Co se skryva za rostlinnou
prutokovou cytometrii

Jan Suda

Pritokova cytometrie (anglicky flow cytometry, FCM) patfi mezi moderni

a perspektivni metody pouzivané v soucasnosti v zikladnim i aplikovaném
vyzkumu mnoha biologickych obort. Celkovy rozsah jejich aplikaci je znacné
Siroky a pokryva napf. stanoveni obsahu jaderné DNA, urceni ploidie, analyzu
bunécného cyklu, studium genové exprese, pocitani a urceni typu krevnich
bunék, detekci a charakterizaci mikroorganismu, tfidéni pozadovanych castic,
atd. Omezime se proto pouze na malou ukazku moznosti a budeme sledovat
prinos FCM pro biosystematické studie cévnatych rostlin.

Princip pritokové cytometrie

Nazev prutokova cytometrie dobfe od-
razi dvé zakladni charakteristiky metody:
veskera méfeni se uskutecnuji v pohybu
a zaznamenavany byvaji vybrané optické
vlastnosti jednotlivych castic (napf. bu-
nék), z nichZz nejcastéjsi byva intenzita
fluorescence. Teoreticky zaklad cytome-
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trickych analyz je pomérné jednoduchy.
Pred vlastnim méfenim (napf. obsahu
jaderné DNA) se na dvouSroubovici nuk-
leové kyseliny navaze fluorescencni barvi-
vo (fluorochrom). Ozarime-li toto barvivo
svétlem vhodné vinové délky, dojde k jeho
excitaci, neboli k prechodu elektronti na
vyssi energetickou hladinu. Excitovany
stav je vSak nestabilni a elektrony se vzai-
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péti vraceji zpét do ptvodniho, zakladniho
stavu. Tento prechod byva doprovazen
uvolnénim tepelné a svételné (= fluores-
cence) energie. ProtoZe Cast energie se
ztraci ve formé tepla, ma vyzarené svétlo
jinou (dels)) vinovou délku nez puavodni
zafeni. Vhodné zvolenou kombinaci filtra
Ize pak obé€ zareni oddé€lit a fluorescenci
pomoci prutokového cytometru méfit.

Mezi zakladni soucasti kazdého cyto-
metru patii pratokova komurka, zdroj
excita¢niho svétla, opticka soustava, sou-
bor fotonasobicu a zesilovact a ¢ast poci-
tacova. Jadro pfistroje tvofi pruatokova
komuirka, jejimz ukolem je vyrovnat a sera-
dit analyzované castice tak, aby se pohybo-
valy jedna za druhou v uzkém stfedovém
svazku pres ohnisko excita¢niho zareni.
V pratokové cytometrii se setkavame se
dvéma zakladnimi zdroji excita¢niho svét-
la: lasery a vysokotlakymi rtutovymi vyboj-
kami, pfi¢emz pfistroj mtze byt vybaven
obéma z nich. Vysledna fluorescence c¢as-
tic je snimana optickou soustavou (sada
filtr( a zrcadel) a prevadéna na pulzy elek-
trického proudu pomoci fotonasobict. Po
zesileni signalu a dal$im zpracovani docha-
zi k jeho digitalizaci a naslednému uchova-
ni v pocitaci ve formé histogramu zobrazu-
jictho relativni intenzitu fluorescence
jednotlivych izolovanych castic.

Jednim z klicovych parametrii cytome-
trickych analyz byva jejich presnost.
V idealnim pripadé€ by fluorescence vSech
jader ve stejné riistové fazi byla zcela shod-
na. Ve skutecnosti vSak dochazi k urcitému
rozptylu hodnot z divodu rozdilné bar-
vitelnosti c¢astic, ne zcela identickych
podminek ¢i pristrojové chyby a tuto varia-
bilitu nejcastéji popisuje tzv. variacni koe-
ficient (CV) vypocitany jako podil sméro-
datné odchylky a pramérné pozice piku.
Obvykle se pohybuje v rozmezi 1-10 %,
nicméné pro kritické analyzy je tfeba drzet
se na dolni hranici uvedeného rozpéti
(kolem 3 %). Dany koeficient totiz vypovi-
da o rozliSovaci schopnosti konkrétniho
méreni a plati, Ze za predpokladu stejné
velikosti pika lze odlisit takové objekty,
jejichZz rozdil v obsahu DNA odpovida
dvojnasobku CV.

Kvalitu analyz ovliviiuje i zvolené fluo-
rescencni barvivo. Fluorochromy pouZziva-
né v cytometrické praxi lze rozdé€lit do tit
zakladnich skupin podle zptisobu, jakym
se vazou k nukleové kyseliné. Prvni z nich
tvofi latky neselektivné se vmezerujici do
dvousroubovice DNA, coz dovoluje stano-
vit celkové mnozstvi nukleové kyseliny
(sem patfi zejména propidium jodid a ethi-
dium bromid). Druha skupina zahrnuje
barviva, jez se prednostné vizou k oblas-
tem DNA bohatym na A-T baze (napf.
DAPI, DIPI, Hoechst). Nejvétsi popularity
se dockal prvni z nich, nebot jeho histo-
gramy se obecné€ vyznacuji velmi vysokou
rozliSovaci schopnosti. Posledni typ fluo-
rescencnich barviv (mj. antibiotika mitra-
mycin, chromomycin a olivomycin) se
vyznacuji preferenci vazby k usekim
bohatym na G-C baze. V taxonomickych
studiich vSak nedosahly takového rozsireni
jako predchozi dvé skupiny predevsim
z davodu snizené kvality analyz.

Puvodné byla priutokova cytometrie
vyvinuta pro rychlé pocitani a analyzu

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) patit
mezi kvetouci rostliny s nejmensim genomem

(mnoZstvim jaderné DNA)
Ziva 1/2005



Zcela na opacném konci spektra nez husenitek
rolni stoji vebctky — na snimbku Fritillaria his-
panica. Vyznaluji se velkym mnoZstvim jaderné
DNA, vlevo & Priitokovd cytometrie otevird
moznost pro detailni studie karyologické varia-
bility i u kriticky ohrozenych drubii, k nimz se
tadi nap¥. prstnatec plamaty (Dactylorhiza
maculata), vpravo. Snimky J. Sudy

krevnich bunék. Na konci 70. let 20. stol.
zaujala pevné misto v 1ékarskych oborech
a dodnes zde funguje nejvétsi pocet pri-
stroju. Postupné vsak dochazelo k pronika-
ni cytometrie i do dalSich oblasti biologie
a od pocatku 80. let se stale Castéji vyuziva
ke studiu rostlin (zcela prvni studie pracu-
jici s rostlinnym materidlem se objevila jiz
v 1. 1973). Divod opozdéného rutinniho
zapojeni FCM v biologii rostlin oproti ana-
lyzam zivocisnych ¢i lidskych bunék spoci-
va v nutnosti ziskat suspenzi izolovanych
castic (buiiky, protoplasty, jadra). U Zivoci-
chu tuto podminku dobfe splnuji krevni
buiiky, naprosta vétsina rostlinnych bunék
je vSak vazana do pevnych pletiv. Bylo
proto nezbytné najit postup, ktery by
umoznil jejich pfevedeni do formy pouzi-
telné pro pratokovou cytometrii. Pralom
nastal v r. 1983, kdy byla poprvé predsta-
vena rychla metoda mechanické izolace
jader jednoduchym rozsekanim pletiv
v hypotonickém roztoku.

Pi‘ednosti FCM

Hlavnimi pfednostmi pratokové cyto-
metrie jsou jednoducha priprava vzorku,
vysoka rychlost analyz, nedestruktivnost,
moznost analyzovat Sirokou skalu pletiv,
nezavislost na délicich se bunikach, snadna
detekce subpopulaci ¢astic a v neposledni
radé i nizké finan¢ni naklady analyz.

Pfiprava suspenze jader pro méfeni pri-
tokovym cytometrem je v soucasnosti
otazkou nékolika mailo minut. Nejjedno-
dussi postup vypada zhruba nasledovné:
ze studované rostliny se oddé€li ¢ast Cers-
tvého neporuseného pletiva o velikosti
zhruba 0,5-1 cm?, ta se vlozi do Petriho
misky obsahujici vychlazeny hypotonicky
izola¢ni roztok obohaceny fluorescenc¢nim
barvivem a pomoci ostré Zziletky nebo skal-
pelu se peclivé rozseka.

Vlastni méfeni fluorescence probiha za
velkych rychlosti a analyzovat lze i nékolik
stovek jader za jedinou sekundu. Béhem
okamziku tak snadno a pohodlné ziskame
informaci o mnozstvi DNA, stupni ploidie
nebo dalSich charakteristikich zkoumané-
ho jedince. Rychlost vynikne zejména pfi
srovnani s jinymi postupy: cytometricka
analyza 10 000 jader netrva obvykle déle
nez tfi a pul minuty, ziskani podobnych dat
by v$ak pri klasickém pocitani chromozo-
mu zabralo dobrych 50 dnt nepfetrzité
prace. Diky nastinénému ,bleskovému*
hodnoceni je mozné v pribéhu jediného
dne studovat desitky az stovky vzorku.
Zpracovani rozsahlych populacnich sbéru,
jez by pred zavedenim cytometrie mohlo
znit dosti utopicky, se tak v soucasné dobé
stava béznou soucasti biosystematickych
praci.

Vzhledem k potrebé nepatrného mnoz-
stvi pletiva je prutokova cytometrie velmi
ohleduplna ke studovanym objektim
a tentyz jedinec muze byt analyzovan
i opakované bez nebezpedi, Ze tim bude
odsouzen k zaniku. Tato skutecnost otevi-
ra moznost studia rostlin v ¢asnych fazich
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ontogenetického vyvoje nebo podrobna
sledovani vzacnych, ohrozenych a mizeji-
cich taxonud. Realitou se tak stava napf.
urCeni stupné ploidie u vsech jedinca
z ustupujici populace, aniz bychom byli
posledni, kdo dany druh na lokalité uvidi
Zivy.

Jadra byvaji ve valné vétsiné pfipadu
ziskavana z listovych pletiv, pficemzZ nej-
lepsi vysledky poskytuji listy mladé, které
obsahuji jen nizkou hladinu sekundarnich
metabolitd. Nicméné pro pritokovou
cytometrii Ize vyuzit prakticky vSech rost-
linnych organtt — od kotfenu pres lodyhy,
kaliSni a korunni listky az po semena
a snad jen duznaté plody neumoznuji zis-
kat uspokojivé histogramy. K nespornym
vyhodam cytometrie jisté patfi i skutec-
nost, ze metoda dovoluje pracovat s mito-
ticky neaktivnimi bunikami, které v dife-
rencovanych pletivech jasné prevazuji.
Uvedenou prednost nepochybné oceni
kazdy, kdo nékdy urcoval pocet chromozo-
mu klasickymi karyologickymi postupy
a ve svych preparatech marné hledal jadra
v metafazi, jez jako jedina pocitani chro-
mozomu dovoluji.

Vzhledem k tomu, Ze intenzita fluores-
cence kazdé jednotlivé ¢astice byva snima-
na samostatné, Ize lehce odhalit smésné
vzorky, endoreduplikaci (zmnoZeni obsa-
hu DNA dosti ¢asto se vyskytujici v zasob-
nich organech) nebo mixoploidii (pfitom-
nost bunék dvou nebo vice ploidnich
arovni). Pro studium uvedenych jeva pred-
stavuje FCM v soucasnosti jednoznac¢né tu

Mezi nesporné prednosti cytometrie
patfi i nizké financ¢ni naklady analyzy, které
se pohybuji v rozmezi nékolika desitek
korun za vzorek. I s nizkym rozpoctem lze
tedy ziskat velmi cenné a Casto prekvapuji-
ci vysledky. Bohuzel cena vlastniho pfi-
stroje jiz tolik povzbudiva neni a zdstava
asi hlavni prekazkou vétsiho rozsireni této
metody.

Omezeni

Zadni metoda neni uplné dokonald
a také prutokova cytometrie ma své slabé
stranky. Asi nejvEtsi omezeni predstavuje
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nutnost pracovat ve vétsin€ pfipadu s Cers-
tvym, zivym materidlem. Tato skutecnost
do zna¢né miry snizuje vyuziti FCM
v terénni botanické praxi, nebot analyzy
musi byt provedeny v kratké dobé po
odbéru rostlinného materialu a vétsinou
tedy nezbyva nic jiného, nez podstoupit
pravidelné presuny z terénu do laboratofe.

Klasické pocitani chromozomt v roztla-
kovych preparatech vitézi nad cytometrii
v citlivosti detekovat aneuploidni jedince
(4j. jedince lisici se o né€kolik malo chro-
mozomu), pfidatné (= B) chromozomy
a v moznosti sledovat pfitomnost satelit
¢i napadnych (= marker) chromozomu.
Schopnost odliSit jeden prebyvajici nebo
naopak jeden chybéjici chromozom pomo-
ci cytometrie vétsinou kondi u druhu se
somatickym poctem asi 2n = 30. U vyssich
pocta je jiz podil hmoty pripadajici na
jeden chromozom v porovnani s celkovym
obsahem DNA zanedbatelny, proto se ani
pfipadny rozdil fluorescence neprojevi
dostatecné na vysledném histogramu.

Nékteré rostlinné skupiny obsahuji
sekundarni metabolity, které negativné
ovliviiuji vazbu fluorescen¢niho barviva
na dvousroubovici DNA. Touto vlastnosti
byvaji proslulé predevsim taniny, které
dokazi znac¢né znepfijemnit studium napf.
kakostovitych (Geraniaceae), ruzovitych
(Rosaceae), cCetnych jehlicnant, nékte-
rych kapradorostt atd. Podobné organické
kyseliny pritomné v pletivech tu¢nolistych
(Crassulaceae) ¢i dalsich rostlin s CAM
metabolismem silné snizuji pH vzniklé
jaderné suspenze, coz se také nepriznivé
odrazi v kvalité histogramu.

VyuZiti

Bezpochyby nejcastéjsi aplikaci prito-
kové cytometrie v botanickych studiich
byva stanoveni ploidniho stupné analyzo-
vaného materialu. Polyploidni typy na
rozdil od svych diploidnich pfibuznych
maji zmnozenou chromozomovou sadku
a obsahuji tfi az zhruba 80 (1) kopii téhoz
chromozomu. Polyploidizace je mezi cév-
natymi rostlinami velmi castym jevem
a odhady hovorti, ze 60-80 % druhi vznik-
lo timto zpusobem.

www.cas.cz/ziva
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Pouha znalost ploidie nezfidka byva
tou nejspolehlivéjsi informaci pomahajici
objasnit situaci v mnoha taxonomicky
komplikovanych skupinach. Existuje totiz
pocetny soubor rostlin, jejichz jednotlivé
druhy se pouze nepatrné odlisuji v morfo-
logickych znacich, jsou vSak zretelné dife-
rencovany ploidnim stupném. Z nasi kvé-
teny lze jmenovat napf. skupinu rozrazilu
brectanolistého (Veronica bederifolia agg.)
se tfemi druhy, svizele bilého (Galium
album agg.) se dvéma druhy, Sichy cerné
(Empetrum mnigrum agg.) se shodnym
poctem taxonu, z kapradorostii pak skupi-
nu kapradé samce (Dryopteris filix-mas
agg.) nebo osladice obecného (Polypo-
dium vulgare agg.). Prutokova cytometrie
u nich béhem velmi kriatké doby dovoluje
urcit ploidii a tim i druhovou pfislusnost.
Jednoznac¢né urceni kfizenca v takovych
skupinach lezi zcela mimo moznosti kla-
sické morfologické systematiky a znalost
ploidie (¢i poctu chromozomil) se stava
nezbytnou podminkou pfi podezieni na
hybridizaci. Pravé diky priutokové cyto-
metrii byli poprvé odhaleni hybridogenni
jedinci v rodech klikva (Oxycoccus), Sicha
(Empetrum) nebo pitulnik (Galeobdo-
lon). Az dosud byly predstaveny rostliny,
u nichz je kazdy taxon charakterizovan
jedinou ploidni urovni. Existuji vSak
i druhy vytvarejici populace s nékolika roz-
dilnymi ploidiemi. Mezi takové ,viceploid-
ni“ taxony patfi napf. hvézdnice chlumni
(Aster amellus), bedrnik obecny (Pimpi-
nella saxifraga) ¢i nékteré zvonky (Cam-
panula) a hvozdiky (Dianthus). Podatilo
se dokonce objevit populace smiSené,
které obsahuji dva nebo vice rtiznych cyto-
typt zaroven. V soucasné dobé€ se ukazuje,
Ze popsany jev je nepochybné cCastéjsi, nez
se predpokladalo, a kvili omezenému
mnozstvi karyologicky ovérenych jedinct
tak dosud unikal pozornosti. Presto vSak
procesy, které v takovych populacich pro-
bihaji, prostorové usporadani, ¢etnost jed-
notlivych cytotypti a jejich pfipadné
zmény v cCase bohuZel stale zistavaji
z valné casti utajeny. V hledani odpovédi
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na tyto atraktivni otiazky leZi obrovsky
potencial cytometrie a lze predpokladat,
Ze metoda prinese mnohé neocekavané
a prekvapivé zavéry. Velmi slibnym odvét-
vim je i detekce vzacnych cytotypu, které
pak slouzi jako vychozi material pro dalsi
morfologické, populacni ¢i biochemické
studie. Neocenitelnou pomoc poskytuje
pratokova cytometrie pfi experimentalni
hybridizaci ¢i polyploidizaci, jejichz cilem
je vybér vhodnych cytotypti. Limitujicim
faktorem takovych studii ¢asto byvaji ome-
zené prostorové moznosti pro péstovani
velkého mnoZstvi potomstva. Diky cyto-
metrii lze vSak jiz velmi zahy po vyseti sta-
novit ploidii semenacku, jedince pozado-
vanych vlastnosti vybrat a dale kultivovat
a zbytek jednoduSe odstranit. Je nasnadé¢,
Ze se tak vyrazné snizi financni naro¢nost
pé€stebniho postupu.

Pri stanoveni ploidie se zpravidla pracu-
je s relativnimi obsahy jaderné DNA.
Mnozstvi DNA lze vSak vyjadfit i absolut-
né, a to bud jako pocet paru bazi (resp.
megapara bazi), nebo jako hmotnost
v pikogramech (pg). Obecné se cévnaté
rostliny vyznacuji zna¢nou variabilitou
obsahu DNA, jez se pohybuje pfiblizné
mezi 0,1 pg (nékteré brukvovité ¢i jahoda
travnice) az 125 pg (febciky z cel. liliovi-
tych). Informace o velikosti jaderného
genomu nachazeji uplatnéni v molekular-
ni praxi (vybér vhodnych taxonti s malymi
genomy pro sekvenovani, nutnost modifi-
kace vybranych postupt pro druhy s vel-
kymi genomy) ¢i pfi studiu fylogenetické-
ho postaveni jednotlivych skupin (od
uarovné rodu, ¢eledi az po fady). U mnoha
rostlin se podarilo prokazat vztah mezi
mnozstvim jaderné DNA a ekologickymi
(napf. odolnost k mrazu, rychlost onto-
geneze, pravdépodobnost invazniho cho-
vani) ¢i fenologickymi charakteristikami
(napf. nastup kveteni) a tuto znalost lze
pak zpétné vyuzit pfi odhadu vlastnosti
pribuznych druht. Jsou popsany i pripa-
dy, kdy na zakladé rozdilného obsahu
DNA byly objeveny nové, dosud prehlize-
né druhy (napf. u ladonék nebo vikvi),
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Ukdzky vyslednych histogramii z priitokového
cytometru: A) Anabjza mladého listového pletiva
tomky vonné (Anthoxanthum odoratum) — velky
pik odpovidi jddriim se zdkladnim mnoZstvim
jaderné DNA (G1 fize bunéiného cyklu), ve
dvojndsobné vzddlenosti se nachdzeji jidra
s duplikovanym mnozstvim genetického mate-
ridlu (G2 fize), mezi nimi lezi jidra syntetizu-
jici DNA (S fiize) a signdly v levé Cdsti oznaluji
nespecifickou fluorescenci (,sum“ dany existenci
poskozenych organel, autofluorescenci apod.);
B) Spolecnd analyza triploidniho kitZence Sichy
(Empetrum) s diploidnim a tetraploidnim rodi-
éem; C) Odhalent drobného rozdilu (aneuploi-
die ?) ve velikosti genomu u tetraploidniho pitul-
niku horského (Galeobdolon montanum) — levy
vrchol odpovidd standardu, tésné leZici pravy
pik pak odlisné rostliné. Podobné analyzy lezi na
samé hranici rozliseni cytometru; D) Prokdzdni
endopolyploidizace v listech Stoviku madeirské-
ho (Rumex maderensis) — patrnd jsou jddra se
zdbkladnim (2x), dvoundsobnym (4x) a ctyfnd-
sobnym (8x) obsahem DNA. Orig. J. Suda

a teprve dodatecné u nichz byly ovéreny
téz rozdily v morfologii nebo ekologii.
Navic u rostlin, které se dostatec¢né lisi
velikosti genomu (cca 5-10 %), cytomet-
rie dokonce dovoluje rozpoznat hybridni
jedince i za predpokladu, Ze materské
druhy maji shodny pocet chromozomu.
Znacné€ perspektivni oblasti se jevi analyza
slozeni genomu allopolyploidnich taxont,
které kombinuji genomy dvou (¢i vice)
rodicovskych typd. Dany postup naléza
uplatnéni napf. v hybridogenni skupiné
chlupacka (Pilosella), kde genom jedno-
ho ze zakladnich druht (P officinarum)
vykazuje prikazné mensi velikost oproti
jingym druhim téze ploidie a tato skutec-
nost se pak odrazi i v obsahu DNA hybrid-
n¢ vzniklych polyploidnich potomka.

Zcela jedinecnou aplikaci prutokové
cytometrie predstavuje stanoveni repro-
dukcniho zptisobu na zakladé urceni ploi-
die embrya a endospermu u zralych
semen. Je znamo, ze kromé Kklasického
pohlavniho rozmnozovani muze potom-
stvo rostlin vznikat samovolné bez ucasti
otcovské rostliny (apomixie), svoji roli
mohou hrat také neredukovana vajicka ¢i
pylova zrna. Celkové lze tedy zaznamenat
¢tyfi rizné ploidni stupné u embrya a pét
u endospermu a jejich vzijemnym porov-
nanim pak jednoznacné urcit, jaky zptisob
se na vzniku semen podilel. U diploidnich
pohlavné se rozmnoZujicich krytosemen-
nych rostlin bude napf. embryo diploidni
a endosperm triploidni (diky dvojitému
oplozeni), naproti tomu urcité apomiktic-
ké typy se rozpoznaji podle diploidniho
embrya a tetraploidniho endospermu.
Dosud se zpusob reprodukce zjistoval bud
sledovanim vyvoje vajicek na tenkych mik-
roskopickych fezech, nebo v nékterych
pfipadech nepfimo pomoci genetické
(napf. izozymové) variability. Zadna z uve-
denych metod vSak nemuze s cytometric-
kym urcovanim soupefit po strance casové
ani finan¢ni.

Nastinéné priklady jasné ukazuji, ze pri-
tokova cytometrie nabizi jedine¢ny zpu-
sob, jak elegantné nahlédnout do ,soukro-
mi“ rostlin a poodhalit tak rousku jejich
tajemstvi. Prakticky s jistotou mulzeme
predpokladat, Ze zapojeni metody pri fese-
ni taxonomickych otizek do budoucna
nadale stoupne a ¢etné pozoruhodné obje-
vy a prekvapeni na sebe nedaji dlouho
cekat.
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