptylené svétlo = Boc¢ni svétlo =
(Excitace/emise) Forward scater Side scater

ééstice: pylova zrna, mikroorganismy, bunky, bunécna jadra, apod.



Prutokova cytometrie
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Prutokova cytometrie
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Srdce cytometru = pr utokova kyveta

Flow Cytometry
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Funkce prutokoveé kyvety

» Separace Castic v proudu unaseci kapaliny
» Pocatek méreni optickych vlastnosti ¢astic
o Velikost ¢astic: 0,2-200pm



Co se d éje v pr utokové kyveta?
zna€ena jadra vzorku a standardu
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Zakladni vyhoda cytometru: rychla analyza velkého m nozstvi €astic



Pojmy

Zn-vzorek
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Osa X = opticke vlastnosti ¢astic

Presnost m éreni je stanovena pomoci varia éniho koeficientu (CV).

smérodatna odchylka
CV = x 100
prameérna pozice piku




Pojmy

Fluorescen €ni barvy

= Zpusob navazani: neselektivni (PI, EB); selektivni na AT baze (DAPI, DIPI,
Hoechst); preferujici GC baze (néktera antibiotika)

= Excitaéni a emisni vinova délka

Propidium iodide (PI)

Excitation: green laser

Day Factor (DF)
= Dulezity pro vypocet GC obsahu; pomér pomérua (vzorek/standard(DAPI) ku
vzorek/standard(P1))



Pojmy

Hodnoty velikosti genomu

» Holoploidni velikost genomu
1C — v burikach s n chromozomy (mechorosty, pyl)
2C — v bunkach s 2n chromozomy (somatické bunky)

= Monoploidni velikost genomu
1Cx — pramérna velikost jedné chromozomoveé sady

Jednotky: 1pg =978 Mpb

Standardy

Druh 2C (Mbp) 2C (pg) GC %
Carex acutiformis 799,9 0,817 36,4
Bellis perennis 3089,8 3,159 39,5
Pisum sativum 'Ctirad' 7841,2 8,017 41,7

Vicia faba 'Inovec' 23272,8 23,796 41,1



Jak se pripravuje vzorek pro cytometrické
stanoveni velikosti genomu?



Priprava rostlinného materialu k mereni

Co odebirat

= Zivy material (nejéastéji list)
= Semena

= Vzorky ze silikagelu/herbare
= Pyl

K ¢emu pfihlizet pfi odbéru

= ontogenetické stafi

= intenzita oslunéni a mnozstvi sekundarnich metabolitt
= zpusob uchovani vzorku (semena vs. pletivo)

Volitelné

= Extrakéni pufr
= Standard



Velikost genomu — priprava vzorku

1. pufr + kousek listu 2. posekame Ziletkou 3. Zfiltrujeme do zkumavky 4. pfidame fluorochrom

I 0

5. zkumavku zasuneme do stroje |

Doba pfipravy a méreni vzorku: 10 minut
Cena méreni: 15 K¢



Jak hmotnost DNA v jadre zmeérit?
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K cemu je to dobré?



Prutokova cytometrie

Mé&reni optickych vlastnosti malych ¢astic, které jsou uvedeny do
pohybu.
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Optické vlastnosti ¢astic

Zastin paprsku; Odraz paprsku;
Fluorescence Rozptylené svétlo = Boc¢ni svétlo =
(Excitace/emise) Forward scater Side scater

Céstice: pylova zrna, mikroorganismy, bunky, , apod.



K éemu je to dobré?

Zdroj taxonomickych znaku (stalé; k dispozici i ve sterilnim stavu; mitoticky neaktivni
chromozomy)

= Velikost genomu

= GC obsah

» Ploidni uroven (cca karyotyp)

» Endopolyploidizace (zasobni organy)

» Vnitrodruhova variabilita (aneuploidie; B-chromozomy vs. zvétSeni/zmensSeni
chromozomu)

= |dentifikace holocentrickych vs. monocentrickych chromozomu



Slunce a Zemé se hmotnostné lisi
»jen“ 330 000 krat !
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Strevni parazit
Encephalitozoon intestinalis

Jadro vazi _ _ )
0,0023 pg _ . ¢
O @ Zeme

Jadra se lisi 600 000 krat !!! /

Jadrovazi pudni ménavka
1400 pg Chaos chaos
~




U mnohobunécnych organizmu rozdily casto mensi

Ptaci pstros dvouprsty

Struthio camelus Z ) Z p g

» A -

kolibrik cernobrady



Existuji i opacné pripady — extrémnich rozdilu

krytosemenné rostliny

Paris japonica

Genlisea
aurea

3000x




Holocentricky vs. mononocentricky chromozom?

counts

£
UV zarfeni
Monocentrické chromozomy
Rostouci nestresovana rostlina

Holocentrické chromozomy



Rozruznily se velikosti genomu nahodné
nebo adaptivni evoluci?



Velikost genomu ovliviiuje vlastnosti organizmu

velky pyl se se huf transportuje velka jadra se pomalu déli



Znalost velikosti genomu ma i metodické dusledky

Druh s malym genomem = idealni model pro
genetiku !

ProcC se Mendel(v hrach nestal modelem
soucasnych genetik( ?

Ma genom moc velky !l 9 pg

Arabidopsis thaliana




K éemu je to dobré?

Zdroj taxonomickych znaku (stalé; k dispozici i ve sterilnim stavu; mitoticky neaktivni

chromozomy)

= Velikost genomu

= GC obsah

» Ploidni uroven (cca karyotyp)

» Endoreduplikace (zasobni organy)

» Vnitrodruhova variabilita (aneuploidie; B-chromozomy vs. zvétSeni/zmensSeni
chromozomu)

= |dentifikace holocentrickych vs. monocentrickych chromozomu

Souvislosti

= Ekologickeé (odolnost k mrazu, rychlost ontogeneze, pravdépodobnost invazibility)
» Fenologické (nastup kveteni)

» Fyziologické (velikost bunék)

= Metodické (vytypovani organizmu pro sekvenovani)



SEX? Koho to zajima?!



K éemu je to dobré?

Zdroj taxonomickych znaku (stalé; k dispozici i ve sterilnim stavu; mitoticky neaktivni

chromozomy)

= Velikost genomu

= GC obsah

» Ploidni uroven (cca karyotyp)

» Endoreduplikace (zasobni organy)

» Vnitrodruhova variabilita (aneuploidie; B-chromozomy vs. zvétSeni/zmensSeni
chromozomu)

= |dentifikace holocentrickych vs. monocentrickych chromozomu

Souvislosti

= Ekologickeé (odolnost k mrazu, rychlost ontogeneze, pravdépodobnost invazibility)
» Fenologické (nastup kveteni)

» Fyziologické (velikost bunék)

= Metodické (vytipovani organizmu pro sekvenovani)

Sex

= Zpusob rozmnozovani (sexualové vs. apomikti)

= Mezidruhova hybridizace (identifikace hybridu; rozdil mezi rodi¢i >10%)

= Slechténi (experimentalni hybridizace a polyploidizace; vybér a p&stovani
hybridnich jedinca)



Zpusob rozmnozovani
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counts

Mezidruhova hybridizace a polyploidizace
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Nuclei fluorescence

Smarda et al. 2018; Ginkgo biloba



Dalsi aplikace prltokové cytometrie
— tridéni spermii

— diagnostika leukémie a jinych
hematologickych chorob

— diagnostika AIDS

— pylova viabilita




