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1. Priprava vzorku

1. 1. Jak zjistit standard vhodny k méreni neznamého
vzorku?

A) Plant DNA C-values Database: http://data.kew.org/cvalues/

Cvalues database

Query the RBG Kew Plant DNA C-values database

SRLUR Citation: Bennett MD, Leitch IJ. 2012. Plant DNA C-values database (release 6.0, Dec. 2012) http:/iwww.kew.org

lcvalues/
Select Output Fields
[C] Family Genus Species [C] Authority
[C] Chromosome number (2n) (] Ploidy level (x) [T Estimation method [ Voucher

C-value 2C(pg) ~ Original Reference Search for Prime Estimates «

Select Conditions
Family

Genus
Species

Authority

DMNA range from to
Chromosome number from to Estimation method All Methods -

Ploidy level from to Voucher ) Yes ) No @ Either

Sort by

DNA Amount -

Cio Riset Fields

RBG Kew DNA C-values query results

Results
Plant group Genus Species  2C (pg) Original Reference Paper
Angiosperm Lasiocephalus sodiroi 1458 Duskova et al, 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus ovatus 1499 Duskova et al , 2010 (Ref 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus pichinchensis 1502 Duskova et al., 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus lingulatus 15.07 Duskova et al, 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus involucratus 1563  Duskova et al., 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus decipiens 16.10 Duskova et al, 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus otophorus 16.10 Duskova et al , 2010 (Ref 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus patens 17.27 Duskova et al , 2010 (Ref 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus ovatus 2245 Duskovaet al, 2010 (Ref. 631) 2012
Angiosperm Lasiocephalus lingulatus 2269 Duskovaetal, 2010 (Ref. 631) 2012


http://data.kew.org/cvalues/

Podivat se na stranku http://data.kew.org/cvalues

Kliknout na Plant C-values.

Vyplnit e-mail, v policku C-value vybrat 2C (pg) a zadat ¢eled nebo rod nebo druh.
Stisknout run, pokud je tam hledany zdznam, objevi se tabulka.

Pokud chceme zmeérit Lasiocephalus ovatus, pak je vhodnym standardem Pisum
sativum (9,09 pg) a vzorek poleze vyse nebo Vicia faba (26,9 pg) a vzorek poleze nize.
Zcela nevhodné jsou standardy o malé velikosti genomu.

Standard by nemél byt vice jak trikrat vétsi/mensi nez vzorek.

Pokud je pik vzorku na pozici 100, je nutné zjistit, jestli pred nim v poloviné neleze
jesté jeden pik (a misto vzorku vidim G2 fazi).

Ve vétsiné pripadt vSak nebude hledani ispésné, proto piejdi k bodu B.
B) Odhad podle ¢eledi a druhi se znamou velikosti genomu
NiZe jsou uvedené standardy s jejich velikosti genomu a vhodnych rostlin k méreni.

Carex acutiformis (2C = 0,82 pg, oznaceni X)
» Vhodn4 pro ¢eledi Cyperaceae, Juncaceae, Brassicaceae.
» Standard pro velmi malé genomy.

Solanum pseudocapsicum (2C = 2,61 pg, oznaceni S)
» Velmi univerzalni standard vhodny témeér pro vSechny rostliny.
» Pouzij na vétsinu vzorki s neznamou velikosti genomu.
» Nepouzivej pro ¢eled’ Poaceae, kapradiny, plavuné, Liliaceae.

Bellis perennis (2C = 3,38 pg, oznaceni B)
» Pouzij pro rostliny, které se kryji se Solanum nebo zastupné za chybéjici hrach.
» Bellis perennis najdes u zahonu razi v BZ.

Pisum sativum cv. 'Ctirad' (2C = 9,09 pg, oznaceni P)
» Zlaty standard, vhodny pro celed Poaceae, Asteraceae (které se kryji se S),
plavuné a kapradiny.
» Velmi casto neni k dispozici, nutno pouzit Bellis perennis nebo Vicia faba.

Vicia faba cv. 'Inovec' (2C = 26,9 pg, oznaceni V)
» Vhodny standard pro rostliny s velkymi genomy (kapradiny, Liliaceae, hliznaté
rostliny).

C) MozZné problémy a jejich reseni

P1) Leze pouze standard
» Nutno presekat s jinym standardem, bud’ s mensi nebo vétsi velikosti genomu.
> Pozné se podle toho, Ze na okraji histogramu vpravo leze sbérny pik (Sipka na
obrazku), ktery ukazuje, Ze je pik vzorku (nebo néco jiného) schovany mimo
skalu.
» Malo vzorku, $patnéa kvalita vzorku (zadna ziva ¢ast).


http://data.kew.org/cvalues

P2) Vzorek leze prilis daleko od standardu
» Nutno presekat s jinym standardem, a to takovym, ktery nebude prili§ daleko
od vzorku.

P3) Vzorek se kryje se standardem
» Nutno presekat s jinym standardem.

P4) Neleze standard, ani vzorek
» Pravdépodobné ucpany cytometr, ptrejdi k problému Po.
> Necistota na komirce (pouzij stlaceny vzduch).
» Bublina v komiirce (projed destilovanou vodou).
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Obr. 1: Vzorek daleko od standardu, ptfitomnost G2 faze a Sipka ukazujici na sbérny
kanal.
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Obr. 2: Kryjici se analyza, kterou je nutné presekat. Standard je na 200, vzorek leze
tésné za nim.



1. 2. Jak nasekat vzorek pro analyzu?

Pro analyzu absolutni velikosti genomu (pristroj s PI) se méii jeden vzorek 2x v riizny
den (pripravit dvé zkumavky).

Pro analyzu reprodukénich strategii (pristroj s DAPI) se méii z kazdého vzorku 5
seminek, celkem 5 zkumavek na 1 vzorek.

Vyse uvedené se miize lisit projekt od projektu, nutno zkonzultovat se Skolitelem,
zadavatelem prace ¢i vedoucim projektu.

Zkumavku ozna¢: ¢islo vzorku + rod/druh + standard (34 + Poa trivialis + P)

Petriho miska + 650 ml pufru Otto I. + vzorek + standard + rozsekat Ziletkou +
prefiltrovat pres filtr do zkumavky.

Pouzit nejhezdi list z pytliku. V pripadé shnilého vzorku mozno vyuzit okvétni platek
(pokud je pritomen), zZivy stonek, pripadné i vétvicku (v nejvétsi nouzi). Chlupaté
vzorky oholit a u neékterych c¢eledi nutno pouzit jinou ¢ast nez list (prejdi ke kapitole
3.1. Problematické skupiny priitokové cytometrie).

1. 3. Priprava barvicéek
Z mrazaku si vyndej barvicku.

Pro absolutni velikost genomu vyndej propidium jodid (PI, ¢ervena
zkumavka) a RNAazu (bezbarva).

Priprav si lahvi¢ku s napisem PI. Do ni nalej pod zacdatek hrdla pufr Otto II. (vpravo
vedle umyvadla na poli¢ce). Pridej 1 ml PI (cela eppendorfka) a 1 ml RNAazy (cela
eppendorfka). Z lednicky vyndej lahvi¢ku s ndpisem merkaptéak, otevii okno a zapni
odsavani. Napipetuj 44 pm. Pracuj opatrné! Co nejdriv merkaptak zavti a uloz zpét do
lednice. Barvicku prottep.

1ml PI — 1 ml RNAAazy — 44 um merkaptoethanolu — cela lahvicka Otto II.

0,75 ml PI — 0,75 ml RNA4azy — 33 um merkaptoethanolu — 3/ lahvicky Otto II.
0,5 ml PI — 0,5 ml RNA4zy — 22 um merkaptoethanolu — piil lahvic¢ky Otto II.
0,25 ml PI — 0,25 ml RNAAazy — 11 um merkaptoethanolu — ¢tvrt lahvi¢ky Otto II.

Pro méieni reprodukénich zptisobti vyndej DAPI (nazloutla, ozna¢ena D).

Priprav si lahvicku s napisem D. Do ni nalej pod zaéatek hrdla pufr Otto II. (vpravo
vedle umyvadla). Piidej 1 ml DAPI (cela eppendorfka). Z ledni¢ky vyndej lahvic¢ku
s napisem merkaptak, otevii okno a zapni odsavani. Napipetuj 50 um. Pracuj opatrné!
Co nejdriv merkapték zavti a uloz zpét do lednice. Barvicku prottep.

1 ml DAPI — 50 um merkaptoethanolu — celé lahvicka Otto II.

0,75 ml DAPI — 37,5 um merkaptoethanolu — 3/ lahvicky Otto II.
0,5 ml DAPI — 25 pym merkaptoethanolu — ptl lahvicky Otto II.
0,25 ml DAPI — 12,5 um merkaptoethanolu — ¢tvrt lahvicky Otto II.



Co délat, kdyz dojde pufr Otto I. (na pripravu vzorki) a Otto II. (na barvicky).

Otto I.
Na 600 ml destilované vody si odvaz 12,6 g kyseliny citronové a odpipetuj 3,75 ml
tweenu 20 (pipeta je nastavena v policce vedle vahy).

Otto II.

Na 1 1 destilované vody si odvaz 143,25 g hydrogenfosforeénanu sodného
dodekahydrat.

Na 2 1 destilované vody si odvaz 286,5 g hydrogenfosforecnanu sodného
dodekahydrat.

Vsechny chemikalie najdes na policce vedle pufru Otto II.

Pak to nech rozmichat na magnetické michacce. Otto I. je rozmichan raz dva, Otto II.
je potfeba michat déle.

Postav to na vypnutou michacku, pak zapni. Pokud ji postavis na zapnutou, bude to
Spatné michat.

Destilovana voda je u cytometri, doplnit ji mézes ve vedlejsi laboratofi.

Co délat, kdyz dojde merkaptak.

Pozadej obsluhu FCM laboratote o doplnéni.

Pokud neni nikdo pritomen, nutno prepipetovat v zapnuté digestoii ze zasobni lahve
(nachazi se v ledniéce zabalen4 do zip-lock pytliku a zaviren4 v lock-lock krabiéce.
Pracuj opatrné!

2. Priprava pristroju
Pro spravné fungujici pristroje je nutné dodrzet nasledujici postup.
Absolutni velikost genomu

1) Zapni pocitaé

2) Zapni kolibku vzadu na externim zdroji

3) Zapni cudlik vzadu na pfistroji

4) Zapni vétracek spojenim USB kabeli

5) Zapni Flowmax

6) Zapni laser spojenim kabeli

7) Procisti savem 1x (rychlost 10-12)

8) Procisti destilovanou vodou 2x (rychlost 10-12)

9) Obarvi si samostatny standard, vloz do pristroje (rychlost okolo 1) a zjistit jaky ma
pristroj CV hodnotu a jak pékny je pik.

10) V pripadé potreby serid

11) Pokud vse funguje, miizes zacit mérit, pokud nefunguje, podivej se do sekce ,FeSeni

O ¢

problémii
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Obr. 3: Pripojeni vétracku a laseru u prtitokového cytometru na absolutni velikost
genomu.

Reprodukéni zptisoby, ploidie

1) Zapni pocitaé

2) Zapni pristroj (kolibka)

3) Zapni flowmax

4) Zapni UV lampu (kolibka)

5) Procisti savem 1x (rychlost 10-12)

6) Procisti destilovanou vodou 2x (rychlost 10-12).

7) Obarvi si samostatny standard, vloz do pristroje (rychlost okolo 1) a zjistit jaky ma
pristroj CV hodnotu a jak p€kny je pik.

8) U DAPI by nemél byt Zzadny problém, takze pokud funguje, miizes zac¢it mérit.

Reseni problémiu

P5) Po otevireni FlowMaxu nejsou nac¢teny parametry analyzy, viz obr. 5
» Parametres — Load — slozka Parametres — nahrat nejnovéjsi s koncovkou .ist
» Pravym tlac¢itkem kliknout na jednotlivé grafy a nahrat, cona ose xay.

P6) U PI cytometru chybi postranni grafy (SSC, FSC), viz obr. 5

Otevrit jakoukoliv analyzu — tlacitko clear — start — zavrit starou analyzu
Nastaveni ¢asu (Time)

PI musi byt proti Time

Time je schovany pod ikonama, sta¢i pouze vytahnout ovladaci panel vyse od
budiki

YV VY



» Kliknout do grafu, misto PI-A dat Time, tlacitko Apply

P7) Flowmax se otevie bez ovladacich pristroju ke stroji
» Zkontrolovat pripojeni pristroje do pocitace a pripojeni kabelu v pristroji
(zvlasté u PI je kratky kabel, posunutim pocitace se snadno vytdhne jak
z pocitace, tak z cytometru).

P8) Flowmax hlasi, Ze je plna odpadova lahev
» Nase cytometry nemaji odpadovou lahev.
» Zkontroluj, jestli mas spravné zapojeny cytometr.
» Zkontroluj, jestli mas propojeny cytometr s kabelem a pocitacem.

P8) Analyza je hnusna a leze Spatné
» Stlacenym vzduchem ofoukej komtirku a vnitek pritokového cytometru.
> Jestli nepomiiZe toto, nutno seridit na standardu (Solanum ¢ Pisum), pozadej
obsluhu nebo se podivej do sekce ,,Sefizeni cytometru®.

P9) Zkumavka se vzorkem je v pristroji, ale nic neleze

Je zapnuty laser? Jestli ne, tak ho zapni.

Obarvil si vzorek? Stopni analyzu, obarvi a vloz zpét.

Neni praskla zkumavka?

Vycistil jsi filtr v lahvi s vodou? Vymeén za novy. Klesté jsou v Supliku.

Je dotazené viko lahve s vodou?

Neni ucpany odpad?

Pristroj je ucpany. Dej promyt savem (3x) a destilovanou vodou (3x). Pokud
nepomiiZe, nutno vy¢istit komirku.

Pokud nepomtize vycisténi komiirky, nékdy nutno promyt Savem z lahve.
Hadicky z komiirky musi byt vytazené, aby se neucpala komiirka, pridrzet je u
kadinky a Savo nechat do ni vytékat (potece ze dvou hadicek, ze tfeti odpadové
ne). Pozor na odbarveni obleceni.

» Pokud ani toto nepomohlo, zkus znovu namichat barvicku.

VVVVVYVYYY
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P10) Vzorek jede pomalu a Spatné drzi v sampleportu

Pravdépodobné $patné tésni sample port.

Starou hadickou opatrné pritdhni sample port (viz obrazek), tak aby 1épe objimala
vzorek.

Obr. 4: Sample port a stara hadicka, ktera poméaha lepSimu tésnéni.
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Obr. 5: Nékteré dtlezité panely ve Flowmaxu

Clear — vycisti graf

Clean — vycisti
cytometr, vysaje vzorek




Serizeni cytometru

K serizovani se pouziva plochy Sroubovacek, ktery se strka doprostied. Inbus se dava
vlevo.

Vpravo se vySroubuje komtrka, a to nechces!

Nutno absolvovat Skoleni v laboratori, bez radného proskoleni se nepoustéj do
sefizovani.

3. Méreni vzorku

Pokud vse probéhlo bez problémii, nasleduje cca kazdych 5 minut vymeéna vzorkt po
ukonceni méreni (u PI 5000 jader, u DAPI 3000 jader), hledani standardu a vzorku.

U DAPI zkontrolovat nastaveni na 3000 jader. Casto je nastaveno jen 1500 (kliknout
na Setup vlevo dole).

Idealni rychlost je 20 jader za sekundu (rychlost zmén pomoci tlacitka speed, vétSinou
se pohybuje mezi 0,8 — 1,5).

Kontrolovat si dochazejici vodu v zasobni lahvi.

V pripadé prestavky na obéd vypni laser/UV lampu a dej prazdnou zkumavku do
sample portu.

Protoze se méii vzorky o riizné velikosti genomu s riznymi standardy, je nutné meénit
gain podle toho, se kterym standardem se zrovna méri.

Priklad:

Mam vzorek Cerastium nasekany s paprikou (S). Neznam jeho velikost genomu.

Nastavim si Solanum tak, aby bylo na 100 (gain u PI 294). Vidim, Ze nic neleze, musim
posunout Solanum, napt. na 200 (gain u PI 320). Teprve ted vidim, Ze Cerastium leze
pod Solanem.

Po ukonceni méteni procistit pristroj destilovanou vodou (rychlost nastav mezi 10-12),
postupné vypni vSechny souéasti. V sample portu nech zastréenou prazdnou a suchou
zkumavku.



3. 1. Problematické skupiny prutokové cytometrie

Orchidaceae, Brassicaceae, sukulenty
» Pozor na endopolyploidii.

*vVVv/

» Nutno hledat nejnizsi pik na histogramu, ktery odpovida skutec¢né velikosti
genomu.
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Crassulaceae, Oxalidaceae
» Obsah organickych kyselin, snizuji pH, Spatné rozliSitelnost analyzy.

Chlupaté rostliny + Boraginaceae
» Nutno pred analyzou oholit Ziletkou
» Boraginaceae Casto viibec nejdou, osklivé analyzy.

Malvaceae, Violaceae, Hyacinthaceae, Lythraceae + rostliny obsahujici
slizy
> Violaceae obsahuji slizy, Spatné se filtruji, nutno si vzit zeleny filtr (v policce nad

sekacim mistem).
» MiZe se stat, Zze ucpou cytometr, nutno po takového analyze procistit savem.

Rosaceae, Geraniaceae, jehli¢nany, kapradiny
» Obsahuji spoustu sekundarnich metabolitii (taniny) — hnusné analyzy.
» Kdyz to bude opravdu osklivé, u kvetoucich rostlin zkusit kvét, pripadné rapik.

Rostliny s velkym genomem (kapradiny)
» Nerozsekavat na kasi.
> Nejlépe je si nasekat standard, potom pridat vétsi kus kapradinového listu a ten
rozsekat na vétsi casti.
» Polezou pomaleji nez vzorky na malou velikost genomu.

» MiZe se stat, ze nedojedou do 5000 jader.

Stonek + problematika G2 faze



> Stonek obsahuje vodiva pletiva, ktera jsou polyploidni. Na histogramu se to
objevi jako dalsi pik (G2 faze bunééného cyklu). Nékdy muze byt opravdu
vyrazna.

» Pokud je pik ve dvojnisobné vzdalenosti, nutno si byt jist, Ze se nejedna o G2
fazi, ktera je vétSinou mala, neni to nejkrasnéjsi pik, ale mtze byt. V takovém
pripadé radéji presekat s jinym standardem.



