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Prutokova cytometrie (anglicky flow cytometry, FCM) patii mezi moderni a
perspektivni metody pouzivané v soucasnosti v zdkladnim i aplikovaném vyzkumu mnoha
biologickych obortu. Celkovy rozsah jejich aplikaci je zna¢né Siroky a pokryva naptiklad
stanoveni obsahu jaderné DNA, ur€eni ploidie, analyzu bunécného cyklu, studium genové
exprese, pocitani a urceni typu krevnich bunck, detekci a charakterizaci mikroorganismu,
ttidéni pozadovanych castic, atd. Zde se proto omezime pouze na malou ukdzku moznosti a
budeme sledovat ptinos FCM pro taxonomické studie cévnatych rostlin.

Princip priitokové cytometrie

Nézev pritokovd cytometrie dobfe odrdzi dvé zékladni charakteristiky metody:
veskera méteni se uskutecituji v pohybu a zaznamenavany jsou vybrané optické vlastnosti
jednotlivych ¢astic (napf. buné€k), z nichz nejcastéjsi byva intenzita fluorescence. Teoreticky
zéklad cytometrickych analyz je pomérn¢ jednoduchy. Pied vlastnim meéfenim se na
dvousroubovici DNA studovaného objektu navaze fluorescencni barvivo (fluorochrom). Je
nutné, aby se zvolend latka vazala specificky (nebarvila i jiné organely) a kvantitativné
(mnoZstvi navadzaného fluorochromu bylo pfimo Umérné mnozstvi DNA). Ozéatime-li
fluorescencni barvivo svétlem vhodné vinové délky, dojde k jeho excitaci, neboli k prechodu
elektronil na vyssi energetickou hladinu. Excitovany stav je vSak nestabilni a elektrony se
vzapéti vraci zpét do puvodniho, zadkladniho stavu. Tento pfechod byva doprovazen
uvolnénim tepelné a svételné (= fluorescence) energie. Protoze ¢ast energie se ztraci ve formé
tepla, ma vyzarené svétlo jinou (del$i) vinovou délku nez pivodni excitacni zafeni. Vhodné
zvolenou kombinaci filtri 1ze pak obé zareni odd¢lit a fluorescenci pomoci pritokového
cytometru méfit.

Mezi zakladni soucasti kazdého cytometru patii pritokova komirka, zdroj excitaéniho
svétla, opticka soustava, soubor fotondsobicli a zesilovacu a ¢ast pocitacova.

Jadro pfistroje tvofi pratokova komirka, jejimz ukolem je vyrovnat a sefadit
analyzované Castice tak, aby se pohybovaly jedna za druhou v uzkém stfedovém svazku.
Elegantni zpisob, jak tento pozadavek splnit, piedstavuje tzv. hydrodynamicka fokusace:
suspenze Castic je privadéna tenkou kapildrou do komiirky o relativn€ velkém priméru, kterou
proudi unaseci kapalina (nej¢astéji destilovand voda nebo slaby roztok soli). Unaseci tekutina
byva do komurky pfivadéna pod vétsim tlakem nez vlastni suspenze Castic, které jsou tak
udrzovany jen v uzké centralni ¢asti proudu. Zrychleni vznikajici pii vystupu vodniho paprsku
z komulrky nuti ¢astice pohybovat se uspofddané jedna za druhou a jejich proud prochazi
znac¢nou rychlosti (n€kolik metra za sekundu) ohniskem zdroje excitacniho zéfeni.

V priatokové cytometrii nachazi vyuziti dva zdroje excitacniho svétla: lasery a
vysokotlaké rtutové vybojky, pficemz ptistroj mize byt vybaven obéma z nich. K piednostem
laserti patii vysoky vykon a monochromati¢nost vyzatfovaného svétla, diky ¢emuz neni nutné
pouzivat regulacni optické filtry. Hlavni nevyhodu pfedstavuje jejich vysoka pofizovaci cena.
Rtutové vybojky byvaji vyrazné levngjsi, jednodussi na obsluhu a poskytuji zafeni v pomérné
Sirokém rozsahu vinovych délek. Trpi vSak relativné kratkou zivotnosti a pii jejich pouzivani
je nutné nastavit spravnou vinovou délku a intenzitu excita¢niho svétla pomoci regulacnich
optickych prvki.

Fluorescence Castic vyzatena po jejich projiti svételnym paprskem je sbirana optickou



soustavou (sada filtri a zrcadel) a prevadéna na pulsy elektrického proudu pomoci
fotonasobicl. Po zesileni signdlu a dalSim zpracovani dochédzi k jeho digitalizaci a
naslednému uchovani v pocita¢i ve formé histogramu zobrazujiciho relativni intenzitu
fluorescence jednotlivych izolovanych ¢éstic.

Béhem zivota bunky dochazi k cyklickym zméndm obsahu jeji DNA, coz se
pochopitelné odrazi ve vystupech cytometrickych analyz. Obdobi mezi dvéma bunéénymi
délenimi Ize roz€lenit do tfech zakladnich fazi: 1) perioda rustu (tzv. G1 faze), kdy buika
obsahuje zakladni mnozstvi DNA oznafované jako 2C (hodnota C urcuje obsah DNA
haploidni chromozémové sadky); 2) obdobi, kdy dochazi k duplikaci genetické informace
(tzv. S faze), na jehoz konci maji builkky dvounasobné (tedy 4C) mnozstvi DNA; 3) dalsi
perioda ristu, kdy je hladina DNA udrZovéna na dvounisobné hodnoté (tzv. G2 faze).
Nasleduje mitoza, pfi niz z mateiské bunky vznikaji dvé buiky dcetinné a obsah DNA kazdé
z nich se vraci na vychozi (2C) trovenl. Typicky histogram tedy bude obsahovat napadny pik
(=vrchol Gaussovy kfivky) odpovidajici bunkdm v G1 fazi a ve dvoundsobné vzdalenosti pak
zpravidla vyrazné nizsi pik, jeZ odrazi fluorescenci bun¢k v G2 fazi. Stale je tfeba mit na
paméti, Ze x-ova osa popisujici intenzitu fluorescence je relativni, a polohu piku lze ménit
nastavenim pfistroje. Mezi vrcholy Gl a G2 se nachazeji buniky v riznych fazich syntézy
genetického materialu. Kromé popsanych signalii lze v oblasti nizké fluorescence (pobliz
levého okraje grafu) zaznamenat jest€¢ nespecifické signdly (Sum, pozadi) odpovidajici
poruSenym ¢asticim nebo drobnym partikulim vykazujicim autofluorescenci (napi. molekuly
chlorofylu).

Jednim z klicovych parametrt cytometrickych analyz byva jejich pfesnost. V idealnim
piipad¢ by fluorescence vSech jader ve stejné rustové fazi byla zcela shodna. Ve skuteCnosti
vSak dochazi k urcitému rozptylu hodnot z divodu rozdilné barvitelnosti ¢astic, ne zcela
identickych podminek ¢i piistrojové chyby a tuto variabilitu nejcastéji popisuje tzv. variacni
koeficient (CV) vypocitany jako podil smérodatné odchylky a priimérné pozice piku. Obvykle
se pohybuje v rozmezi 1 — 10 procent, nicméné pro kritické analyzy je tieba drzet se na dolni
hranici uvedeného rozpéti (maximalné 3 %). Dany koeficient totiz vypovida o rozliSovaci
schopnosti konkrétniho méfeni a plati, ze za predpokladu stejné velikosti pikli 1ze odlisit
takové objekty, jejichz rozdil v obsahu DNA odpovidd dvounasobku CV. Samoziejmé je vzdy
nutno prihlizet ke konkrétnimu studovanému materialu a pouzitému fluorescen¢nimu barvivu.
U druhti s vysokym obsahem sekundarnich metaboliti mohou byt akceptovatelné analyzy
s koeficientem kolem 5 % a urcitou toleranci je tieba zachovavat také u taxonti s velmi malym
mnozstvim DNA (napf. hranice pfesnosti u zndmého husenicku (Arabidopsis thaliana) lezi
nc¢kde kolem 7 %). Nejlepsi méfeni prezentovana v literatufe dosahovaly CV slabé ptes 0,5
%, hodnoty pohybujici se okolo 1 % jiz v soucasnosti nebyvaji pii peclivé piipravé vzorki a
spravném sefizeni ptistroje nijak ojedinglé.

Pro spravnou funkci cytometru je nutné v pravidelnych intervalech provadét
pozadi. Dilezita je i kontrola linearity méfeni, tj. zajiSténi, aby castice s dvounasobnym
obsahem DNA oproti standardu skutecné lezela na linearni ose ve dvounasobné vzdalenosti.
K témto uceltim slouZzi kalibra¢ni ¢astice, jejichz fluorescence vykazuje velmi nizké hodnoty
rozptylu a navic maji tendenci k tvoieni shluki (dvojic, trojic, atd.). Mezi nejoblibené;si patii
fixované obarvené pstruzi nebo kufeci erythrocyty, fluorescenéné znacené mikrokulicky,
v n¢kterych piipadech i lidské leukocyty.

Jak jiz bylo naznaceno, kvalitu analyz ovliviiuje 1 zvolené fluorescencni barvivo.
Fluorochromy pouZzivané v cytometrické praxi lze rozdé€lit do tfech zakladnich skupin podle
zpiisobu, jakym se vazou k nukleové kyseliné. Prvni znich tvofi latky neselektivné se
vmezetujici do dvousroubovice DNA (jejich vazba tedy neni ovlivnéna konkrétnim sledem
bazi), coz dovoluje stanovit celkové mnozstvi nukleové kyseliny. Do této kategorie patii



zejména propidium jodid a ethidium bromid, které jsou excitovany v modro-zelené oblasti
spektra a emituji Cervené zafeni. Prvni doznal vétSiho rozsifeni, nebot’ produkuje histogramy s
trochu niz§imi koeficienty variance a byva méné toxicky. Protoze se obé barviva vazou také
k dvoufetézcové RNA, je tieba k analyzovanym vzorkiim piidavat jeSté dostate€né mnozstvi
ribonukleazy. Druhd skupina zahrnuje barviva, jez se piednostné¢ vazou k oblastem DNA
bohatym na A-T baze (DAPI, DIPI, Hoechst). Nejvétsi popularity se dockal 4”,6-diamidino-2-
fenylindol bézn¢ znamy pod zkratkou DAPI (excitovan byva v UV oblasti, emituje modré
svétlo). Histogramy ziskané pomoci tohoto fluorochromu se obecné vyznacuji velmi vysokou
rozliSovaci schopnosti a umoznuji tak detekovat castice liSici se jen nepatrné v mnozstvi ¢i
sloZzeni DNA. Ur¢itou limitaci - vzhledem ke zplisobu vazby — vSak pfedstavuje nemoZznost
jeho pouziti pro studie zabyvajici se zjiStovanim absolutniho mnozstvi DNA. Posledni typ
fluorescencnich barviv (napf. antibiotika mitramycin, chromomycin a olivomycin) se
vyznacuji preferenci vazby k tsekiim bohatym na G-C béze. V taxonomickych studiich vSak
nedosadhly takového rozsiteni jako predchozi dvé skupiny, nebot’ vyzaduji jinou kombinaci
filtrti a navic jejich rozliSeni nedosahuje kvality A-T specifickych fluorochromd.

Pivodné byla pritokovéa cytometrie vyvinuta pro rychlé pocitani a analyzu krevnich
bunék. Na konci 70. let 20. stoleti zaujala pevné misto v I¢kaiskych oborech a dodnes zde
funguje nejveétsi pocet pristrojii. Postupné vSak dochézelo k pronikani cytometrie i do dalSich
oblasti biologie a od pocatku 80. let je stale Castéji vyuzivana ke studiu rostlin (zcela prvni
studie pracujici s rostlinnym materidlem se objevila jiz vroce 1973). Dlivod opozdéného
rutinniho zapojeni FCM v biologii rostlin oproti analyzdm zivocisnych ¢i lidskych bunék
spoc¢iva v nutnosti ziskat suspenzi izolovanych castic (bunky, protoplasty, jadra). U zivoc¢icht
tuto podminku dobfte spliiuji krevni buriky, naprostd vétSina rostlinnych buné¢k je vSak vazana
do pevnych pletiv. Nezbytné proto bylo najit postup, ktery by umoznil jejich prevedeni do
formy pouzitelné pro prutokovou cytometrii. Jednu z moznosti ptedstavuje rozpusSténi
bunéénych stén plisobenim enzymi, ¢imz bylo skute¢né docileno souboru protoplastt. Jak se
vSak ukdzalo, rostlinné bunky obsahuji ¢etné zasobni Castice (napft. Skrob) a neziidka i velmi
vysoky obsah ptirodnich fluorochromil (napt. chlorofylu), které negativné ovliviiuji kvalitu
analyz; problémy plsobi 1 pfitomnost cytoplazmatické DNA. Navic, prostupnost
fluorescencnich barviv ptes plazmatickou membranu je velice nizka a nezbytnym krokem pfi
studiu protoplastl byva fixace odstrafiujici toto omezeni. Pozornost se tedy soustiedila na
rostlinnd jadra, ktera lze ziskat napt. osmotickym lyzovanim protoplasti. Pravy zlom vSak
nastal vroce 1983, kdy byla poprvé pfedstavena rychla metoda mechanické izolace jader
v hypotonickém roztoku, ktera dodnes ziistava jednozna¢né nejpouzivanéj$im postupem.

Pro spravné stanoveni ploidie studovaného druhu ¢i odhad jeho absolutniho mnozstvi
DNA je nezbytné pouzivat standardy (= material se zndmym pocétem chromozémi nebo
urcéenou velikosti genomu). Na zédkladé poméru intenzity fluorescence zkoumaného materialu
a standardu tak mizeme usuzovat na vlastnosti neznadmého objektu. Ve starSich studiich se
neziidka objevovala tzv. externi standardizace, kdy analyzovany vzorek i1 standard byly
pfipraveny a méfeny nezdvisle a poté dochéazelo k porovnani intenzity jejich fluorescence.
Uvedeny postup vSak muze lehce byt zdrojem chyb kvilli pfistrojové odchylce mezi obéma
analyzami nebo rozdilu v barvitelnosti vzorku a standardu. Z tohoto diivodi se v soucasnosti
vyhradné doporucuje pouzivani tzv. interniho standardizace; analyzovany materidl je
v odpovidajicim poméru smichdn se standardem a oba vzorky byvaji homogenizovany,
barveny a meéfeny soucasné. Presnost méfeni ovliviluje také pomér mezi fluorescenci
standardu a vzorku - pokud tento rozdil byva pfili§ velky, spolehlivost vysledkil se snizuje.
Vzhledem k tomu, Ze velikost jaderného genomu dosahuje u cévnatych rostlin vice nez
tisicindsobného rozpéti, je nasnadé, ze vyber vétSiho poctu rlznych standardid se stava
nezbytnosti.



Prednosti FCM

Hlavni ptednosti pratokové cytometrie zahrnuji jednoduchou ptipravu vzorkt, velkou
rychlost analyz, nedestruktivnost, moznost analyzovat Sirokou Skalu pletiv, nezavislost na
délicich se buiikach, snadnou detekci subpopulaci ¢astic a v neposledni fad¢€ 1 nizké finanéni
naklady analyz.

Ptiprava suspenze jader pro méfeni priitokovym cytometrem je v soucasnosti otazkou
n¢kolika méalo minut. Nejjednodussi postup vypada zhruba nasledovné: ze studované rostliny
se odd&li Gast Cerstvého neporuseného pletiva o velikosti zhruba 0,5 — 1 cm? ta se vlozi do
Petriho misky obsahujici vychlazeny hypotonicky izolacni roztok obohaceny fluorescen¢nim
barvivem a pomoci ostré Ziletky nebo skalpelu je peclivé rozsekéna. SloZeni izola¢niho
roztoku sleduje dva zédkladni pozadavky, jimiz jsou omezuji Cinnost nukleaz a zajisténi
ochrany a neporusenosti jader. Po urcité¢ dobé potiebné k dokonalému obarveni jaderné DNA
sta¢i vzniklou suspenzi prefiltrovat, ¢imz dojde k odstranéni zbytkd pletiv a roztok
izolovanych jader je pfipraven k méfeni. Existuje samoziejmé cela fada modifikaci popsaného
zékladniho postupu; mezi hlavni patii dvoukrokova piiprava vzorkl, kdy fluorochrom byva
piidavan az kizolovanym jadriim, nebo zahrnuti centrifugace, ¢imz dojde k ,procisténi‘
suspenze diky sniZeni poctu poskozenych jader a zbytkt bunécnych organel.

Vlastni cytometrické méteni fluorescence probihd za velkych rychlosti a analyzovat
lze i nékolik stovek jader za jedinou sekundu. Béhem okamziku tak snadno a pohodiné
ziskdme informaci o mnozstvi DNA, stupni ploidie nebo dalSich charakteristikach
zkoumaného jedince. Rychlost vynikne zejména pii srovnéni s jinymi postupy: cytometrické
analyza 10 000 jader netrva obvykle déle nez tii a pil minuty, ziskani podobnych dat by vSak
pfi klasickém pocitani chromozému zabralo dobrych 50 dnl nepfetrzité prace. Diky
nastinénému ,,bleskovému‘ hodnoceni je mozné v pribéhu jediného dne studovat desitky az
stovky vzorkil. Zpracovani rozsédhlych populacnich sbért, jez by ptfed zavedenim cytometrie
mohlo znit dosti utopicky, se tak v soucasné dobé stava béznou soucasti biosystematickych
praci.

Vzhledem k potiebé nepatrného mnozstvi pletiva je pritokova cytometrie velmi
ohleduplné ke studovanym objektlim a tentyZ jedinec miize byt analyzovan i opakované bez
nebezpeci, ze tim bude odsouzen k zaniku. Tato skutecnost otevird moznost studia rostlin
v ¢asnych fazich ontogenetického vyvoje nebo podrobna sledovani vzacnych, ohrozenych a
mizejicich taxond. Realitou se tak stava napiiklad urceni stupné ploidie u vsech jedinct
z ustupujici populace, aniz bychom byli posledni, kdo dany druh na lokalité uvidi zivy.

Jadra byvaji ve valné vétSin€ piipadi ziskavana z listovych pletiv, pficemz nejlepsi
vysledky poskytuji listy mladé, které obsahuji jen nizkou hladinu sekundarnich metabolitt.
Pozor je vsak tfeba davat na velmi mlada pletiva, kterd neztidka vykazuji vysokou mitotickou
aktivitu a znac¢ny podil jader tak byva v G2 nebo S fazi, ¢imZ vzrlsta riziko pfipadné chybné
interpretace vysledkti. Nicméné pro prutokovou cytometrii Ize vyuzit prakticky vsech
rostlinnych orgédnti — od kotenti ptes lodyhy, kali$ni a korunni listky az po semena a snad jen
duznaté plody nedovoluji ziskat uspokojivé histogramy. K nespornym vyhoddm cytometrie
jisté patii 1 skutecnost, Ze metoda dovoluje pracovat s mitoticky neaktivnimi bunikami, které
v diferencovanych pletivech jasné pievazuji. Uvedenou ptrednost nepochybné oceni kazdy,
kdo n¢kdy urcoval pocet chromozomi klasickymi karyologickymi postupy a ve svych
preparatech marné hledal metafazova jadra, jez jako jedind pocitani chromozomii dovoluji.

Vzhledem k tomu, Ze intenzita fluorescence kazdé jednotlivé Castice byva snimdna
samostatng, lze lehce odhalit smésné vzorky, endoreduplikaci (zmnozeni obsahu DNA dosti
Casto se vyskytujici v zdsobnich organech) nebo mixoploidii (pfitomnost buné¢k dvou nebo
vice ploidnich urovni). Pro studium uvedenych jevii predstavuje FCM v soucasnosti



jednoznaéné tu nejlepsi a nejspolehlivéjsi volbu. Citlivost detekovat minoritni cytotypy je
obecné znacnd a pii rutinnim ovétfovani ploidie tak lze bez problémil analyzovat 5 — 10
jedinci soucasng.

Mezi nesporné prednosti cytometrie patii i nizkd finan¢ni nédkladnost analyz, kteréd se
pohybuje vrozmezi nékolika malo desitek korun za vzorek. I srelativné omezenym
rozpoctem lze tedy ziskat velmi cenné a Casto ptekvapujici vysledky. Bohuzel cena vlastniho
ptistroje jiz tolik povzbudiva neni a zlstava asi hlavni piekazkou vétsiho rozsiteni cytometrie.
Néklady na poftizeni nejjednodussiho typu vybaveného rtutovou vybojkou ptesahuji milion
korun, pii pofizovani cytometru s laserem je tieba pocitat s rozpoctem jesté o dobrou polovinu
vysSim.

Omezeni

Z4dna metoda neni iplné dokonala a také pritokova cytometrie ma své slabé stranky.
Asi nejveétsi omezeni predstavuje nutnost pracovat ve valné vétSing ptipadi s Cerstvym, zivym
materialem. Casto jiz pouhé vadnuti rostlin miva za nasledek zhorSeni kvality vyslednych
histogramii. Tato skute¢nost 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, nezli podstupovat pravidelné presuny mezi zdjmovou oblasti a
laboratofi. Bohuzel ne vzdy lze ptfepravu rostlin v kratké dob& uskutecnit a tak naptiklad
analyzy vzorka z odlehlych oblasti tropl ziistavaji dosti tvrdym ofiSkem. U vétSiny druhti se
doba mozného skladovani sbérti (nejlépe v chladu) pohybuje jen po né€kolik mélo dnt, u téch
nejodolnéjsich rostlin s tuhymi listy se mize prodlouzit az zhruba na jeden mésic. Obcas se
pouzivaji rizné fixacni roztoky (nejcastéji formaldehyd), které by mély prekonat nastinény
problém, bohuzel znalosti v této oblasti jsou zatim dosti sporé. Nicméné, ukazuje se, ze u
nékterych skupin rostlin 1ze materidl pro cytometrické analyzy uchovat pouhym vysuSenim a
nabizi se tak moznost studovat recentni herbaiové polozky. Tento postup byl dosud uspésné
pouzit pro vybrané zastupce Celedi viesovcovitych (Ericaceae), lipnicovitych (Poaceae) a
Sachorovitych (Cyperaceae), pricemz vek nejstarsich hodnocenych sbérti presahoval Sest let.

Klasické pocitani chromozomi v roztlakovych preparatech vitézi nad cytometrii v
citlivosti detekovat aneuploidni jedince, akcesorické (=B) chromozémy a v moznosti sledovat
pritomnost satelitti ¢i ndpadnych (=marker) chromozoémi. Schopnost odlisit jeden piebyvajici
nebo naopak jeden chybéjici chromozém pomoci cytometrie vétSinou kon¢i u druht se
somatickym poctem asi 2n = 30. U vysSich poctd je jiz podil hmoty ptipadajici na jeden
chromozém v porovnani s celkovym obsahem DNA zanedbatelny, proto se ani piipadny
rozdil fluorescence neprojevi dostatecné na vysledném histogramu.

Nekteré rostlinné skupiny obsahuji sekundarni metabolity, které negativné ovliviuji
vazbu fluorescenéniho barviva na dvousroubovici DNA. Touto vlastnosti byvaji proslulé
predev§im taniny, kter¢ dokdzi znacné znepfijemnit studium napt. kakostovitych
(Geraniaceae), ruzovitych (Rosaceae), Cetnych jehli¢nanii, nékterych kaprad’orostd, atd.
Podobné organické kyseliny pifitomné v pletivech tucnolistych (Crassulaceae) ¢i dalSich
rostlin s CAM metabolismem siln¢ snizuji pH vzniklé jaderné suspenze, coz se také
nepfizniveé odrazi v kvalité histogrami. K obtizné hodnotitelnym typim je nutno pfipocitat 1
druhy vykazujici vysoky obsah slizovitych latek v listech. U nich se problémy projevi hned
v pocateCnich fazich pripravy vzorkl (pii jejich sekani a filtraci), kdy vznika velice viskdzni
smés véznici jadra, kterd jen obtizné prochédzeji pdry filtru a navic vykazuji silny sklon
k tvoteni vzajemnych shlukli. Zatim ne zcela jasné povahy jsou obtize pozorované pii studiu
zastupcu Celedi brutnakovitych (Boraginaceae).



Nicmén¢, celkoveé lze konstatovat, ze prakticky zadny z vyse uvedenych problémut
neni nepfekonatelny a riizné modifikace postupl dovoli ve vét§ing piipadl pokofit vzdorujici
material. ReSenim miZe byt pfidani riznych chemickych latek vézajicich sekundarni
metabolity do izolacniho roztoku, pouziti kotfend, lodyh, semen nebo korunnich listkti misto
obvyklych listl, zaméfeni se na mladé kli¢ni rostlinky nebo analyzy etiolovaného materialu
ziskaného dlouhodob¢js$im zastinénim zkoumanych jedinci.

Vyuziti

Bezpochyby nejcastéjsi aplikaci pratokové cytometrie v taxonomickych studiich byva
stanoveni ploidniho stupné analyzovaného materidlu. Polyploidni typy narozdil od svych
diploidnich ptibuznych, jez v bunkach nesou dvé kopie kazdého chromozému, maji
chromozdémovou sddku zmnozenou a obsahuji tfi az zhruba 80 (!) kopii t¢hoz chromozému.
Polyploidizace je mezi cévnatymi rostlinami velmi ¢astym jevem a odhady hovoii, ze 60 — 80
% druhti vzniklo timto zplisobem. V soucasné dobé se diky molekularnim technikdm dokonce
ukazuje, Ze mnohé taxony povazované za diploidni nalezi ve skuteCnosti mezi
»degenerované* polyploidy, u nichz doslo k deaktivace ¢asti genetického materialu.

Pouhé znalost ploidie neziidka 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 morfologickych znacich, jsou
vSak zfeteln¢ diferencovany ploidnim stupném. Z naSi kvéteny lze jmenovat napiiklad
skupinu rozrazilu biectanolistého (Veronica hederifolia agg.) se tremi druhy, svizele bilého
(Galium album agg.) se 2 druhy, Sichy cerné (Empetrum nigrum agg.) se shodnym poctem
taxont, z kaprad’orostii pak skupinu kaprad¢ samce (Dryopteris filix-mas agg.) nebo osladice
obecného (Polypodium vulgare agg.). Priitokova cytometrie u nich béhem velmi kratké doby
dovoluje urcit ploidii a tim i1 druhovou pfislusnost. Jednozna¢né uréeni kiizencii v takovych
skupinach lezi zcela mimo moznosti klasické morfologické systematiky a znalost ploidie (¢i
poctu chromozém) se stava nezbytnou podminkou pfi podezieni na hybridizaci. Pravé diky
prutokové cytometrii byli poprvé odhaleni hybridogenni jedinci v rodech klikva (Oxycoccus),
Sicha (Empetrum) nebo pitulnik (Galeobdolon). Az dosud byly pfedstaveny rostliny, u nichz
kazdy taxon je charakterizovan jedinou ploidni urovni. Existuji vSak i druhy vytvaieji
populace s nékolika rozdilnymi ploidiemi. Mezi takové ,,viceploidni taxony patfi napiiklad
hvézdnice chlumni (4ster amellus), bedrik obecny (Pimpinella saxifraga) ¢i nékteré zvonky
(Campanula) a hvozdiky (Dianthus). Podafilo se dokonce objevit populace smisené, které
obsahuji dva nebo vice riznych cytotypli zaroven. V soucasné dob¢ se ukazuje, ze popsany
jev je nepochybné Castéjsi, nez se predpokladalo a kviili omezenému mnozstvi karyologicky
ovéfenych jedinct tak dosud unikal pozornosti. Pfesto vSak procesy, které v takovych
populacich probihaji, prostorové uspofadani, cetnost jednotlivych cytotypt a jejich piipadné
zmény v Case bohuzel stale zlstdvaji z valné Casti utajeny. V hledani odpovédi na tyto
nesmirné atraktivni otazky lezi obrovsky potencidl cytometrie a 1ze ptedpokladat, ze metoda
piinese mnohé neocekavané a piekvapivé zavéry. Velmi slibnym odvétvim je i detekce
vzacnych cytotypi, které pak slouZzi jako vychozi materidl pro dalSi morfologické, populaéni
¢1 biochemické studie. Naptiklad existence triploidnich jedincii je stidle povazovéana za velmi
neobvykly a vzacné se vyskytujici fenomén. Nicméné odhaleni tohoto cytotypu v rodech
kyprej (Lythrum), hvézdnice (Aster), chlupacek (Pilosella) ¢i brusnice (Vaccinium)
ptedstavuje dobrou vychozi pozici pro studium role této ploidni trovné v (mikro)evoluci dané
skupiny. Neocenitelnou pomoc poskytuje prutokova cytometrie pii experimentalni hybridizaci
¢i polyploidizaci, jejichz cilem je vybér vhodnych cytotypt. Hlavnim omezujicim faktorem
takovych ¢innosti byvaji limitované prostorové moznosti pro péstovani velkého mnozstvi



potomstva. Diky cytometrii lze vSak jiz velmi zahy po vyseti stanovit ploidii semenacku,
jedince poZadovanych vlastnosti vybrat a dale kultivovat a zbytek jednoduSe odstranit. Je
nasnadé¢, ze finan¢ni narocnost nastinéného péstebniho postupu tak bude vyrazné snizena.

Cytometricky vSak lze detekovat i mnohem jemnéjsi rozdily v mnoZzstvi DNA neZli je
obsah celé chromozomové sadky. Takovou moznost piedstavuje naptiklad screening
aneuploidnich jedinct, kteti vykazuji pfebyvani ¢i ztratu jednoho nebo nékolika chromozémd.
Cytometrické analyzy slouzi jako prvni indicie mozné aneuploidie (dani jedinci vykazuji
urcity posun v pozici piku oproti standardu), nezbytné je vSak jeji ovéteni pomoci klasickych
karyologickych metod. Pfesnost metody je v optimalnich podminkéach vysoka a u nékterych
dvoudomych rostlin (napt. knotovky nebo Stoviky) lze naptiklad odlisit sam¢i a samici
jedince diky existenci pohlavnich chromozoémt rozdilné velikosti. Rlizny pocet chromozému
muze nekdy slouzit jako spolehlivé kritérium pro druhovou determinaci. Naptiklad jednotlivé
taxony z velice komplikovaného rodu hvézdos (Callitriche) se vyznacuji svymi jedineCnymi
chromozdémovymi pocty, coz pfi jejich obrovské morfologické variabilité piedstavuje asi ten
nejlepsi zachytny bod pro spravné urceni.

Pti stanoveni ploidie se zpravidla pracuje s relativnimi obsahy jaderné DNA. Mnozstvi
DNA lze vsak vyjadfit i absolutné, a to bud’ jako pocet pard bazi (resp. megapar bazi) nebo
jako hmotnost v pikogramech. V takovych ptipadech se jako interni standard voli druh nebo
kultivar se zndmou velikosti genomu, ¢asto to byvaji komeréné péstované plodiny (fedkvicka,
rajce, soja, kukufice nebo hrach). Obecné se cévnaté rostliny vyznacuji zna¢nou variabilitou
obsahu DNA, jez se pohybuje pfiblizn¢ mezi 0,1 pg (n€které brukvovité) a 125 pg (tfebliky
z Celedi liliovitych). Informace o velikosti jaderného genomu nachéazeji uplatnéni
v molekularni praxi (vybér vhodnych taxonl s malymi genomy pro sekvenovani, nutnost
modifikace vybranych postupii pro druhy s velkymi genomy) ¢i pii studiu fylogenetického
postaveni jednotlivych skupin (od Grovné rodu, Celedi az po tady). U mnoha rostlin se
podafilo prokéazat vztah mezi mnozstvim jaderné DNA a ekologickymi (napt. odolnost
k mrazu, rychlost ontogeneze, pravdépodobnost invazniho chovéni) ¢i fenologickymi
charakteristikami (napf. nastup kveteni) a tuto znalost lze pak zpétné vyuzit pii odhadu
vlastnosti ptibuznych druhii. Jsou popsany i ptipady, kdy na zaklad€ rozdilného obsahu DNA
byly objeveny nové, dosud ptehlizené druhy (napft. u ladonék nebo vikvi), a teprve dodatecné
u nichz byly ovéfeny téZ rozdily v morfologii nebo ekologii. Navic u rostlin, které se
dostatecné liSi velikosti genomu (cca 5-10 %), cytometrie dokonce dovoluje rozpoznat
hybridni jedince i za ptedpokladu, Ze matefské druhy maji shodny pocet chromozomii.
Znacn¢ perspektivni oblasti se jevi analyza slozeni genomu allopolyploidnich taxont, které
kombinuji genomy dvou (¢i vice) rodi¢ovskych typi. Dany postup naléza uplatnéni napiiklad
v hybridogenni skupiné chlupackt (Pilosella), kde genom jednoho ze zékladnich druhi (P.
officinarum) vykazuje prikkazn€¢ mensi velikost oproti jinym druhlim téze ploidie a tato
skutec¢nost se pak odrazi 1 v obsahu DNA hybridné vzniklych polyploidnich potomkii.

Zcela jedinecnou aplikaci pritokové cytometrie predstavuje stanoveni reprodukéniho
zpusobu na zdklad¢ urceni ploidie embrya a endospermu u zralych semen. Je znamo, ze
kromé klasického pohlavniho rozmnozovani mize potomstvo rostlin vznikat samovolné bez
ucasti otcovské rostliny (apomixie), svoji roli mohou hrat také neredukovana vajicka ¢i
pylovéd zrna. Celkové lze tedy zaznamenat Ctyfi rizné ploidni stupné u embrya a pét u
endospermu a jejich porovnanim pak jednoznacné urcit, jaky zplsob se na vzniku semen
podilel. U diploidnich pohlavné se rozmnozujicich krytosemennych rostlin bude napiiklad
embryo diploidni a endosperm triploidni (diky dvojitému oplozeni), naproti tomu urcité
apomiktické typy se rozpoznaji podle diploidniho embrya a tetraploidniho endospermu.
Dosud se zplusob reprodukce zjistoval bud’ sledovanim vyvoje vajicek na tenkych
mikroskopickych fezech nebo v nékterych piipadech nepfimo pomoci genetické (napf.



izozymové) variability. Zadnd z téchto metod vSak nemiZe s cytometrickym uréovanim
soupetit po strance ¢asové ani financni.

Nastinéné priklady jasné ukazuji, ze pritokova cytometrie nabizi jedinecny zputisob,
jak elegantné nahlédnout do ,,soukromi*“ rostlin a poodhalit tak rousku jejich tajemstvi.
Prakticky s jistotou mizeme predpokladat, Ze zapojeni metody pii feSeni taxonomickych
otazek bude do budoucna nadale stoupat a cetné pozoruhodné objevy a prekvapeni na sebe
nenechaji dlouho cekat.

Dia;

1+2) Trpaslik a obr — nikoliv vzristem, ale mnozstvim jaderné DNA. Husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana) patii mezi kvetouci rostliny s nejmensim genomem. Zcela na opacném
konci spektra stoji febCiky — na snimku Fritillaria hispanica.

3) Prutokova cytometrie otevirda moznost pro detailni studie karyologické variability i u
kriticky ohrozenych druhii, knimz se ftadi naptiklad prstnatec plamaty (Dactylohiza
maculata).
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Obrazek: Ukazky vyslednych histograml z pritokového cytometru: A) Analyza mladého
listového pletiva tomky vonné (Anthoxanthum odoratum) — velky pik odpovida jadrim se
zakladnim mnozstvim jaderné DNA (G1 faze cyklu), ve dvounasobné vzdalenosti se nachazi
jadra s duplikovanym mnozstvim genetického materialu (G2 faze), mezi nimi lezi jadra
syntetizujici DNA (S faze) a signaly v levé ¢asti oznacuji nespecifickou fluorescenci (,,Sum*
dany existenci poSkozenych organel, autofluorescenci, apod.); B) Spolecnd analyza
triploidniho kitizence Sichy (Empetrum) s diploidnim a tetraploidnim rodi¢em; C) Odhaleni
drobného rozdilu (aneuploidie ?) ve velikosti genomu u tetraploidniho pitulniku horského
(Galeobdolon montanum) — levy vrchol odpovida standardu, tésné lezici pravy pik pak
odli$né rostlin¢. Podobné analyzy lezi na samé hranici rozliSeni cytometru.; D) Prokazani
endopolyploidizace v listech Stoviku madeirského (Rumex maderensis) — patrna jsou jadra se
zékladnim (2x), dvoundsobnym (4x) a ctyfnasobnym (8x) obsahem DNA.



