POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 35 2008 SUPLEMENT NR 24 (165-176)

ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
DO OZNACZANIA ZAWARTOSCI DNA U ROSLIN

ESTIMATION OF DNA CONTENT IN PLANTS USING FLOW CYTOMETRY

Elwira SLIWINSKA

Zaktad Biologii Molekularnej i Cytometrii, Katedra Genetyki 1 Hodowli Roslin,
Uniwersytet Techniczno-Przyrodniczy im. J.J. Sniadeckich w Bydgoszczy

Streszczenie: Cytometria przeptywowa wykorzystywana jest w badaniach roslin do oznaczania ploidal-
nosci, aktywnosci cyklu komorkowego, poziomu endoreplikacji oraz wielko$ci genomu. Analizie mozna
poddawaé niemal kazdy rodzaj materiatu roslinnego, wlaczajac ten pochodzacy z kultur tkankowych.
Przedstawiono protokoty przygotowywania prob i przeprowadzania analiz tkanek ro§linnych, a takze
podano sktady buforéw do izolacji i wybarwiania jader.

Summary: Flow cytometry is applied to plant research for the estimation of ploidy, cell cycle activity,
endoreplication level and genome size. Almost all tissues and organs can be analyzed, including those
originated from in vitro culture. Protocols for sample preparation and flow cytometric analyses of diffe-
rent plant tissues are described, and recipes are given for isolation/staining buffers.

WSTEP

Cytometria przeplywowa (FCM) jest szeroko stosowana przez cytogenetykow,
botanikow, systematykdw, biotechnologow, hodowcdw roslin i producentéw nasion
do oznaczania zawarto$ci DNA i badania cyklu komérkowego w réznych tkankach
roslinnych [22, 25]. Stosujac t¢ metode okresla sie wielkos¢ genomu i ploidalnosé
ro$lin, poziom endoreplikacji oraz proporcje jader bedacych w okreslonych fazach
cyklu komoérkowego. Do tego rodzaju analiz wykorzystuje si¢ pomiar jednego
parametru (fluorescencj¢ pojedynczego fluorochromu), a dane gromadzone sa w
postaci histogramu (ryc. 1). Najczesciej stosowanymi barwnikami fluorochromowymi
sq indolo-4',6-dwuamidyno-2-fenyloidyna — DAPI (przylaczajaca si¢ do par A-T w
DNA) oraz jodek propidyny — PI (interkalujacy pomigdzy nici dwuniciowych struktur
kwasow nukleinowych), jakkolwiek mozna tez wykorzystywac inne barwniki taczace
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RYCINA 1. Histogram zawarto$ci DNA w jadrach

liscia diploidalnej papryki (zaznaczono czgsci histo-

gramu odpowiadajace okreslonym fazom cyklu

si¢ z DNA, jak np. Hoechst 33258, bromek
etydyny (EB), mitamycyng (MI), czy oranz
akrydyny (AO). Materialem do badan moga
by¢ dowolne czesci roslin zawierajace jadra
komorkowe, np. lis¢, liscien, hipokotyl, fodyga,
platek korony, pytek, korzen, zarodek, bielmo.
Do okreslania ploidalnosci 1 wielkosci ge-
nomu najczeseiej uzywa si¢ takich organow/
tkanek, w ktorych wigkszo$¢ jader jest w
fazie G /G, cyklu komérkowego, np. miode
liscie, czgs$ci suchych nasion. Analizie cyto-
metrycznej moga by¢ poddawane tkanki
Swieze, zamrozone, utrwalone, a nawet
wysuszone, jakkolwiek najszybsze i najbar-
dziej wiarygodne sa pomiary prowadzone z
uzyciem swiezych tkanek.

Poniewaz do przeprowadzenia pomiaru

komorkowego, z zawartoscia DNA: 2C — GO/GI,

pomigdzy 2C a 4C S i4C—G)) cytometr wymaga obecnos$ci w zawiesinie

pojedynczych czastek, przed analiza ma-
teriat roslinny poddaje si¢ izolacji protoplastow lub jader. Ze wzgledu na dhuzszy czas i
wyzsze koszty izolacji protoplastow, najczesciej z tkanek roslinnych izoluje si¢ jadra
komoérkowe [10] i ten sposob przygotowania prob zostat uwzgledniony w przedstawionych
ponizej protokotach. W przypadku wykorzystywania protoplastow nalezy pamigtac, ze
powinny by¢ one $wiezo wyizolowane (pojedyncze, catkowicie pozbawione $ciany
komorkowej), z nieuszkodzona btona komorkowa.

Przedstawione tu protokoty zostaty opracowane dla cytometrow typu Partec (Miinster,
Niemcy; www.partec.com), ale moga by¢ takze stosowane przy pomiarach z uzyciem
innych jedno- lub wieloparametrycznych cytometrow, zarowno tych wyposazonych w laser,
jak i tych z lampa rteciowa.

BADANIE MATERIALU ROSLINNEGO
ZA POMOCA CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

Ploidalno$¢

Oznaczanie ploidalnosci jest to najczesciej wykorzystywana w badaniach roslinnych
aplikacja cytometrii przeptywowej. Kontrolg cytometryczna wykonuje si¢ rutynowo
w hodowli ros$lin poliploidalnych, np. buraka cukrowego [23]. W przypadku tego
gatunku triploidalne (3x) heterozyjne odmiany powstaja przez krzyzowanie diploidalne;j
(2x) linii matecznej z tetraploidalnym (4x) zapylaczem; w procesie hodowlanym
oznacza si¢ ploidalno$¢ komponentow do krzyzowania, probnych mieszancow, a takze
partii wyprodukowanych nasion (ryc. 2). FCM jest takze szeroko wykorzystywana
do okreslania ploidalno$ci materiatu roslinnego rosnacego w kulturach in vitro
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(roslinek, kalusa, zawiesin komorko-
wych, zarodkéw somatycznych), w
ktérym wielko§¢ genomu moze ulec
zmianie w wyniku wystapienia zmien-
nosci somaklonalnej, oraz (di)-haploi-
dow 1 mieszancow somatycznych [5,
25, 30]. Cytometria przeptywowa jest
alternatywa dla tradycyjnego liczenia
chromosomow z zastosowaniem mi-
kroskopu $wietlnego oraz dla stoso-
wania kryteriow pomocniczych (liczby
chloroplastow w komorkach przyszpar-
kowych, dtugosci szparek, $rednicy
pytku, liczby poruséw), jest jednak od
tych metod szybsza i doktadniejsza [4].
Ma rowniez t¢ dodatkowa zalete, ze
mozna przy jej stosowaniu zidenty-
fikowa¢ miksoploidy.

Aktywnos¢ cyklu komorkowego

Komérki w aktywnie rosnacych
czesciach roslin cyklicznie si¢ dziela.
Po podziale mitotycznym (M), prze-
chodza pierwsza fazg wzrostu (G)),
nastgpnie fazg syntezy DNA (S) i
druga fazg wzrostu (G,). Diploidalne
(2x) komorki w fazie G, zawieraja w
jadrze 2C DNA (x, C — patrz
Definicje), w fazie G,— 4C, a w fazie
S — posrednia migdzy 2C i 4C [8].
Komorki nieaktywne mitotycznie znaj-
duja si¢ w fazie G. Poszczegolne fazy
cyklu komoérkowego moga by¢ wyz-
naczane za pomoca FCM (ryc. 1), co
umozliwia okreslenie aktywnosci tego
procesu w poszczegodlnych organach/
tkankach roslinnych. Pomiary takie
wykorzystuje si¢ np. w nasiennictwie.
Wyznaczenie proporcji migdzy komor-
kami bedacymi w roéznych stadiach
replikacji jadrowej dostarczaja infor-
macji o stanie fizjologicznym nasienia,
przydatnych do okre$lania fazy rozwo-
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RYCINA 2. Histogramy zawarto$ci DNA w jadrach
korzeni zarodkowych nasion buraka cukrowego: A —
diploidalnego, B — triploidalnego, C — tetraploidalnego
(piki G /G, odpowiednio w kanafach 100, 150 i 200)
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RYCINA 3. Histogramy zawarto$ci DNA w jadrach korzeni zarodkowych nasion soczewicy: A —
nietraktowanych (udziat jader w fazie G, wynosi 21%); B — poddanych matrykondycjonowaniu w
wilgotnym wermikulicie (udziat jader w fazie G, wynosi 32%)

jowej, dojrzatosci, zaawansowaniu kietkowania [7, 24]. Wspotczynnik G./G, zostal uznany
za marker kietkowania, stosowany do $ledzenia przebiegu procesow kondycjonowania

nasion [14, 26, 27] (ryc. 3).

Poziom endoreplikacji (polisomatyczno$¢)

Podczas réznicowania si¢ tkanek roslinnych, w tym samym organie/tkance moga
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RYCINA 4. Polisomatyczno$¢ w parenchymie
korzenia nasiennika diploidalnego buraka cukrowego
— wigkszo$¢ jader (te z zawartoscia DNA powyzej
4C) przeszta proces endoreduplikacji

by¢ obecne komorki o roznej zawartosci
DNA (czgsto znacznie podwyzszonej);
zjawisko to nazywane jest polisomatycz-
noscia [21]. Polisomatyczno$¢ jest wyni-
kiem zajscia w niektérych jadrach cykli
endoreplikacyjnych, czyli amplifikacji DNA,
po ktorej nie zachodzi podzial mitotyczny
[19]. Chociaz zjawisko to wystepuje u po-
nad 90% gatunkow roslin naczyniowych,
jego znaczenie nie zostato jednoznacznie
wyjasnione. Przypuszcza si¢, ze ma ono
znaczenie funkcjonalne, a takze Ze jest to
strategia ewolucyjna roslin, zastgpujaca brak
zwigkszania si¢ zawarto$ci DNA w roz-
woju filogenetycznym [9, 17]. Ze wzgledu
na zwiazek poziomu endoreplikacji z wiel-
koscia komorek, wystepowanie tego proce-
su w ro$linach moze by¢ pozadane przy
tworzeniu wysokoplonujacych odmian.
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Oznaczenie proporcji migdzy komorka-
mi o r6znej zawartosci DNA w nasio-
nach wielu gatunkéw, szczegdélnie w
nasionach bielmowych (endoreplikacja
wystepuje w duzym nasileniu w biel-
mie), dostarcza informacji o ich stadium
rozwojowym [13]. Polisomatyczno$¢
organéw ro$linnych ma réwniez zna-
czenie przy prowadzeniu kultur in vitro,
gdyz moze modyfikowac ploidalnos¢ re-
generantow [28, 30]. Cytometria prze-
plywowa jest jedng z niewielu metod,
ktore umozliwiaja obserwacje endo-
replikacji (ryc. 4).

Wielkos¢ genomu

W wieku biotechnologii, jak nie-
kiedy okreslany jest wiek XXI, dla
wielu dziedzin nauki wazne jest
badanie genomow roznych organiz-
mow, poczynajac od mikroorganiz-
méw a konczac na czlowieku, w
tym okreslenie ich wielkosci. Cyto-
metria przeptywowa zapewnia szy-
bki i doktadny pomiar zawartosci
DNA i od lat jest najbardziej popu-
larng metoda do tego celu stosowana [1,
2, 16, hittp.//www.-rbgkew.org.uk/cval/
home-page.html]. Do tej pory za jej po-
moca oznaczono wielko$¢ genomow
kilku tysigcy gatunkow roélin, a ich
liczba stale ro$nie.

Oznaczajac zawarto$¢ DNA przy
uzyciu barwnikow laczacych si¢ z
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RYCINA 5. Analiza cytometryczna absolutnej zawar-
tosci DNA w jadrach majeranku (gatunku zawierajacego
w cytozolu inhibitory wybarwiania) z zastosowaniem
buforu Partec z PI: A —bez PVP, B — z dodatkiem 1%
PVP. Jako standardu wewngtrznego uzyto petunii
'P x Pc6' (2C=2,85 pg; [16]). Uzyskano odpowiednio
wartosci 2C dla majeranku: 1,53 pg i 1,64 pg. Przy
braku antyoksydantu w buforze izolacyjnym uzyskano
zanizong zawarto$¢ DNA, a histogram byl niskiej
jakosci (wysoki wspotczynnik wariancji — CV)

kwasami nukleinowymi trzeba bra¢ pod uwage, ze w cytozolu komoérek niektorych
gatunkow obecne sa inhibitory wybarwiania, np. zwiazki fenolowe. Zwiazki takie
powoduja, ze pomiar cytometryczny moze by¢ obarczony duzym btedem (zanizony)
lub nawet niemozliwy do przeprowadzenia (ze wzgledu na niska jako$¢ histogramow).
Aby temu przeciwdziata¢, dodaje si¢ do buforu izolacyjnego antyoksydanty, takie
jak: poliwinylopirolidyna (PVP 10), B-merkaptoetanol, czy ditiotreitol (DTT), ktore
redukuja efekt dziatania inhibitorow, jednak nie zawsze catkowicie go znosza [3, 20,

29; ryc. 5].
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Protokol 1. Analiza ploidalnosci, aktywnosci cyklu komorkowego
i poziomu endoreplikacji

Materialy i sprzet laboratoryjny

materiat ro$linny do analizy;

standard zewngtrzny (najczesciej diploidalna roslina analizowanego gatunku);

bufor do izolacji jader (p. Aneks);

barwnik fluorescencyjny (najczgsciej indolo-4',6-dwuamidyno-2-fenyloidyna, DAPI);

plastikowe ptytki Petriego o $rednicy 5,5 cm;

zyletki;

2-3,5 ml probéwki (zwykle standardowe dla okreslonego typu cytometru);

filtry nylonowe o $rednicy oczek 30-50 pm;

pipeta zmiennopojemnosciowa 100-1000 pl i koncowki;

kulki kalibracyjne lub materiat roslinny o stabilnym genomie, np. licie grochu
siewnego (Pisum sativum L.);

ptyn okrywowy (dla cytometrow Partec destylowana woda z kropla Tween 20
na 10 | wody);

cytometr przeptywowy wyposazony w zrodlo $wiatta emitujace promieniowanie
UV (moze by¢ tez uzyty cytometr wyposazony w laser emitujacy promieniowanie
488 nm; w takim wypadku zamiast DAPI do wybarwiania stosuje si¢ PI, a do buforu
nalezy doda¢ RNazg; p. Protokdt 2);

program komputerowy do ewaluacji histograméw (np. Partec DPAC; nie jest
konieczny do okreslania ploidalno$ci);

do izolacji niektérych cze$ci roslin, np. korzenia zarodkowego z nasienia,
przydatna moze by¢ igla preparacyjna i pod$wietlane szkto powigkszajace.

Przygotowanie proby

Do izolacji i wybarwiania jader mozna zastosowac procedurg jedno- lub dwustop-
niowa. Rodzaj procedury wybierz do$wiadczalnie. Jesli badany gatunek zawiera w
cytozolu inhibitory wybarwiania uniemozliwiajace uzyskanie dobrej jakosci histogramow,
do buforu izolacyjnego dodaj wybrany do$wiadczalnie antyoksydant (p. Protokot 2).

1. Procedura jednostopniowa

1. Okreslong tkankg/organ roslinny (ok. 10 mg lub 0,5 cm®) umie$¢ na plytce
Petriego i zalej 1 ml buforu izolujacego jadra, z dodatkiem DAPI (2 pg/ml).

2. W celu uwolnienia jader z komoérek rozdrobnij materiat rodlinny za pomoca zyletki.

3. Przefiltruj otrzymana zawiesing jader przez filtr o $rednicy oczek 30-50 pm i
inkubuj probe przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wniknigcia
barwnika do jader (najczesciej od 1 do 30 minut).

1I. Procedura dwustopniowa

1. Okreslona tkanke/organ roslinny umies¢ na ptytce Petriego, zalej 0,5 ml buforu
izolujacego jadra / (bez DAPI) i rozdrobnij za pomoca zyletki.

2. Przefiltruj otrzymana zawiesing jader przez filtr o srednicy oczek 30-50 pm
i inkubuj przez wyznaczony eksperymentalnie czas (najczesciej od 1 do 30 minut).

3. Dodaj 2 ml buforu wybarwiajacego /I (z DAPIL; 2 pg/ml) i ponownie inkubuj
przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wniknigcia barwnika do jader.



ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ DO OZNACZANIA ZAWARTOSCI DNA... 171

Przygotowanie cytometru

4. Wiacz lampe rtgciowa (ok. pot godziny przed rozpoczgciem pomiardéw) lub
laser emitujacy promieniowanie 340—380 nm, nastgpnie cytometr i komputer z nim
polaczony.

5. Wyregulyj cytometr uzywajac kulek kalibracyjnych lub materiatu ro§linnego
tak, aby CV pierwszego piku byto ponizej 2%.

6. Przygotuj zawiesing jader standardu zewngtrznego, widz ja do cytometru i
podczas jej przeptywu ustaw wzmocnienie Swiatta w cytometrze na takim poziomie,
aby jego pik G /G, pojawit si¢ w okoto 1/5 dtugosci osi x (np. w kanale 100 na
skali 512-kanatowej lub w kanale 50 na skali 256-kanatowej). Jesli jest to konieczne
dla okreslonego doswiadczenia, mozesz przesuna¢ ten pik do innego kanatu.

Przeprowadzenie pomiaru

7. W16z probe do cytometru i prowadz pomiar z szybkoscia nie wigksza niz 100
jader/s (wigksza szybko$¢ moze spowodowaé wzrost CV; powszechnie akceptowane
jest CV ponizej 5%) dla 500-3000 jader przy okreslaniu ploidalnosci lub 500020 000
przy badaniu cyklu komoérkowego Iub endoreplikacji.

8. W celu okreslenia ploidalnosci wyznacz $rednia pozycje (numer kanatu) piku
GO0/G1 rosliny badanej i oblicz ploidalnos¢ wedlug wzoru:

ploidalno$¢ proby = $rednia pozycja piku G /G, proby/srednia pozycja piku G /G,
standardu zewngtrznego x ploidalno$¢ standardu zewnetrznego

9. Przy badaniu cyklu komorkowego lub endopoliploidyzacji zaznacz powierz-
chni¢ piku za pomoca programu komputerowego i odczytaj liczbg jader z okreslona
zawartoScia DNA. Oblicz wspétczynnik G,/G, (przy okreslaniu zmian aktywnosci
cyklu komorkowego) lub proporcjg/udzial procentowy jader o réznej ploidalnosci (przy
oznaczaniu polisomatyczno$ci). W celu okreslenia §redniej ploidalno$ci (p, Sredniej
warto$ci C) zastosuj wzor [15]:

= C x N,
a=27

gdzie:

n — liczba pikow z okre$lona zawartoscia DNA w probie,
C, — warto$¢ C dla kolejnych (n) pikow proby,

N, — liczba jader komorkowych w piku 7,

N — liczba jader komodrkowych we wszystkich pikach proby.

Protokot 2. Analiza bezwzglednej zawartosci jadrowego DNA

Materialy i sprzet laboratoryjny

materiat roslinny do analizy;

standard wewnetrzny (najczesciej stosuje si¢ erytrocyty kurze, leukocyty ludzkie
lub gatunki roslinne o wyznaczonej uprzednio zawarto§ci DNA [12];
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bufor do izolacji jader (p. Aneks);

barwnik fluorescencyjny (najczesciej jodek propidyny; PI);

rybonukleaza (RNaza) IIA;

plastikowe plytki Petriego o $rednicy 5,5 cm;

zyletki;

2-3,5 ml probowki (zwykle standardowe dla okreslonego typu cytometru);

filtry nylonowe o $rednicy oczek 30—50 pm;

pipeta zmiennopojemnosciowa 100—1000 ul i koncowki;

kulki kalibracyjne lub material roslinny o stabilnym genomie, np. liscie grochu
siewnego (Pisum sativum L.);

ptyn okrywowy (dla cytometrow Partec destylowana woda z kropla Tween 20
na 10 1 wody);

cytometr przeptywowy wyposazony w zrodlo $wiatta emitujace promieniowanie
o dlugosci fali 488 nm;

program komputerowy do ewaluacji histograméw (np. Partec DPAC);

do izolacji niektorych czesci roslin, np. korzenia zarodkowego z nasienia, przydatna
moze by¢ igla preparacyjna i podswietlane szklo powigkszajace.

Przygotowanie proby

Mozna tu stosowac procedurg jedno- lub dwustopniowa (p. Protokoét 1), przy czym
zamiast DAPI dodaje si¢ jako barwnika fluorochromowego jodku propidyny (PI),
uzupetniajac dodatkowo bufor o RNaze, aby zapobiec przytaczeniu barwnika do
dwuniciowego RNA, co mogloby zawyzy¢ wartos¢ pomiaru. Przygotowanie proby
do pomiaru zawartosci DNA wymaga rownoczesnej izolacji jader badanej rosliny i
standardu wewngtrznego, dobrania proporcji rozdrabnianych tkanek tak, aby piki
G,/G, rosliny badanej i standardu byly mniej wigcej tej samej wysokosci. Wybierz
taki standard wewngtrzny, w ktorym zawartos¢ DNA nie ro6zni si¢ wigcej niz 2-3
razy od zawartosci DNA gatunku badanego, a jednocze$nie ich piki si¢ nie pokry-
waja. Jesli obserwujesz, ze niemozliwe jest otrzymanie wyraznych pikow lub ze pik
standardu wewngetrznego ulega przesunigciu po preparacji z tkanka badanego gatun-
ku, w stosunku do pozycji, jaka ma po osobnej preparacji, wskazuje to na obecnos¢
inhibitoréw wybarwiania. W takim wypadku albo wybierz do preparacji tkanke, w
ktorej inhibitory nie wystepuja, albo dodaj do buforu izolacyjnego wybrany
antyoksydant, w stezeniu wyznaczonym eksperymentalnie (najcze¢sciej dodaje sig 1%
PVP; ryc. 5).

1. Procedura jednostopniowa

1. Okreslong tkankg/organ rosliny badanej i standardu wewngtrznego umies$¢ na
ptytce Petriego i zalej 1 ml buforu izolujacego jadra z dodatkiem PI (50 pg/ml) i
RNazy (50 pg/ml).

2. W celu uwolnienia jader z komoérek rozdrobnij material roslinny za pomoca
zyletki.

3. Przefiltruj otrzymana zawiesing jader przez filtr o §rednicy oczek 30-50 pum
1 inkubuj probg przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wniknigcia
barwnika do jader (najczgsciej od 1 do 30 minut).
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1. Procedura dwustopniowa

1. Okreslona tkanke/organ rosliny badanej i standardu wewngtrznego umies¢ na
plytce Petriego i zalej 0,5 ml buforu izolujacego jadra / (uzupelnionego o RNazeg w
stezeniu 50 pg/ml, ale bez PI) i rozdrobnij za pomoca zyletki.

2. Przefiltruj otrzymana zawiesing jader przez filtr o srednicy oczek 30-50 pm
1 inkubuj przez wyznaczony eksperymentalnie czas (najczgsciej od 1 do 30 minut)

3. Dodaj 2 ml buforu wybarwiajacego I/ (z PI; 50 pg/ml) i ponownie inkubuj
przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wniknigcia barwnika do
jader.

Przygotowanie cytometru

4. Wiacz laser emitujacy promieniowanie 488 nm, nastgpnie cytometr i komputer
Z nim potaczony.

5. Wyregulyj cytometr uzywajac kulek kalibracyjnych lub materiatu roslinnego
tak, aby CV pierwszego piku byto ponizej 2%.

6. Przygotuj zawiesing jader standardu wewngtrznego, wto6z ja do cytometru i
podczas jej przepltywu ustaw wzmocnienie Swiatla w cytometrze na takim poziomie,
aby jego pik G /G, byt w takim kanale, azeby przy pomiarze z rosling badana na
histogramie byt widoczny rowniez pik G /G, tej rosliny (ryc. 5).

Przeprowadzenie pomiaru

7. W10z probe do cytometru i prowadz pomiar z szybkoscia 20-50 jader/s
(wigksza szybkos¢ moze spowodowacé wzrost CV; powszechnie akceptowane jest
CV ponizej 5%, jakkolwiek dla gatunkéw ,trudnych” — zawierajacych inhibitory
wybarwiania — dopuszcza si¢ CV nieco wyzsze) w 5000-20 000 jadrach.

8. Okresl srednig pozycjg (numer kanatu) piku G /G, rosliny badanej i standardu
wewngtrznego i oblicz zawarto$¢ DNA wedtug wzoru:

zawartos¢ 2C DNA w probie (pg) = $rednia pozycja piku préby/srednia pozycja
piku standardu wewngtrznego x zawarto$¢ 2C DNA standardu wewngtrznego (pg)
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ANEKS
Bufory uzywane do izolacji i wybarwiania jader

Do przygotowania buforow uzyj destylowanej dejonizowanej wody, a po przy-
gotowaniu przefiltruj roztwoér przez filtr o wielkosci oczek 20-50 um. Jesli bufor
ma by¢ przechowywany, zautoklawuj go. Przed uzyciem dodaj DAPI w st¢zeniu 2
pg/ml lub PI i RNaze¢ w stezeniach 50 pg/ml. Do izolacji jader mozesz tez uzywac
komercyjnych buforéw firmy Partec (www.partec.com). Wskazane jest, aby do
przygotowania proby uzywany byt bufor lodowato zimny.

1. Procedura jednostopniowa

Bufor Partec

0,1 M Tris

2,5 mM MgCl,-6H,0

85 mM NaCl

0,1% (v/v) Triton X-100

pH 7,0

Bufor moze by¢ przechowywany w lodowce do kilku miesigcy.

Bufor Galbraitha [10]

45 mM MgCl,

20 mM MOPS

30 mM cytrynian sodu

0,1% (v/v) Triton X-100

pH 7,0

Bufor moze by¢ przechowywany do 6 miesigcy w —20°C.

Bufor LBO01 [6]

15 mM Tris-Cl, pH 7,5

2 mM Na EDTA

0,5 mM spermina-4HCI

80 mM KCl

20 mM NaCl

0,1% (v/v) Triton X-100

po przefiltrowaniu dodaj 15 mM B-merkaptoetanolu

pH 7,5

Bufor moze by¢ przechowywany do 6 miesigcy w —20°C.

Bufor Tris Bufor cytrynianowy

100 mM NaCl 10 mM Na,EDTA

10 mM Na,EDTA 10 mM cytrynian sodu

0,1% (v/v) Triton X-100 pH 4,8

10 mM Tris-Cl, pH 7,5 Uzywaj §wiezo przygotowany.

Uzywaj sSwiezo przygotowany.
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1I. Procedura dwustopniowa
Bufor Otto [18]

1

0,1 M kwas cytrynowy

0,5% (v/v) Tween 20

i

0,4 M Na,HPO,-12H,0

Nie reguluj pH roztworéw. Roztwor pierwszy przygotuj bezposrednio przed
uzyciem; drugi moze by¢ przechowywany do 6 miesi¢gcy w temperaturze pokojowe;.

DEFINICJE
wg [11]

x — symbol liczby chromosoméw genomu monoploidalnego i/lub podstawowe;j
liczby chromosomow serii generatywnych poliploidow organizmoéw pokrewnych.

n — symbol zredukowanej mejotycznie (haplofazowej, gametycznej) liczby
chromosomow organizmu.

2n — symbol niezredukowanej (diplofazowej, zygotycznej) liczby chromosomoéw.

C — zawarto$¢ DNA w holoploidalnym genomie zawierajacym n chromosomow;
skrot dla wielkosci genomu holoploidalnego.

Cx — zawarto§¢ DNA w monoploidalnym genomie z podstawowa liczba
chromosomoéw x; skrot dla wielkosci genomu monoploidalnego.

Genom jadrowy — pojecie okreslajace komplet chromosomow wraz z jego DNA,
charakterystyczny dla danego organizmu; w organizmie poliploidalnym (zaktadajac,
ze diploid jest generatywnym poliploidem o najnizszym mozliwym poziomie
poliploidalnosci) termin ten moze by¢ rowniez stosowany do okreslenia monoploi-
dalnego zespotu chromosomoéw wraz z jego DNA.

Genom monoploidalny — pojedynczy zesp6l chromosomoéw danego organizmu
wraz z jego DNA, zawierajacy x chromosomow.

Genom holoploidalny — caly zespot chromosomow (z liczbg chromosomow n)
wraz z jego DNA, charakterystyczny dla danego organizmu (n lub 2n), niezaleznie
od stopnia jego poliploidalnosci, aneuploidalnosci itp.
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