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Prutokova cytometrie

Princip

 Vyvinuta pro analyzu velkych poptlaci
krevnich bunék

« Mikroskopické castice se pehybuji velkou
rychlosti v uzkém vodnim paprsku

« Jsou analyzovany optické parametry
(roztyl svétla a-fluorescence)

« Vzorek musiimit formu yodni suspenze
jednotlivych-Castic

Vyhody

« Velka rychlost méreni (velké populace castic)
« ldentifikace subpopulaci
« Moznost tridit vybrané subpopulace

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/
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Pritokova cytometrie a rostliny

RGzné typy vzorkl pouZité pro prutokovou cytometrii
/’h“ |23 B

Pyl: Obsah DNA, genotypovaniyjednotlivych pylovych zrn;
tridéni embryogennich samcieh pohlavnich bunék
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P 9< - a2e; Protoplasty: Tkanoyé:-specificka exprese a
mfg}gq . N4 A4 ’ o . ’ . .
a7+ metabolomika; trideni’produktu somaticke hybridizace

Chloroplasty and mitochondrie: Studium fotosyntézy;
dychaci retezec mitochondrii

Bunécnd jadra: Obsah jaderne DNA; tridéni jader pro
pripravu vysokomolekularni DNA; proteomika

Uiiay, & Chromozoémy: TFidéni chromozémd pro molekularné-
> biologické analyzy a sekvenovani genomu

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/



Pylova zrna

Ploidie a genotypovani

Pollen grains

« Méreni ploidie

« Amplifikace DNA pylovych »
jader a jejich genotypovani

Pollen nuclei suspension

- ldentifikace meiotickych
crossing-overQ

- Konstrukce genetickych
map Separation of pollen nuclei
prre (1n) via flow sorting
s .\
W00

Whole-genome-amplification
of single haploid nuclei (1n)

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/ Dreissig et al, PLoS ONE, 2015



Protoplasty

Identifikace a tridéni produktd somatické hybridizace
 Rodicovské protoplasty jsou barvény riznymi fluorochromy

Tridéna populace
(FITC + RITC)

Zelena fluorescence (FITC)

Cervena fluorescence (RITC)

Fuze protoplastt Nicotiana tabacum a Analyza populace protoplastu
N. nesophila’znaenych pomoci fluorescein po indukované fuzi pomoci
izothiokyanat (FITC) a rhodamin prutokové cytometrie (produkty
izothiokyanatu (RITC) fuze obsahuji obé barviva)

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/



Protoplasty

Distribuce cytokinint v burikach ' korenové sSpicky
* Linie Arabidopsis thaliana exprimujici GFP v urcitych pletivech
 Tridéna protoplastu s fluorescenci GFP
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Chloroplasty

Studium fotosyntézy

o Autofluorescence (PSI = 730 nm, PSIl = 680 .nm)
« ldentifikace a tridéni intaktniech chloroplastu
« Charakterizace chloroplastu v rdzaych bunécnych typech

Kranz Anatemy (Diagrammatic)

EQ http://olomouc.ueb.cas.cz/
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RozliSeni chloroplastu listového mezofylu
a bunék cévnich svazkl kukurice pomoci
prutokové cytometrie (fluorescence PSI |
a PSl II)



Bunécna jadra

Rastrovaci mikrosektrofotometrie

50,000b60dovych méreni absorbance
(0,2 pm) v._kazdém jadre béhem 5 sec

& Bunécna jadra v S fazi
: znacena radioaktivné

Vickers M85 Microdensitometer

Yo of Cell

Histogram obsahu DNA

20
DNA content (pg)

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/



Bunécna jadra

Méreni obsahu jaderné DNA - prvni pokus
 Jak izolovat bunécna jadra?

DNS-Bestimmung an Keimwurzeln von Vicia faba L. mit
Hilfe der Impulscytophotometrie

Friedrich Otto Heller

Institut fiir Landwirtschaftliche Botanik der Universitit Bonn
\orgetragenauf der Botaniker-Tagung in Hannover an
21. September 1972

Ber. Deutsch. Bot. Ges. 86:437-441, 1973

« Suspenzi intaktnich bunécnych jader autor pripravil lyzi protoplastu
ziskanych enzymatickym natravenim korenovych spicek

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/



Bunécna jadra - univerzalnimetoda

Rapid Flow Cytometric Analysis of the
Cell Cycle in Intact Plant Tissues

Galbraith et al.,

Science 220: 1049, 1983

Abstract. Mechanical chopping of plant tissues _in the presence of mithramycin
released intact nuclei representative of the cells within the tissues. The.amount of
nuclear DNA in the homogenates of monocotyledonous and dicotyledonous plants
was accurately and rapidly determined by flow microfluorometry, and the distribu-
tion of nuclei involved in the cell cycle was charted for tissues selected from different

physical locations or developmental stages:.
Nuclei isolation

buffer + DNA
stain f

20 mg of fresh
leaf tissue

lsolatinof nuclei
by chopping

Removal of large
debris by filtration

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/
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Analyza relativni intenzity
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bunécnych jader v suspenzi



Zaklady cytometrie na UEB (1986-1989)

« Nakup rastrovaciho cytometru

Leitz MPV3 a prutokového
cytometru Leitz MPV-Flow ‘

« Optimalizace metody
mikrospektrofotometrie' DNA

« ALE jasna preference
prutokové cytometrie - vyvoj
metod izolace bunécnych jader
(pufr LBO1)

J- Plant Physiol. Vol. 133. pp. 561~ 366 (1988)
31(2) : 113-120, 1989

-

Alfalfa Embryogenie Cell Suspension Culture: Growth and Analysis of Nuclear DNA Content in Plant Cells by Flow Cytometry

Plondy L‘i'e] Stablhty J. DOLEZEL*, PAVLA BINAROVA* and S. LUCRETTI**

* Institute of Experimental Botany, Sokolovskd 6,

: ( CS-77200 Olomouc, Czechoslovakia, and
Institureof Exprimental Botany, Department of Plant Bi chnology, Sokolovska 6, CS-77200 Olomouc, :
(:m-hmlrmkxg e Ao oo e ** ENEA - C. R. E. Casaccia, Roma, ltaly

PAvea BixarovaA and Jarosiav DorLeZer*

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



Etablovani prutokové cytomeétrie

 Volba spravného barviva
(flexibilita Compact Flow)

 Standardizace - volba primarnich
standardu a jejich kalibrace

- Distribuce standardu (dodnes!)

« Terminologie velikosti genomu

« Prepocet pg DNA.na bp Zapujceno fy Partec r. 1993
PHYSIOLOGIA PLANTARUM 85: 625-631. Copenhagei 1992 (OdVOZ autObusem y4 Ml'jnsterU)

© 200% Wiley-Liss, e Crtometry Part A 514:127-128 (200%)

Comparison of three DNA fluorochromes for flow cytometric
estimation of nuclear DNA content in plants

Letter to the Editor

Jaroslav Dolezel, Sergio Sgorbati and Sergio Lugretti

NUCLEAR DNA CONTENT AND GENOME SIZE OF one phosphodiester finkage involves a loss of one H,O
TROUT AND HUMAN molecule. Further, phosphates of nucleotides in the DNA
Annals of Botany 82 (Supplement A): 17-26,1998
Article No. bo980730 Annals of Botany 95: 255-260, 2005

doi: 10.1093/a0b/mei01Y, available online at www.aob.oupjournals.org

Plant Genome Size Estimation by Flow Cytometry: Inter-laboratory Comparison™ The Origin, Evolution and Proposed Stabilization of the Terms ‘Genome Size’

J. DOLEZEL#1, ). GRETLHUBERS, S. LUCRETTI|, A. MEISTERY, M. A. LYSAK#**, L. NARDI|, and *C-Value™ to Describe Nuclear DNA Contents
» s0d R.OBERMAYER} JOHANN GREILHUBER'*. JAROSLAV DOLEZEL? MARTIN A. LYSAK® and
t De Montfort University Norman Borlaug Centre for Plant Science, Institute of Experimental Botany, Qlomouc, MICHAEL D. BENNETT®
Czech Republic, § Institute of Botany, University of Vienna, Vienna, Austria, | ENEA, Casaccia Research Centre,
INN Department, Plant Biotechnology Division, Rome, Italy, | Institute of Plant Genetics and Crop Plant
Research, Gatersieben, Germany and ** Department of Botany, Palacky University, Olomouc, Czech Republic

‘Instinete of Botany and Botanical Garden of the University of Vienna, Austria, ~Institute of Experimental Botany, Olomou
Czech Republic and *Royal Bowmic Gardens, Kew, Richmond, Surrey, UK

e, http://olomouc.ueb.cas.cz/



Analyza obsahu jaderné,DNA

Velmi informativni parametr a nejpouzivanéjsi.aplikace

« Velikost genomu je znama u-méne
nez 3% krytosemennych

« Zmény ploidie rostliny-toleruji
a endopolyploidie jelvelmi casta

* Rychlé stanovoyani'ploidie‘pomoci
prutokové cytometrie dulezité pro:
- Taxonemii.and biosystematiku
- Evolucni'a populacni biologii
- Ekologii

- Konzeryacni biologii
- Biotechnologii

- Slechténi a produkci osiv

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



Jan Suda

Folia Geobotanica 36: 303-320, 2001

A TAXONOMIC STUDY OF THE VACCINIUM SECT.

Oxycoccus (HILL) W.D.J. KOCH (ERICACEAE) IN THE
CZECH REPUBLIC AND ADJACENT TERRITORIES

Jan Suda'"? & Martin A. Lys:ik3)

oslav Dolezel, Y -
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Estimation of nuclear DNA content in plants using
flow cytometry

Jaroslav Dolezel', Johann Greilhuber® & Jan Suda®®

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



Charakterizace polozek v,genovych bankach

Klasifikace of genové banky bananoyvniku (Musa spp.)
 International Transit Centre (KU Leuveny Belgium)

- Ploidie je dulezita charakteristika péstevanych odriad bananovniku,
které jsou diploidni, triploidni, nebo tetraploidni

Confirmed
(83.3%)

Ploidy’analysis

Determined for
the first time

Mixoploi A
(0.79%) (7.04%)
Mixed ploidy - Other ploidy
(1.22%) (7.65%) 5
lpL \

Y2 http://olomouc.ueb.cas.cz/ Bioversity

International



Slechténi

Bananovniky Vychodoafrické vysociny’jsou sterilni triploidni klony
 |nternational Institute of Tropical’Agriculture (Kampala, Uganda)

« Krizeni soucasnych kultivar( s-fertilnimi plodicimi diploidy
 Ziskani potomstva je podminéna 4x 3x
aberantni meiozou triploida ; ) 2x
X X
* Potomstvo muze mit'ruznou ! l

ploidii (vC. aeuploidie)

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



Chromozomova genomika

Aplikace metod genomiky na izolované chromozémy

, Rozdéleni genomu psenice na
Velikost ge@‘ : iy )

jednotlive chromozomy
Triticum aestivum (q
(2n = 6x = 42) i

D
1C ~ 17,000 Mbp s\ za satlv

S

>

= Chromozomy: 605 %995 Mbp
(3.6 - 5.9% velikosti genomu) -ll

= Ramena chromozomu: 225 - 585 Mbp

(1.3 - 3.4% velikosti genomu) @ @ @ S @ @ @

£ http://olomouc.ueb.cas.cz/ DoleZel et al., Chrom. Res. 15: 51, 2007



,Krajeni“ genomu psenice

« Sekvenovanim izolovanych
chromozomu byla ziskana
pracovni verze genomu
psenice seté

« Byla popsana strukturnia
funkcni diferenciace
chromozomu 3B

VI

 Bylo zjisténa.davné krizeni
mezi ancestralnimi genomy
rodicovskych druhu psenice

« Byla analyzovana
»spoluprace‘ mezi

v Ny v . Slia"t‘zé’the whéﬁt genome
rodicovskymi‘genomy psenice e

md Ncediﬁg potential o

pri vyvoji obilky

42 htp://olomouc. ueb.cas.cz/ IWGSC, Science 345: 1251788, 2014



Ceska spoleénost pro analytickou cytometrii

« Web stranky: http://www.csac.cz/
« Konference Analyticka cytometrie 2019
« 21.9. - 24.9. 2019, hotel Jezerka, Ustupky, Sec

lenstui Jobs Vzdélévani Odkazy kontakt CcZ

REPORTAZE GRANTY SOUTEZE 0 SPOLECNOSTI

Minikurz cytometrie

] 04.02-05.02. 20190 Q PrlAPHE wwwghc.c:

X(CSAC

Konference Analyticka cytometrie 2019
21.09-24.09.2019 o Misto konani bude upfesnéno
ﬂ http://www.conferenca.csac.cz




Dekuji vam za pozornost!



