Prutokova cytometrie
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priprava vzorku

» CO lze mérit:
» nejcastéji listy, ale témér jakékoliv zivé tkané
(uchovavani dny — tydny)
» semena—imnoho let
» vzorky vysusené v silikagelu vétsinou (a méné presné)
» herbare vyjimecné



priprava vzorku

co lze mérit:

» nejcCastéji listy, ale témér jakékoliv zivé tkanée
(uchovavani dny — tydny)

» semena—imnoho let

» vzorky vysusené v silikagelu vétsinou (a méné presné)

» herbare vyjimecné

nasekani vzorku ziletkou ve vhodném pufru
» izolace bunécnych jader
» cca 1-5 minut

filtrace (~desitky um filtr)
» ccalmin

stabilizace jader
» 1-30 minut, nékdy spojeno s nasledujicim

pridani fluorescencniho barviva
» vazba na DNA, “minuty az desitky minut

méreni v pristroji 5 nékdy < 10 min
» cca 3-10 minut cena < 15 K¢




jak to funguje
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fyzikalni princip

» méreni optickych vlastnosti castic (napr. bunék, cyto-) pri prichodu svétlem
» meéreni velkého mnozstvi ¢astic v proudu kapaliny (flow-)

vzorek

zdroje svétla
» laser (napf. 532 nm)

optika

_ fotonasobice
» UV dioda
fluidika -
» pumpa, chlopnég,... @ =

» Sheath f/UId side scatter

fluorescence e

¥

=
I—ﬂ

2

"""/
X =)

/H’ forward scatter

sheath fluid m (hydrodynamic focusing)

\/
®

laser beam

sample

pocitac




vysledky

» histogram fluorescence

» 0sa X = intenzita fluorescence (~ mnozstvi DNA v jadre)

Pocet

» relativni jednotky — zavisi na nastaveni pristroje

odecitame relativné vuci standardu
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... atoiu,absolutni“ velikosti genomu (!)
pomeér vzorek / standard
dalsSi pomocné parametry (CV, pocet castic)
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Jednotky

» pg DNA (hmotnost)

» Mbp / Gbp (délka sekvence)
» 1pg~978 Mbp

Centaurea phrygia 155.04
Solanum pseudocapsicum 200.63
pomer 0.773

Solanum pseudoc.  2.59 pg
Centaurea phrygia 0.773 * 2.59 pg
= 2.00 pg




presnost |

» primo detekovatelny rozdil > 4%
» vzacné i mensi

3.2%
» ,dvojity pik“

» krizenci detekovatelni pri cca
10% rozdilu rodici

15

1T t=7.28
df =101
3 i p = 10'10

» mensi rozdily lze prokazat
» ale ne ,uréovani“

Pocet

» pouze pfiporovnanich ©
vétsich soubor —
... klasifikovanych podle ° . . . .
Jlnych dat 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87

Pomér




presnost |

jednotky % velikosti genomu
» u dobrého materialu

ale nahodné chyby pristroje

pro presna meéereni nutné opakované analyzy
» ,,absolutni velikost genomu
(min. 3 méreni v rdznych dnech, rozptyl <2%)

» vnitrodruhova variabilita, aneuploidie

nékdy neni presnost nutna
» jsou vSichni jedinci ve vzorku stejni?
» smeésné vzorky

meérime relativné — poméry

» stejna absolutni chyba je relativné jina u malého a velkého genomu
» rozdil v ploidnim stupni: 3x vs. 2x — 50%, 16x vs. 15x — 6.7%

» aneuploidie: 1 chromosom z 20 —» 5%



presnost Il

4

» meérime velikost jaderného genomu ... ale kterou?

Holoploidni velikost genomu

» 2C hodnota — v bunkach s 2n chromosomy
» somaticka pletiva cévnatych rostlin

» 1C hodnota — v bunkach s n chromosomy

» mechorosty, gametofyty plavuni a kapradin,...

» pyl, spory vytrusnych
» ...a nebo vypocitana jako 2C/ 2

Monoploidni velikost genomu

» 1Cx hodnota — priimérna velikost jedné
chromosomové sady (x)
» napf. tetraploid, krytosemenné: 1Cx=2C/ 4

Ruzna fluorescencni barviva
» rozdilny pomér vzorek / standard
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presnost lll

4

» meérime velikost jaderného genomu ... ale s ¢im srovnavame?

» zavisi na hodnotach standardu

» tabelované hodnoty presné nesedi na vzajemné poméry

» vice hodnot pro jeden standard

» vzdy uvadét, ktery standard pouzivame + jeho 1C/2C
» ...nebo rovhou pomér vzorek / standard

» rozdily mezi pletivy a organy
» jiny obsah sekundarnich
metabolitd a RNA

» jiné ulozeni DNA apod.

» Cerstvé vs. fixované vzorky

Pocet

v ramci jedné studie‘dosazitelna
vysoka presnost

mezi pracovisti / cytometry je

rozdil <10% celkem dobra shoda...
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ploidie achromosomy

» Mluvime o plodii, ale mérime velikost genomu

» Pocet chromosomu / ploidni stupen odvozujeme nepfimo !

2n =18
2C=17.74 pg




ploidie a chromosomy

» Pocet chromosomU / ploidni stuper odvozujeme nepiimo z velikosti genomu
» v nékterych skupinach dobra korelace

» ...ale nékdy ne — kalibrace pocitanim chromosom
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vzkaz na doma

(take-nome message)

» cytometrie - Uzasna, rychla, levna a spolehliva metoda

» umoznuje studovat véci, které nedavno jesté nebyly mozné

» ale maisveé limity

» zejména pri prebirani cizich dat je nutné dikladné zkoumat metodiku

... a zbytecné neprecenovat malé rozdily
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