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Flow Cytometry — principy

* Meranie a analyza optickych vlastnosti castic (buniek, jadier, chromozémov) jednotlivo
prudiacich v Uzkom stlpci nosnej kvapaliny

Sheath fluid

* Ak ofarbime nejakd casticu (napr. DNA) specifickym

HEAT OUT

farbivom a ndsledne ju oZiarime svetlom s vhodnou
vinovou dlZkou ddjde k excitdcii fluorochromu a v konecnom
dosledku k vyziareniu svetelnej energie s inou vinovou dizkou

nez sposobila excitdciu. Tento svetelny signdl je zachyteny

pomocou detektorov a ndsledne spracovany

e Zdkladné sGCasti cytometru su: prietokovd komérka, zdroj excitaéného Ziarenia (laser, HBO
lampa), optickd sustava, fotondsobice, zosilovacée a PC




Flow Cytometry - principy

* Prietokovd komérka:
* Na to, aby Castice pri prechode cez detektor pridili samostatne sa
vyuziva tzv. hydrodynamické zaostrovanie. K tomuto dochddza vo vnutri

prietokovej komdrky, v ktorej dojde k zoradeniu jednotlivych Eastic.

“ibration Trars ducer —.

Castice sa zaénd pohybovat v tzkom stredovom zvézku jedna za druhou. o b arms
Priemer otvoru, cez ktory pridia Eastice je od 50 — 100 mikrometrov,
rychlost pridenia &astic je 1-10m/s — Eastice potom prechddzaijo

l6€om laseru rychlostou 100 — 1000 &astic/s.

* Zdroj excitaéného svetla:
Lett Collectar |
* Laser: md vysoky vykon a vyZaruje monochromatické svetlo =

* HBO (vysokotlakova ortutovéd vybojka)

*  Fluorochromy:
* propidium jodid (PI), ethidium bromid (EtBr) — neselektivne
* DAPI, DIPI, Hoechst — selektivne, vazba na A-T bohaté miesta

* Antibiotika: mitramicyn, chromomicyn, olivomicyn — vdzba na C-G bdzy

*  Fluorescencia castice po prechode laserom je
zachytend optickou sUstavou — pomocou fotondsobicov
je premienand na elektrické impulzy ktoré so spracovdvané

a digitalizované na vystupnom PC zariadeni.

¢ Typicky digitalizovany vystup analyzy je histogram

* Zobrazujuci relativnu intenzitu fluorescencie jednotlivych meranych Castic




Flow Cytometry - vyuzitie

* Analyza rastlinnych protoplastov

* Vel'kost' protoplastoy, obsah chlorofylu a alkaloidov, obsah DNA a RNA,
expresia membrdnovych antigénoy, ...

* Analyza izolovanych jadier
* Obsah DNA, obsah bdz DNA, DNA syntéza, chromatinovd strukturaq, ...

* Analyza izolovanych chromozémov

* Vel'kost chromozémoy, AT:GC pomer, delenie chromozémov podla
velkosti, ...




Flow Cytometry — analyza jadrove] DNA

Je nutné ziskat' suspenziu neporusenych jadier
* Relativne rychly a jednoduchy proces » mnozstvo protokolov

* Zdvisi to od rastlinného druhu a obsahu sekunddrnych metabolitov

Meranie ploidie
* Pouziva sa standard so zndmym poctom

chromozémov » ploidia analyzovanych vzoriek
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Relative fluorescence Relative fluorescence Relative fluorescence

sa vzt'ahuje k Standardu (pomer pikov v G; faze)

Meranie absolutneho obsahu DNA v pg
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* Porovndvanie Standardu so zndmym, presne
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* Obsah DNA v pg sa dd vyjadrit' v pocte bazovych pdrov
1 pg = 965 Mbp (Dolezel et al. 2003)

Q

Madrtonfi et al., 2008; Caryologia



Flow Cytometry — pouzitie v praxi

* Meranie relativneho mnozstva DNA » ploidie slOzi na rychle
spoznanie cytotypu taxdnov
* Umoznuje odlisit’ druhy v taxonomicky ndroénych skupindch

* Umoznuje detegovat’ polyploidné skupiny taxénov (Symphytum tuberosum,
Pilosella officinarum, Allium oleraceum, ...)

* Umoziuje odhalit’ medzidruhové hybridy

* Umoznuje urcit' spésob rozmnozovania

* Meranie absolitneho mnozstva DNA » obsah DNA v pg alebo
vyjadreny v poéte Mbp
* Umoznuje Studovat' fylogenetické pribuznosti
* Umoznuje Studovat’ vzt'ahy medzi ekologickymi a fenologickymi
charakteristikami

* Umoznuje rozlisit’ hybridy so zhodnou ploidiou ako rodicia




Preslia 82: 127148, 2010

Genome size correlates with growth form, habitat and phylogeny in
the Andean genus Lasiocephalus (Asteraceae)

Velikost genomu andského rodu Lasiocephalus (Asteraceae) souvisi s Zivotni formou, ekologii a fylogenezi

EvaDuskova' FilipKolaf? Petr Sklenai', JanaRauchova*', Magdalena
Kubesova” Toma§Fér', Jan Suda'? & Karol Marhold*

* Rod Lasiocephalus obsahuje ca 30 vysokohorskych druhov rozsirenych od
Venezuely do Bolivie

* Dve zdkladné rastové formy

* Drevnatejiuce lidny — rastice v horskych lesoch az po horni hranicu lesa

* Byliny a polokry vysokohorskych

poléh pdramo

* Ciel prace:

TN,

Dugkové et al., 2011; Ziva

* Zohrala duplikdcia genému ulohu

v diverzifikdcii rodu a aké cytotypy su

pritomné v rode, existuju cytotypovo zmieSané populdcie?
* Akd je variabilita vo velkosti genému

* Koreluje velkost' genému a stupen ploidie s rastovou formou a ekologickou
preferenciou?

* Koreluje velkost' genému a stupen ploidie s fylogenézou rodu?




Metédy:

* Rastlinny materidl: * FCM
* 189 jedincov * Stanovenie ploidie
101 populdcii * Stanovenie velkosti genému
20 druhov * Karyolégia
* 3 jedince pribuzného Culcitium * Sekvenovanie ITS regidénu (ITS1-5.8S
nivale rDNA-ITS2)

Fylogenetické a Statistické analyzy

* Vysledky:
* Velka variabilita v obsahu jadrovej DNA » 1.64 ndsobné rozpdtie
* Odhalené dva cytotypy: diploidy (2n=2x=40) a triploidy (3 druhy)
* Priemerné 2C-hodnoty obsahu DNA boli v rozpdti 13.28 pg — 17.27 pg
* Culcitium nivale m& mensi geném nez druhy v rode Lasiocephalus

* Pozorované medzirodové hybridy medzi L x C » najnizsie 2C-hodnoty
spomedzi vsetkych druhov Lasiocephalus




Pozorovand velkd variabilita vo vel'kosti genému korelovala s rastovou formou a
ekologickymi podmienkami

* Velkost genému analyzovanych druhov rdstla so znizujicou sa nadmorskou vyskou, v ktorej
dané druhy rasto >

* Vel'kost genédmu vzhladom k rastovej forme
md podobny priebeh:
uzkolisté byliny < Sirokolisté byliny < liany < kry

* ITS fylogenéza odhalila v rode dve

Genome size (pg DNA)

zdkladné linie s vysokou podporou

* Linia lesnych druhov — ,forest clade”

< Andean forest
Subparamo

* Forest + superpérqmo taxa - a ' ™ ® Grass paramo

B Superparamo

* Entirely forest taxa - b
* Forest + subpdramo taxa - ¢

* Linia vysokohorskych druhov — ,,pdramo clade*

e ,Forest“ a ,Pdramo* linie sa vyrazne lisili v ploidii a obsahu DNA

* 3x boli pritomné len v ,,pdramo” linii, zatial' ¢o ,,forest” linia bola cytotypovo uniformnd
* 3x sU vyvojovo mladé a ide o autopolyploidy

* 2x druhy z ,pdramo* linie mali nizsi obsah DNA nez 2x druhy z ,forest* linie




e forest clade (seepartg)
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Variabilita vo velkosti genému medzi 2x druhmi je pravdepodobne vysledok
zndsobenia/delécie negénovej repetitivnej DNA
FCM ddta potvrdili pritomnost’ interspecifickych hybridov medzi ,,pdramo*
druhmi a C. nivale, ITS data viak nie (C. nivale ITS ribotyp)

* Bias kvoli malému poctu sekvenovanych kolénii

»concerted evolution” spdsobila homogenizdciu ITS képii na typ pritomny v C. nivale

Environmentdlne podmienky zohrdvaji vyznamnu tlohu vo variabilite vel'kosti
gendému na nizsich fylogenetickych Grovniach
Kldcovym faktorom ovplyvnujicim vel'kost’ genédmu na vyssich drovniach su
fylogenetické vzt'ahy medzi druhmi




Journal of Biogeography (J. Biogeogr.) (2013) 40, 2191-2203 v g,
¥

Phylogeography of two closely related .
ALl species of Nolana from the coastal

Atacama Desert of Chile: post-glacial

population expansions in response to
climate fluctuations

. ~ 1,2, Lo 12 1,2
Paulina G. Ossa”**, Fernanda Pérez”“ and Juan J. Armesto

Ciel’
* Zistit dopad Kvartérnych klimatickych cyklov na
floru puste Atacama skimanim fylogeografického
paternu dvoch pUstnych krov z ¢elade Solanaceae.

Materidl:
* Pribuzné druhy Nolana crassulifolia, N. incana
* zber medzi 25° a 33°S — 1000 km v 200 m transekte pozdi pobreZia
* 14 lokalit: 3 NI; 10 NC; 1 sympatrickd
* celkovo bolo pouzitych 130 rastlin

http://www.chileflora.com/Florachilena/FloraEnglish/HighResPages/E
HO418.htm

Metédy:
* Sekvenovanie dvoch cpDNA Usekov
* rpl32-trnlL intergenic spacer
* rpl16 intron
* Fylogenetické a statistické analyzy




* Vysledky:
Haplotypes

— * |dentifikovanych 14 réznych haplotypov

— * 4 haplotypy (H3, H7-H9) zdielané medzi oboma
— druhmi

| By

—is * 3 haplotypy boli vel'mi vzdcne f<1%

— * 6 haplotypov sa vyskytovalo viac nez v 2

I populdacidch f=10-14%

* Najrozsirenejsie boli haplotypy H14, H7 a H3

* H14 pritomny v 4 populdcidch, charkteristicky pre
juh (semi-arid region)

* H7 pritomny v 3 a H3 v dvoch populdcidch,
pritomny v severnom (hyper-arid) a centrdlnom
regidone (mostly-arid)

* Haplotypova siet' s centrdlne umietnenym H7 »
pravdepodobne ide o ancestrdalny haplotyp

* ,,star contraction algorithm® odhalil niekol'ko
demografickych expanznych udalosti
* No; = 0.81 » populdcie sU vyrazne odlisné a
ST Pop Y
N existuje medzi nimi fylogeografickd struktira

A :

IBD podporuje izoldciu populdcii s rasticou geograf.

T e ——— K
¢ 0 2550 100 150

vzdialenost'ou




* Pritomnost 5 fylogeografickych skupin

* Nepredstavuju jasne oddelené geografické celky

* GI1=S1; G2=8§2+S6; G3=S3+S5;
G4=S4+S7+S8+S9+S12+S13+S14; S5=S10+S11

* V S Casti boli pritomné 3 vyrazné genetické bariéry
* ,,Genetic landscape analysis” odhalilo
zmensovanie rozdielov medzi populdciami
zo S na J

* 2 zény vyraznej redukcie

Figure 2 Geographical relationships among haplotypes of Nolana in Chile. (a) Bayesian chronogram of haplotypes; axis scale represents
million years ago (Ma); numbers above branches represent posterior probabilities; only 95% intervals of nodes with posterior

probabi > 0.9 are shown; branch colours correspond to those shown in panel (b) and represent the SAMOVA groups in which these
haplotypes were found; highlighted haplotypes are those shared between populations that belong to different groups. (b) Barriers
obtained with Monmonier’s algorithm and SAMOVA groups are shown on the map; the thickness of each barrier is proportional to the
number of times it was included in one of the 10,000 computed barriers from bootstrap matrices and expressed as percentages; SAMOVA
groups are represented by the colours red (Group 1), orange (Group 2), yellow (Group 3), purple (Group 4) and blue (Group 5).

+ ,Bayesian divergence time estimation®
* Fylogram haplotypov kongruentny s fylo skupinami

+ Cas divergenice jednotlivych linii haplotypov bol odhadnuty
medzi 700 tis az 150tis rokmi » Stredny pleistocén

&
&

Figure 3 Genetic | cape ntiation between Nolan The landscape is

* Genetickd diverzita bola najvyssia na S i

* S narastajicou zemepisnou Sirkou dochddzalo k redukcii
vnUtropopulaénej genetickej diverzity




zhrnutie

cpDNA neodliSila dva druhy a spolo¢né haplotypy podporujio hypotézu o recentnej
divergencii tychto dvoch druhov

Suéastné rozsirenie je pravdepodobne vysledkom niekol'kych kontrakcii /expanzii

* Vysledky podporuji hypotézu o tom, Ze v Case Pleistocénneho zaladnenia a pocas vlhkejsich
obdobi Holocénu druhy prezili v severnych lokalitdch

* Po opdtovnom vysuseni vhodnych stanovist' dochddzalo k postupnému Sireniu druhov smerom
na juh » po zhorseni podmienok sa druhy stahovali spdt’ na sever, pripadne prezivali v
plosne malych refugidlnych Gzemiach » to spdsobilo pokles genetickej diverzity

* Populdcie fixované pre jeden typ cp haplotypu predstavuji neddvno kolonizované
Uzemia

* Nizka genetickd diverzita tychto populdcii poukazuje na efekt ,,zakladatel'a”

* Terajsie rozsirenie a struktura populdcii st vysledkom klimatickych zmien posledného
zaladnenia a Holocénu







