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Streszczenie:  Cytometria przep³ywowa wykorzystywana jest w badaniach ro�lin do oznaczania ploidal-
no�ci, aktywno�ci cyklu komórkowego, poziomu endoreplikacji oraz wielko�ci genomu. Analizie mo¿na
poddawaæ niemal ka¿dy rodzaj materia³u ro�linnego, w³¹czaj¹c ten pochodz¹cy z kultur tkankowych.
Przedstawiono protoko³y przygotowywania prób i przeprowadzania analiz tkanek ro�linnych, a tak¿e
podano sk³ady buforów do izolacji i wybarwiania j¹der.

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.

WSTÊP

Cytometria przep³ywowa (FCM) jest szeroko stosowana przez cytogenetyków,
botaników, systematyków, biotechnologów, hodowców ro�lin i producentów nasion
do oznaczania zawarto�ci DNA i badania cyklu komórkowego w ró¿nych tkankach
ro�linnych [22, 25]. Stosuj¹c tê metodê okre�la siê wielko�æ genomu i ploidalno�æ
ro�lin, poziom endoreplikacji oraz proporcjê j¹der bêd¹cych w okre�lonych fazach
cyklu komórkowego. Do tego rodzaju analiz wykorzystuje siê pomiar jednego
parametru (fluorescencjê pojedynczego fluorochromu), a dane gromadzone s¹ w
postaci histogramu (ryc. 1). Najczê�ciej stosowanymi barwnikami fluorochromowymi
s¹ indolo-4',6-dwuamidyno-2-fenyloidyna � DAPI (przy³¹czaj¹ca siê do par A-T w
DNA) oraz jodek propidyny � PI  (interkaluj¹cy pomiêdzy nici dwuniciowych struktur
kwasów nukleinowych), jakkolwiek mo¿na te¿ wykorzystywaæ inne barwniki ³¹cz¹ce
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siê z DNA, jak np. Hoechst 33258, bromek
etydyny (EB), mitamycynê (MI), czy oran¿
akrydyny (AO). Materia³em do badañ mog¹
byæ dowolne czê�ci ro�lin zawieraj¹ce j¹dra
komórkowe, np. li�æ, li�cieñ, hipokotyl, ³odyga,
p³atek korony, py³ek, korzeñ, zarodek, bielmo.
Do okre�lania ploidalno�ci i wielko�ci ge-
nomu najczê�ciej u¿ywa siê takich organów/
tkanek, w których wiêkszo�æ j¹der jest w
fazie G

0
/G

1
 cyklu komórkowego, np. m³ode

li�cie, czê�ci suchych nasion. Analizie cyto-
metrycznej mog¹ byæ poddawane tkanki
�wie¿e, zamro¿one, utrwalone, a nawet
wysuszone, jakkolwiek najszybsze i najbar-
dziej wiarygodne s¹ pomiary prowadzone z
u¿yciem �wie¿ych tkanek.

Poniewa¿ do przeprowadzenia pomiaru
cytometr wymaga obecno�ci w zawiesinie
pojedynczych cz¹stek, przed analiz¹ ma-

teria³ ro�linny poddaje siê izolacji protoplastów lub j¹der. Ze wzglêdu na d³u¿szy czas i
wy¿sze koszty izolacji protoplastów, najczê�ciej z tkanek ro�linnych izoluje siê j¹dra
komórkowe [10] i ten sposób przygotowania prób zosta³ uwzglêdniony w przedstawionych
poni¿ej protoko³ach. W przypadku wykorzystywania protoplastów nale¿y pamiêtaæ, ¿e
powinny byæ one �wie¿o wyizolowane (pojedyncze, ca³kowicie pozbawione �ciany
komórkowej), z nieuszkodzon¹ b³on¹ komórkow¹.

Przedstawione tu protoko³y zosta³y opracowane dla cytometrów typu Partec (Münster,
Niemcy; www.partec.com), ale mog¹ byæ tak¿e stosowane przy pomiarach z u¿yciem
innych jedno- lub wieloparametrycznych cytometrów, zarówno tych wyposa¿onych w laser,
jak i tych z lamp¹ rtêciow¹.

BADANIE MATERIA£U RO�LINNEGO
ZA POMOC¥ CYTOMETRII PRZEP£YWOWEJ

Ploidalno�æ

Oznaczanie ploidalno�ci jest to najczê�ciej wykorzystywana w badaniach ro�linnych
aplikacja cytometrii przep³ywowej. Kontrolê cytometryczn¹ wykonuje siê rutynowo
w hodowli ro�lin poliploidalnych, np. buraka cukrowego [23]. W przypadku tego
gatunku triploidalne (3x) heterozyjne odmiany powstaj¹ przez krzy¿owanie diploidalnej
(2x) linii matecznej z tetraploidalnym (4x) zapylaczem; w procesie hodowlanym
oznacza siê ploidalno�æ komponentów do krzy¿owania, próbnych mieszañców, a tak¿e
partii wyprodukowanych nasion (ryc. 2). FCM jest tak¿e szeroko wykorzystywana
do okre�lania ploidalno�ci materia³u ro�linnego rosn¹cego w kulturach in vitro

RYCINA 1. Histogram zawarto�ci DNA w j¹drach
li�cia diploidalnej papryki (zaznaczono czê�ci histo-
gramu  odpowiadaj¹ce okre�lonym fazom  cyklu
komórkowego, z zawarto�ci¹ DNA:  2C � G

0
/G

1
,

pomiêdzy 2C a 4C � S i 4C � G
2
)
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(ro�linek, kalusa, zawiesin komórko-
wych, zarodków somatycznych), w
którym wielko�æ genomu mo¿e ulec
zmianie w wyniku wyst¹pienia zmien-
no�ci somaklonalnej, oraz (di)-haploi-
dów i mieszañców somatycznych [5,
25, 30]. Cytometria przep³ywowa jest
alternatyw¹ dla tradycyjnego liczenia
chromosomów z zastosowaniem mi-
kroskopu �wietlnego oraz dla stoso-
wania kryteriów pomocniczych (liczby
chloroplastów w komórkach przyszpar-
kowych, d³ugo�ci szparek, �rednicy
py³ku, liczby porusów), jest jednak od
tych metod szybsza i dok³adniejsza [4].
Ma równie¿ tê dodatkow¹ zaletê, ¿e
mo¿na przy jej stosowaniu zidenty-
fikowaæ miksoploidy.

Aktywno�æ cyklu komórkowego

Komórki w aktywnie rosn¹cych
czê�ciach ro�lin cyklicznie siê dziel¹.
Po podziale mitotycznym (M), prze-
chodz¹ pierwsz¹ fazê wzrostu (G

1
),

nastêpnie fazê syntezy DNA (S) i
drug¹ fazê wzrostu (G

2
). Diploidalne

(2x) komórki w fazie G
1
 zawieraj¹ w

j¹drze 2C DNA (x, C � patrz
Definicje), w fazie G

2 
� 4C, a w fazie

S � po�redni¹ miêdzy 2C i 4C [8].
Komórki nieaktywne mitotycznie znaj-
duj¹ siê w fazie G

0
. Poszczególne fazy

cyklu komórkowego mog¹ byæ wyz-
naczane za pomoc¹ FCM (ryc. 1), co
umo¿liwia okre�lenie aktywno�ci tego
procesu w poszczególnych organach/
tkankach ro�linnych. Pomiary takie
wykorzystuje siê np. w nasiennictwie.
Wyznaczenie proporcji miêdzy komór-
kami bêd¹cymi w ró¿nych stadiach
replikacji j¹drowej dostarczaj¹ infor-
macji o stanie fizjologicznym nasienia,
przydatnych do okre�lania fazy rozwo-

RYCINA  2. Histogramy zawarto�ci DNA w j¹drach
korzeni zarodkowych nasion buraka cukrowego: A �
diploidalnego, B � triploidalnego, C � tetraploidalnego
(piki G

0
/G

1
 odpowiednio w kana³ach 100, 150 i 200)
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jowej, dojrza³o�ci, zaawansowaniu kie³kowania [7, 24]. Wspó³czynnik G
2
/G

1
 zosta³ uznany

za marker kie³kowania, stosowany do �ledzenia przebiegu procesów kondycjonowania
nasion [14, 26, 27] (ryc. 3).

Poziom endoreplikacji (polisomatyczno�æ)

Podczas ró¿nicowania siê tkanek ro�linnych, w tym samym organie/tkance mog¹
byæ obecne komórki o ró¿nej zawarto�ci
DNA (czêsto znacznie podwy¿szonej);
zjawisko to nazywane jest polisomatycz-
no�ci¹ [21]. Polisomatyczno�æ jest wyni-
kiem zaj�cia w niektórych j¹drach cykli
endoreplikacyjnych, czyli amplifikacji DNA,
po której nie zachodzi podzia³ mitotyczny
[19]. Chocia¿ zjawisko to wystêpuje u po-
nad 90% gatunków ro�lin naczyniowych,
jego znaczenie nie zosta³o jednoznacznie
wyja�nione. Przypuszcza siê, ¿e ma ono
znaczenie funkcjonalne, a tak¿e ¿e jest to
strategia ewolucyjna ro�lin, zastêpuj¹ca brak
zwiêkszania siê zawarto�ci DNA w roz-
woju filogenetycznym [9, 17]. Ze wzglêdu
na zwi¹zek poziomu endoreplikacji z wiel-
ko�ci¹ komórek, wystêpowanie tego proce-
su w ro�linach mo¿e byæ po¿¹dane przy
tworzeniu wysokoplonuj¹cych odmian.

RYCINA 3. Histogramy zawarto�ci DNA w j¹drach korzeni zarodkowych nasion soczewicy: A �
nietraktowanych (udzia³ j¹der w fazie G

2
 wynosi 21%); B � poddanych matrykondycjonowaniu w

wilgotnym wermikulicie (udzia³ j¹der w fazie G
2
 wynosi 32%)

RYCINA 4. Polisomatyczno�æ w parenchymie
korzenia nasiennika diploidalnego buraka cukrowego
� wiêkszo�æ j¹der (te z zawarto�ci¹ DNA powy¿ej
4C) przesz³a proces endoreduplikacji
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Oznaczenie proporcji miêdzy komórka-
mi o ró¿nej zawarto�ci DNA w nasio-
nach wielu gatunków, szczególnie w
nasionach bielmowych (endoreplikacja
wystêpuje w du¿ym nasileniu w biel-
mie), dostarcza informacji o ich stadium
rozwojowym [13]. Polisomatyczno�æ
organów ro�linnych ma równie¿ zna-
czenie przy prowadzeniu kultur in vitro,
gdy¿ mo¿e modyfikowaæ ploidalno�æ re-
generantów [28, 30]. Cytometria prze-
p³ywowa jest jedn¹ z niewielu metod,
które umo¿liwiaj¹ obserwacjê endo-
replikacji (ryc. 4).

Wielko�æ genomu

W wieku biotechnologii, jak nie-
kiedy okre�lany jest wiek XXI, dla
wielu dziedzin nauki wa¿ne jest
badanie genomów ró¿nych organiz-
mów, poczynaj¹c od mikroorganiz-
mów a koñcz¹c na cz³owieku, w
tym okre�lenie ich wielko�ci. Cyto-
metria przep³ywowa zapewnia szy-
bki i dok³adny pomiar zawarto�ci
DNA i od lat jest najbardziej popu-
larn¹ metod¹ do tego celu stosowan¹ [1,
2, 16, http://www.-rbgkew.org.uk/cval/
home-page.html]. Do tej pory za jej po-
moc¹ oznaczono wielko�æ genomów
kilku tysiêcy gatunków ro�lin, a ich
liczba stale ro�nie.

Oznaczaj¹c zawarto�æ DNA przy
u¿yciu barwników ³¹cz¹cych siê z
kwasami nukleinowymi trzeba braæ pod uwagê, ¿e w cytozolu komórek niektórych
gatunków obecne s¹ inhibitory wybarwiania, np. zwi¹zki fenolowe. Zwi¹zki takie
powoduj¹, ¿e pomiar cytometryczny mo¿e byæ obarczony du¿ym b³êdem (zani¿ony)
lub nawet niemo¿liwy do przeprowadzenia (ze wzglêdu na nisk¹ jako�æ histogramów).
Aby temu przeciwdzia³aæ, dodaje siê do buforu izolacyjnego antyoksydanty, takie
jak: poliwinylopirolidyna (PVP 10),  b-merkaptoetanol, czy ditiotreitol (DTT), które
redukuj¹ efekt dzia³ania inhibitorów, jednak nie zawsze ca³kowicie go znosz¹ [3, 20,
29; ryc. 5].

RYCINA 5. Analiza cytometryczna absolutnej zawar-
to�ci DNA w j¹drach majeranku (gatunku zawieraj¹cego
w cytozolu inhibitory wybarwiania) z zastosowaniem
buforu Partec z PI: A � bez PVP, B � z dodatkiem 1%
PVP.   Jako  standardu  wewnêtrznego  u¿yto  petunii
'P × Pc6' (2C=2,85 pg; [16]). Uzyskano odpowiednio
warto�ci 2C dla majeranku: 1,53 pg i 1,64 pg. Przy
braku antyoksydantu  w buforze izolacyjnym uzyskano
zani¿on¹  zawarto�æ DNA, a histogram by³ niskiej
jako�ci (wysoki wspó³czynnik wariancji � CV)
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Protokó³ 1. Analiza ploidalno�ci, aktywno�ci cyklu komórkowego
i poziomu endoreplikacji

Materia³y i sprzêt laboratoryjny
materia³ ro�linny do analizy;
standard zewnêtrzny (najczê�ciej diploidalna ro�lina analizowanego gatunku);
bufor do izolacji j¹der (p. Aneks);
barwnik fluorescencyjny (najczê�ciej indolo-4',6-dwuamidyno-2-fenyloidyna, DAPI);
plastikowe p³ytki Petriego o �rednicy 5,5 cm;
¿yletki;
2�3,5 ml probówki (zwykle standardowe dla okre�lonego typu cytometru);
filtry nylonowe o �rednicy oczek 30�50 µm;
pipeta zmiennopojemno�ciowa 100�1000 µl i koñcówki;
kulki kalibracyjne lub materia³ ro�linny o stabilnym genomie, np. li�cie grochu

siewnego (Pisum sativum L.);
p³yn okrywowy (dla cytometrów Partec destylowana woda z kropl¹ Tween 20

na 10 l wody);
cytometr przep³ywowy wyposa¿ony w �ród³o �wiat³a emituj¹ce promieniowanie

UV (mo¿e byæ te¿ u¿yty cytometr wyposa¿ony w laser emituj¹cy promieniowanie
488 nm; w takim wypadku zamiast DAPI do wybarwiania stosuje siê PI, a do buforu
nale¿y dodaæ RNazê; p. Protokó³ 2);

program komputerowy do ewaluacji histogramów (np. Partec DPAC; nie jest
konieczny do okre�lania ploidalno�ci);

do izolacji niektórych czê�ci ro�lin, np. korzenia zarodkowego z nasienia,
przydatna mo¿e byæ ig³a preparacyjna i pod�wietlane szk³o powiêkszaj¹ce.

Przygotowanie próby
Do izolacji i wybarwiania j¹der mo¿na zastosowaæ procedurê jedno- lub dwustop-

niow¹. Rodzaj procedury wybierz do�wiadczalnie. Je�li badany gatunek zawiera w
cytozolu inhibitory wybarwiania uniemo¿liwiaj¹ce uzyskanie dobrej jako�ci histogramów,
do buforu izolacyjnego dodaj wybrany do�wiadczalnie antyoksydant (p. Protokó³ 2).

I. Procedura jednostopniowa
1. Okre�lon¹ tkankê/organ ro�linny (ok. 10 mg lub 0,5 cm3) umie�æ na p³ytce

Petriego i zalej 1 ml buforu izoluj¹cego j¹dra, z dodatkiem DAPI (2 µg/ml).
2. W celu uwolnienia j¹der z komórek rozdrobnij materia³ ro�linny za pomoc¹ ¿yletki.
3. Przefiltruj otrzyman¹ zawiesinê j¹der przez filtr o �rednicy oczek 30�50 µm i

inkubuj próbê przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wnikniêcia
barwnika do j¹der (najczê�ciej od 1 do 30 minut).

II. Procedura dwustopniowa
1. Okre�lon¹ tkankê/organ ro�linny umie�æ na p³ytce Petriego, zalej 0,5 ml buforu

izoluj¹cego j¹dra I (bez DAPI) i rozdrobnij za pomoc¹ ¿yletki.
2. Przefiltruj otrzyman¹ zawiesinê j¹der przez filtr o �rednicy oczek 30�50 µm

i inkubuj przez wyznaczony eksperymentalnie czas (najczê�ciej od 1 do 30 minut).
3. Dodaj 2 ml buforu wybarwiaj¹cego II (z DAPI; 2  µg/ml) i ponownie inkubuj

przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wnikniêcia barwnika do j¹der.



                                                          171ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEP£YWOWEJ DO OZNACZANIA ZAWARTO�CI DNA...

Przygotowanie cytometru
4. W³¹cz lampê rtêciow¹ (ok. pó³ godziny przed rozpoczêciem pomiarów) lub

laser emituj¹cy promieniowanie 340�380 nm, nastêpnie cytometr i komputer z nim
po³¹czony.

5. Wyreguluj cytometr u¿ywaj¹c kulek kalibracyjnych lub materia³u ro�linnego
tak, aby CV pierwszego piku by³o poni¿ej 2%.

6. Przygotuj zawiesinê j¹der standardu zewnêtrznego, w³ó¿ j¹ do cytometru i
podczas jej przep³ywu ustaw wzmocnienie �wiat³a w cytometrze na takim poziomie,
aby jego pik G

0
/G

1
 pojawi³ siê w oko³o 1/5 d³ugo�ci osi x (np. w kanale 100 na

skali 512-kana³owej lub w kanale 50 na skali 256-kana³owej). Je�li jest to konieczne
dla okre�lonego do�wiadczenia, mo¿esz przesun¹æ ten pik do innego kana³u.

Przeprowadzenie pomiaru
7. W³ó¿ próbê do cytometru i prowad� pomiar z szybko�ci¹ nie wiêksz¹ ni¿ 100

j¹der/s (wiêksza szybko�æ mo¿e spowodowaæ wzrost CV; powszechnie akceptowane
jest CV poni¿ej 5%) dla 500�3000 j¹der przy okre�laniu ploidalno�ci lub 5000�20 000
przy badaniu cyklu komórkowego lub endoreplikacji.

8. W celu okre�lenia ploidalno�ci wyznacz �redni¹ pozycjê (numer kana³u) piku
G0/G1 ro�liny badanej i oblicz ploidalno�æ wed³ug wzoru:

ploidalno�æ próby = �rednia pozycja piku G
0
/G

1
 próby/�rednia pozycja piku G

0
/G

1

standardu zewnêtrznego × ploidalno�æ standardu zewnêtrznego

9. Przy badaniu cyklu komórkowego lub endopoliploidyzacji zaznacz powierz-
chniê piku za pomoc¹ programu komputerowego i odczytaj liczbê j¹der z okre�lon¹
zawarto�ci¹ DNA. Oblicz wspó³czynnik G

2
/G

1
 (przy okre�laniu zmian aktywno�ci

cyklu komórkowego) lub proporcjê/udzia³ procentowy j¹der o ró¿nej ploidalno�ci (przy
oznaczaniu polisomatyczno�ci). W celu okre�lenia �redniej ploidalno�ci (µ, �redniej
warto�ci C) zastosuj wzór [15]:

gdzie:
n  � liczba pików z okre�lon¹ zawarto�ci¹ DNA w próbie,
C

i
 � warto�æ C dla kolejnych (n) pików próby,

N
i
 � liczba j¹der komórkowych w piku n

i
,

N � liczba j¹der komórkowych we wszystkich pikach próby.

Protokó³ 2. Analiza bezwzglêdnej zawarto�ci j¹drowego DNA

Materia³y i sprzêt laboratoryjny
materia³ ro�linny do analizy;
standard wewnêtrzny (najczê�ciej stosuje siê erytrocyty kurze, leukocyty ludzkie

lub gatunki ro�linne o wyznaczonej uprzednio zawarto�ci DNA [12];
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bufor do izolacji j¹der (p. Aneks);
barwnik fluorescencyjny (najczê�ciej jodek propidyny; PI);
rybonukleaza (RNaza) IIA;
plastikowe p³ytki Petriego o �rednicy 5,5 cm;
¿yletki;
2�3,5 ml probówki (zwykle standardowe dla okre�lonego typu cytometru);
filtry nylonowe o �rednicy oczek 30�50 µm;
pipeta zmiennopojemno�ciowa 100�1000 µl i koñcówki;
kulki kalibracyjne lub materia³ ro�linny o stabilnym genomie, np. li�cie grochu

siewnego (Pisum sativum L.);
p³yn okrywowy (dla cytometrów Partec destylowana woda z kropl¹ Tween 20

na 10 l wody);
cytometr przep³ywowy wyposa¿ony w �ród³o �wiat³a emituj¹ce promieniowanie

o d³ugo�ci fali 488 nm;
program komputerowy do ewaluacji histogramów (np. Partec DPAC);
do izolacji niektórych czê�ci ro�lin, np. korzenia zarodkowego z nasienia, przydatna

mo¿e byæ ig³a preparacyjna i pod�wietlane szk³o powiêkszaj¹ce.
Przygotowanie próby
Mo¿na tu stosowaæ procedurê jedno- lub dwustopniow¹ (p. Protokó³ 1), przy czym

zamiast DAPI dodaje siê jako barwnika fluorochromowego jodku propidyny (PI),
uzupe³niaj¹c dodatkowo bufor o RNazê, aby zapobiec przy³¹czeniu barwnika do
dwuniciowego RNA, co mog³oby zawy¿yæ warto�æ pomiaru. Przygotowanie próby
do pomiaru zawarto�ci DNA wymaga równoczesnej izolacji j¹der badanej ro�liny i
standardu wewnêtrznego, dobrania  proporcji rozdrabnianych tkanek tak, aby piki
G

0
/G

1
 ro�liny badanej i standardu by³y mniej wiêcej tej samej wysoko�ci. Wybierz

taki standard wewnêtrzny, w którym zawarto�æ DNA nie ró¿ni siê wiêcej ni¿ 2�3
razy od zawarto�ci DNA gatunku badanego, a jednocze�nie ich piki siê nie pokry-
waj¹. Je�li obserwujesz, ¿e niemo¿liwe jest otrzymanie wyra�nych pików lub ¿e pik
standardu wewnêtrznego ulega przesuniêciu po preparacji z tkank¹ badanego gatun-
ku, w stosunku do pozycji, jak¹ ma po osobnej preparacji, wskazuje to na obecno�æ
inhibitorów wybarwiania. W takim wypadku albo wybierz do preparacji tkankê, w
której inhibitory nie wystêpuj¹, albo dodaj do buforu izolacyjnego wybrany
antyoksydant, w stê¿eniu wyznaczonym eksperymentalnie (najczê�ciej dodaje siê 1%
PVP; ryc. 5).

I. Procedura jednostopniowa
1. Okre�lon¹ tkankê/organ ro�liny badanej i standardu wewnêtrznego umie�æ na

p³ytce Petriego i zalej 1 ml buforu izoluj¹cego j¹dra z dodatkiem PI (50 µg/ml) i
RNazy (50 µg/ml).

2. W celu uwolnienia j¹der z komórek rozdrobnij materia³ ro�linny za pomoc¹
¿yletki.

3. Przefiltruj otrzyman¹ zawiesinê j¹der przez filtr o �rednicy oczek 30�50  µm
i inkubuj próbê przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wnikniêcia
barwnika do j¹der (najczê�ciej od 1 do 30 minut).
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II. Procedura dwustopniowa
1. Okre�lon¹ tkankê/organ ro�liny badanej i standardu wewnêtrznego umie�æ na

p³ytce Petriego i zalej 0,5 ml buforu izoluj¹cego j¹dra I (uzupe³nionego o RNazê w
stê¿eniu 50  µg/ml, ale bez PI) i rozdrobnij za pomoc¹ ¿yletki.

2. Przefiltruj otrzyman¹ zawiesinê j¹der przez filtr o �rednicy oczek 30�50  µm
i inkubuj przez wyznaczony eksperymentalnie czas (najczê�ciej od 1 do 30 minut)

3. Dodaj 2 ml buforu wybarwiaj¹cego II (z PI; 50 µg/ml) i ponownie inkubuj
przez wyznaczony eksperymentalnie czas w celu lepszego wnikniêcia barwnika do
j¹der.

Przygotowanie cytometru
4. W³¹cz laser emituj¹cy promieniowanie 488 nm, nastêpnie cytometr i komputer

z nim po³¹czony.
5. Wyreguluj cytometr u¿ywaj¹c kulek kalibracyjnych lub materia³u ro�linnego

tak, aby CV pierwszego piku by³o poni¿ej 2%.
6. Przygotuj zawiesinê j¹der standardu wewnêtrznego, w³ó¿ j¹ do cytometru i

podczas jej przep³ywu ustaw wzmocnienie �wiat³a w cytometrze na takim poziomie,
aby jego pik G

0
/G

1 
by³ w takim kanale, a¿eby przy pomiarze z ro�lin¹ badan¹ na

histogramie by³ widoczny równie¿ pik G
0
/G

1
 tej ro�liny (ryc. 5).

Przeprowadzenie pomiaru
7. W³ó¿ próbê do cytometru i prowad� pomiar z szybko�ci¹ 20�50 j¹der/s

(wiêksza szybko�æ mo¿e spowodowaæ wzrost CV; powszechnie akceptowane jest
CV poni¿ej 5%, jakkolwiek dla gatunków �trudnych� � zawieraj¹cych inhibitory
wybarwiania � dopuszcza siê CV nieco wy¿sze) w 5000�20 000 j¹drach.

8. Okre�l �redni¹ pozycjê (numer kana³u) piku G
0
/G

1
 ro�liny badanej i standardu

wewnêtrznego i oblicz zawarto�æ DNA wed³ug wzoru:

zawarto�æ 2C DNA w próbie (pg) = �rednia pozycja piku próby/�rednia pozycja
piku standardu wewnêtrznego × zawarto�æ 2C DNA standardu wewnêtrznego (pg)
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ANEKS

Bufory u¿ywane do izolacji i wybarwiania j¹der

Do przygotowania buforów u¿yj destylowanej dejonizowanej wody, a po przy-
gotowaniu przefiltruj roztwór przez filtr o wielko�ci oczek 20�50 µm. Je�li bufor
ma byæ przechowywany, zautoklawuj go. Przed u¿yciem dodaj DAPI w stê¿eniu 2
µg/ml lub PI i RNazê w stê¿eniach 50 µg/ml. Do izolacji j¹der mo¿esz te¿ u¿ywaæ
komercyjnych buforów firmy Partec (www.partec.com). Wskazane jest, aby do
przygotowania próby u¿ywany by³ bufor lodowato zimny.

I. Procedura jednostopniowa
Bufor Partec
0,1 M Tris
2,5 mM MgCl

2
·6H

2
O

85 mM NaCl
0,1% (v/v) Triton X-100
pH 7,0
Bufor mo¿e byæ przechowywany w lodówce do kilku miesiêcy.

Bufor Galbraitha [10]
45 mM MgCl

2

20 mM MOPS
30 mM cytrynian sodu
0,1% (v/v) Triton X-100
pH 7,0
Bufor mo¿e byæ przechowywany do 6 miesiêcy w �20oC.

Bufor LB01 [6]
15 mM Tris-Cl, pH 7,5
2 mM Na

2
EDTA

0,5 mM spermina·4HCl
80 mM KCl
20 mM NaCl
0,1% (v/v) Triton X-100
po przefiltrowaniu dodaj 15 mM  b-merkaptoetanolu
pH 7,5
Bufor mo¿e byæ przechowywany do 6 miesiêcy w �20oC.

Bufor Tris                      Bufor cytrynianowy
100 mM NaCl                    10 mM Na

2
EDTA

10 mM Na
2
EDTA                10 mM cytrynian sodu

0,1% (v/v) Triton X-100           pH 4,8
10 mM Tris-Cl, pH 7,5            U¿ywaj �wie¿o przygotowany.
U¿ywaj �wie¿o przygotowany.
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II. Procedura dwustopniowa
Bufor Otto [18]
I
0,1 M kwas cytrynowy
0,5% (v/v) Tween 20
II
0,4 M Na

2
HPO

4
·12H

2
O

Nie reguluj pH roztworów. Roztwór pierwszy przygotuj bezpo�rednio przed
u¿yciem; drugi mo¿e byæ przechowywany do 6 miesiêcy w temperaturze pokojowej.

DEFINICJE

wg [11]

x � symbol liczby chromosomów genomu monoploidalnego i/lub podstawowej
liczby chromosomów serii generatywnych poliploidów organizmów pokrewnych.

n � symbol zredukowanej mejotycznie (haplofazowej, gametycznej) liczby
chromosomów organizmu.

2n � symbol niezredukowanej (diplofazowej, zygotycznej) liczby chromosomów.
C � zawarto�æ DNA w holoploidalnym genomie zawieraj¹cym n chromosomów;

skrót dla wielko�ci genomu holoploidalnego.
Cx � zawarto�æ DNA w monoploidalnym genomie z podstawow¹ liczb¹

chromosomów x; skrót dla wielko�ci genomu monoploidalnego.
Genom j¹drowy � pojêcie okre�laj¹ce komplet chromosomów wraz z jego DNA,

charakterystyczny dla danego organizmu; w organizmie poliploidalnym (zak³adaj¹c,
¿e diploid jest generatywnym poliploidem o najni¿szym mo¿liwym poziomie
poliploidalno�ci) termin ten mo¿e byæ równie¿ stosowany do okre�lenia monoploi-
dalnego zespo³u chromosomów wraz z jego DNA.

Genom monoploidalny � pojedynczy zespó³ chromosomów danego organizmu
wraz z jego DNA, zawieraj¹cy x chromosomów.

Genom holoploidalny � ca³y zespó³ chromosomów (z liczb¹ chromosomów n)
wraz z jego DNA, charakterystyczny dla danego organizmu (n lub 2n), niezale¿nie
od stopnia jego poliploidalno�ci, aneuploidalno�ci itp.
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