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Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

vitejte ve Vranovské Vsi na sympoziu vénovaném metodam, které se u nds pouzivaji v rostlinné
experimentalni biologii. Byly bychom radi, kdyby se podatilo zalozit novou tradici setkavani
odborniki v této oblasti nad metodickymi postupy. Prvni ro¢nik neni zaméfen na konkrétni
metodicky problém, nasim cilem je spiSe “zmapovat” zdjem o podobnou akci a spektrum
pouzivanych metod.

Sbornik, ktery dostavate do rukou, je souhrnem ptispévki, které budou na sympoziu
prezentovany. Snazili jsme se sefadit je zhruba podle strategie piistupu ke studovanému materialu.
V budoucnosti planujeme knihu abstrakt rozsifit a ustavit jakousi stalou edici, ziejmé v elektronické
podobé€, prezentovanou na strankach Internetu. Bude tak mozna jeji pribézna aktualizace. Pti
nevelké rozloze naSeho statu by se takto dala postupné podchytit v§echna pracovisté na nasSem
uzemi, ktera se (byt tfeba jen nepiimo) rostlinami zabyvaji. Dalsi setkani by se pak konala
v podobé jakychsi “workshopti” cilenych na urcitou metodickou oblast. Jsme pfitom vedeni snahou
vylepsit vzajemnou informovanost o praci kolegt, ktera bude jisté pfinosem pro nas vSechny.

Piejme si spolecné, abychom odchézeli z tohoto setkani obohaceni o nové poznatky a
inspirovani k dalsi praci.

V Praze dne 17.10.1997

Za organizacni vybor
Jan Petrasek

Védecka rada:
Véra Capkova (UEB AVCR, Praha)
Miroslav Kaminek (UEB AVCR, Praha)
Ales Kovatik (BFU AVCR, Brno)
Ivana Machakova (UEB AVCR, Praha)
Jan Martinec (UEB AVCR, Praha)
Jan Petrasek (UEB AVCR, PiF UK, Praha)
Olga Votrubova (PiF UK, Praha)

Organizacni vybor:
Tomas Feltl, Jan Martinec, Jan Petrasek, Olga Stajnrtova

Informace z této konference, v¢etné abstrakt, budou zptistupnény na internetové strance:
www.ueb.cas.cz/methods
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Pouzité metody stanovenia Peroxizomicinu A,
Argalasova, K., Lux, A., Bovanova, L., Mikus, M., Brandsteterova, E., Piieyro, A. L.

Katedra fyziologie rastlin, Universita Komenského, Mlynska dolina B-2,136, Bratislava
tel: (0421) 07/79 66 47, e-mail: argalasova@fns.uniba.sk

Ciel'om prace bolo stanovit' a porovnat’ pritomnost’ Peroxizomicinu A v rastlinnom druhu
Karwinskia humboldtiana (Cel'. Rhamnaceae). Peroxizomicin A, (3,3’ -dimetyl-3,3",8,87,9,9"-
hexahydroxy-3,3",4,4 -tetrahydro-(7,10")-biantracen-1,1"- (2H,2"H )-dion), na zaklade molekulovej
hmotnosti oznacovany aj ako T-514 je charakteristicky selektivnou in vitro toxicitou na zivo¢isnych
tumoralnych bunkach (PINEYRO 1994).

Na stanovenie Peroxizomicinu A | boli pouzité dve chemické metddy:

a) metoda TLC
b) metéda HPLC

a) V pripade stanovenia Peroxizomicinu A metédou TLC, Peroxizomicin A, bol
chloroformom (10 ml/g ¢.h.) extrahovany z Cerstvého, odvazeného rastlinného materialu
Karwinskia humboldtiana ziskaného z podmienok in vivo a vysuseny pod zniZeny tlakom. VysuSeny
chloroformovy extrakt bol rozpusteny v 1 ml chloroformu a nandsany na TLC platne 8 x 10 cm (
SILICA GEL 60F-254 Division of EM Industries 0623 RGTH ), ktoré boli vyvijané v zmesi
benzén - aceton (2 : 1). Pritomnost” Peroxizomicinu A na platni bola sledovana pomocou UV
svetla a porovnavana so Standardom ziskanym z laboratoria Dr. Waksmanovej z Mexika. Silica
gel bol zoskrabany z podlozky a niekol'’kokrat opakovane extrahovany v chloroforme, vysuseny
vo vakuu a rozpusteny opit’ v 1 ml chloroformu. Cistota ziskanej frakcie bohatej na Peroxizomicin
A, bola sledovana opakovanou kochromatografiou jednotlivych vzoriek so Standardom
(Peroxizomicin A ). Kvantifikdcia Peroxizomicinu A, bola uskuto¢nena spektrofotometricky
(spektrofotometer: SPEKOL - K - 20). Zasobny roztok Peroxizomicinu A, (680 mg . 10 ml”!
chloroformu) bol rozriedeny na nasledujuce koncentracie: 0,68; 2,04; 3.4; 6,8; 10,2; 20,4 (mg .
ml ') a spektrofotometrom boli zaznamenané hodnoty absorbancie jednotlivych koncentracii pri
vinovej dizke 425 nm. Z nameranych hodnét absorbancie bola vytvorend kalibraénd krivka s
typickou linearnou funkciou:

x [mg] = ABS -0.0038
0,039

aregresnym koeficientom 0,9985.
Frakcie bohaté na Peroxizomicin A, izolované pomocou TLC z chloroformovych extraktov
boli zriedené 5, 25, 125 alebo 725 x a spektrofotometricky boli zmerané hodnoty absorbancie pri
vinovej dizke 425 nm.

b) V pripade stanovenia Peroxizomicinu A, HPLC metodou, Peroxizomicin A bol etylesterom
kyseliny octovej (10 ml/g ¢.h.) extrahovany z cerstvého, odvazeného rastlinného materialu
Karwinskia humboldtiana ziskaného z podmienok in vivo a vysuSeny pod zniZeny tlakom. VysuSeny
extrakt bol rozpusteny v 1 ml metanolu a stanoveny HPLC metddou na koléne Waters C , (150 x
3.9 mm, 4mm) s mobilnou fdzou metanol - timivy roztok Mcllvaine v pomere 60 : 40 pri pH 4 s
prietokom mobilnej fazy 0,7 ml/min za laboratornej teploty 23°C. Davkovany objem bol 20 ml.
Detekcia bola uréend pri vinovej dizke 269 nm.
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Porovnanim oboch pouzitych metdd stanovenia Peroxizomicinu A, sa metdda TLC javi
finan¢nej vhodnejsia, ale pri kvantifikacii uvedenej latky je nutné uprednostnit’ metddu presnejsiu
aucinnejsiu metodu HPLC.

Dal'sia dast’ vyskumu bude zamerana na stanovenie Peroxizomicinu A, zraslinnych druhov
Karwinskia humboldtiana a Karwinskia parvifolia, ktoré sa z hl'adiska percentualneho podielu a
chemickej dostupnosti prave Peroxizomicinu A javia najzaujimavejSie (WAKSMAN akol. 1990).
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Extrakce, ¢iSténi a stanoveni cytokininu

Balla. J., Klems, M., Blazkova, J., Prochazka, S.

Ustav botaniky a fyziologie rostlin, AF MZLU Brno, Zem&d&lska 1, 613 00 Brno
tel: 05/45 13 30 23, e-mail: maci(@dahlia.vszbr.cz

Abstrakt

Vyznamnou skupinou rostlinnych hormonti jsou cytokininy. Cytokininy stimuluji déleni bun¢k
anaurovni integrity rostliny podporuji napt. vétveni. Tvoii velmi pocetnou skupinu fytohormonti
chemicky odvozenych od adeninu. Nejcastéji se cytokininy v rostlinach vyskytuji jako volné
baze, ribosidy, ribotidy a glukosidy a to ve velmi malych mnozstvich, v ng/g ¢erstvé hmotnosti
rostlinného materialu.

Vzhledem k jejich malému mnozstvi v pletivech a snadné oxidaci izoprenoidnich cytokinint
jsou extrahovany organickymi rozpoustédly s antioxidantem. Purifikace probiha v nékolika krocich.
Nejprve jsou odstranény lipidy a lipofilni barviva (chlorofyl) pfi centrifugaci homogenatu v
Bieleskiho fixazi (metanol : chloroform : kyselina mravenéi : voda=12:5 : 1 : 2). Doplnénim
extraktu o polovinu objemu vodou dosdhneme pii centrifugaci oddéleni supernatantu (vodny metanol

—+— vodny metanol s cytokininy

sediment
v: chloroform

s kyselinou mravenci) od chloroformu (chlorofyl, tuky atd.), ve kterém neni Zadna ztrata cytokininti
(zjisténo pomoci radioaktivniho standardu).

Vodny metanol je pak odpafen na rota¢ni vakuové odparce do sucha. Pro piipadnou potiebu
Stépeni ribotidl kyselou fosfatdzou jsou vyfoukany zbytky kyseliny mravenéi v digestofi. Dalsi
purifikace probiha v acetdtamonném pufru na kolonach iontoménic¢d. Na koloné¢ P-celulozy
dochazi k pozitivni sorpci cytokinint, z této kolony jsou pak eluovany hydroxidem amonnym. Na
DEAE-celuléze jsou zachyceny necistoty se zapornym nébojem. Posledni krok ¢isténi je
chromatografie na reverzni fazi - cytokininy jsou zachyceny na kolonce hydrofobniho C18 materidlu
(Sep-pak). Eluovany jsou ze C18 kolon metanolem. (MACHACKOVA et al. 1983).

Po separaci cytokininti pomoci HPLC na baze a ribosidy zeatinu, izopentenyladeninu a
benzyladeninu nasleduje kvantitativni stanoveni jednotlivych cytokinini ELISA testem (STRNAD
et al. 1992) jehoz citlivost je v pmol. Principem ELISA stanoveni je kompetice cytokininu z
rostlinného extraktu a cytokininu zna¢eného enzymem (alkalicka fosfatdza) ve vazbé na specifickou
protilatku. Substratem slouzicim k vlastnimu stanoveni fosfatdzy je pak p-nitrofenylfosfat a
absorbance se odecita pii 405 nm na readru Uniscan.

Test se provadi v jamkéach mikrotitracnich desticek. Postup zacina navazanim protilatek na
stény jamek. Po inkubaci se pfebyte¢né protilatky vymyji a pipetuje se standartni cytokinin a
cytokinin izolovany z rostlinného extraktu. Po navdzani cytokininu se desticka opét promyje a
pridava se cytokinin konjugovany s alkalickou fosfatazou. Pfida se konstantni mnozstvi substratu.
Po kratkodobé inkubaci (15 - 60 minut) je enzymaticka reakce zastavena hydroxidem sodnym. Po
méfeni absorbance a sestaveni kalibra¢ni kiivky se odecitd presné mnozstvi cytokinini ve vzorcich.
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Cisténi cytokinintl zagina piipravou materialu a homogenizaci vzorkt prvni den, dalii den
probiha vlastni purifikace, nasledujici den separace precisténych extrakti na HPLC, dalsi den
nasleduje piiprava materialu na ELISA stanoveni a posledni den vlastni ELISA.

Ke zjisténi ztrat cytokininti béhem ¢isténi extraktl je vhodné piidat do extrakta radioaktivni
standart o znamé aktivit¢ ihned po homogenizaci vzorkt. Vytézek se zjistuje po poslednim odpaieni
vzorku do sucha (pied nastiikem na HPLC).

K nezbytnému laboratornimu vybaveni patii centrifuga, rotaéni vakuova odparka,

peristalticka pumpa nebo separator Dorcus, HPLC, zatizeni pro méfeni radioaktivity, ¢tecka pro
ELISA-test, uvedené chemikalie.
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Metody subceluliarnej frakcionacie a ich vyuzitie pri Stadiu
vnttrobunecnej kompartmentalizacie cytokininovych metabolitov
a lokalizacie -glukozidazy Zm-p60

Benkova. E.

Biofyzikalny tstav AVCR, Kralovopolska 135, Brno
tel: 05/41517184, fax: 05/41211293, e-mail: benkova@ibp.cz

Metabolické deje, ktoré sa v bunke odohravajii, maju nielen svoj ¢asovy, ale aj priestorovz
priebeh. Vnutorna Strukturalizécia je pre bunku zaroven ur¢itou kompartmentalizaciou funkeii.
Hlavné fyziologické procesy sa odohravaju v $pecializovanych bunec¢nych organelach (s
chloroplastami spojena fotosyntéza, respiracia typicka pre mitochondrie, proteosyntéza na
ribozémoch, geneticka kniznica v jadre). Pre takéto funk¢né ¢lenenie bunky je dolezitd vzajomna
komunikacia medzi bune¢nymi kompartmentami, prenos latok a signalov. Priestorova
kompartmentalizacia tak moZe byt vyznamnym prvkom riadiaceho mechanizmu bunky.

Jednym z metodickych pristupov k $tadiu priestorovej kompartmentalizacie latok a
metabolickych procesov v bunke je subcelularna frakciondacia; separacia bune¢nych organel a
izolacia cCistych, morfolologicky a fyziologicky intaktnych Struktur bez kontaminécie inymi
buneénymi partikulami. Setrna a u¢inna homogenizacia materialu je predpokladom Gspesnej
separacie neporusenych organel. Vyber sposobu homogenizacie zavisi na charaktere vychodzieho
pletiva, vlastnostiach izolovanej bune¢nej organely a Studijnych ciel'och, na ktoré ma byt’ pouzita.
Mechanické spdsoby homogenizacie materialu (rozotrenim s pieskom v trecej miske, krajanim a
mixovanim materidlu, sonikdciou) su pristupy invazivnejsie, vyzadujuce si va¢§ie mnozstvo
vychodzieho materidlu s mensim vyt'azkom. Ich vyhoda je vSak v rychlosti, s ktorou je mozné
organely izolovat’ a vyhnut’ sa tak rozsiahlejsim metabolickym zmenam, s ktorymi je spojena 10-
15 hodinova kultivacia pletiv v enzymatickych roztokoch. Uvolnenie buniek enzymatickym
natravenim a ich nésledné rozbitie osmotickym Sokom je jeden z najSetrnejSich pristupov, ktorym
mozno ziskat’ organely s vysokou intaktnost'ou a ¢istotou. V tomto pripade je ale nutné pocitat’ s
metabolickymi zmenami, ku ktorym dochadza pocas dlhodobej kultivacie v traviacom médiu.
Rozbitim buniek sa dostavajt organely do priameho kontaktu s toxickymi latkami, ktoré sa uvoltiuju
z detoxifika¢nych oddielov bunky. Homogeniza¢né médium preto musi obsahovat’ latky, ktoré ich
chrania proti fenolom, chindnom, oxiddzam t'azkych kovov a zabraiuja povrchovej denaturacii.
Separacia organelarnej frakcie zhomogenizovaného materialu moze byt prevedena - centrifugéciou,
elektroforeticky, fizovou separaciou, Specifickou adsorpciou. Vyber adekvatnej metody je nutné
posudzovat vzhl'adom k materialu a bune¢nej partikule, ktora je izolovana.

Kritériom Cistoty izolovanej subcelularnej frakcie je aktivita markerovych enzymov viazana
na konkrétny typ bunecnej organely (napr. cytochrom-c-reduktaza pre endoplazmatické retikulum,
cytochrom-c-oxidaza pre mitochondrie, kataldza pre mikrozomalne telieska, glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaza pre chloroplasty, a-mannozidaza pre vakuoly, ¢i fruktdzo-6-fosfat
fosfotransferaza pre cytoplazmu). Morfologickd a fyziologicka intaktnost’ je hodnotena
mikroskopicky, alebo na zéklade aktivity markerového enzymu.

Kazdy novy objekt, ktory sa stane predmetom subcelularnej frakcionacie si vyzaduje
modifikaciu a optimalizaciu protokolu na izolaciu prislusnej bune¢nej organely.

Pre ucely stidia subcelularnej kompartmentalizacie cytokininovych metabolitov a lokalizacie
B-glukozidazy Zm-p60, enzymu s vyznamnym postavenim v metabolizme cytokininov, bol
optimalizovany protokol na izolaciu chloroplastov Nicotiana tabacum SR1 z rastlin pestovanych
in vivo a protokol na izolaciu vakuol Nicotiana tabacum SR1 z rastlin pestovanych in vitro.
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Pre izolaciu chloroplastov bolo listové pletivo homogenizované krajanim a mixovanim
vysokootackovym homogenizatorom v homogeniza¢nom pufry obsahujicom polyvinylpyrolidon,
kyselinu izoaskorbovu, EDTA a bovinny sérum-albumin (BSA), ako hlavné ochranné latky.
Chloroplasty boli purifikované centrifugaciou na gradiente Percol. Intaktné chloroplasty sa
koncentrovali na medzivrstve 40-80% Percolu. Ziskana bola chloroplastova frakcia s 98-99%
intaktnostou, bez kontaminacie cytozolom a mikrozomalnymi telieskami, s menej ako 2%
kontaminaciou mitochondriami a 4-5% kontaminaciou endoplazmatickym retikulom.

Mechanickd homogenizacia nie je pre izolaciu vakuol dostato¢ne Setrnd metoda. K ziskaniu
intaktnej vakuolarnej frakcie boli preto najprv izolované protoplasty (podl'a modifikovanej metody
Nagy a Maliga, 1976). K uvol'neniu vakuol z protoplastov doslo po tepelno-osmotickom Soku a
ich separacia od ostatnych bune¢nych kompartmentov bola prevedena flotovanim. Intaktné vakuoly
sa koncentrovali na interfaze 5% roztoku Ficol a 0,6% betainu (Dombrowski J.E. at al., 1993).
Uspesnost izolacie vakuol z protoplastov mezofylu listov bola hodnotena ako zvysenie aktivity
vakuolarneho markerového enzymu a-mannozidazy vo vakuolarnej frakcii oproti jeho aktivite v
protoplastoch. Izolovana vakuolarna frakcia mala 4-5x vyssiu aktivitu a-mannozidazy v porovnani
s protoplastami.
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Patch-Clamp as a Tool in Plant Physiology

de Boer. A.H.

Vrije Universiteit, Faculty of Biology, Department of Genetics, Section Plant Physiology
De Boelelaan 1087, 1081 HV Amsterdam ,The Netherlands

tel.: (31) 20 4447162, fax: (31) 20 4447155, e-mail: ahdeboer@bio.vu.nl

An important function of biological membranes is to create and maintain gradients in ion and
solute concentrations. Proteins embedded in the membranes control which ions/solutes are
accumulated and which are excluded. These transport proteins can be divided in three catogories:
1. Primary pumps (using ATP, redox energy or light as energy source), 2. carriers (tranport coupled
to the gradient of another ion) and 3. Ion channels (tranport driven by electrochemical gradient).
Tranport is important for many aspects of plant growth and development: cell expansion, mineral
nutrition, long distance transport in phloem and xylem, cellular and whole-plant responses to
environmental signals and in hormonal signal transduction.

Electrophysiology is the study of transport carrying a net charge across membranes and the
proteins that are responsible for that. The patch-clamp technique is the highest-resolution method
and since its introduction by Neher and Sakmann in the early 1980s it has been applied succesfully
to plants.

In this seminar an overview will be given of the transport proteins identified thus far. It will
be explained what the patch-clamp technique is and what kind of equipment is necessary to set-up
a work station. Then the isolation of cells suitable for patch-clamp measurements and the methods
to make a so-called 'giga-seal' will be discussed. After the seal has been formed, the experimenter
must decide on which configuration (e.g. whole cell, excised inside-out or outside-out patch) and
which computer protocol to use, depending on what the experimenter is interested in. Once the
measurements have been made, the data must be interpreted and presented in the right format.
Examples of measurements will be given and it will be explained how to 'read' the figures. In the
end some 'new' methods which will be indispensible in future patch-clamp studies will be briefly
introduced; e.g. expression cloning, heterologous expression and reverse genetics.
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Detekce PR-proteinii po jejich elektroforetickém déleni
Burketova, L., Sindelafova, M.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovce 1a, 160 00 Praha
tel: 02/24 31 01 09, fax: 02/24 31 01 13, e-mail: elsindel@site.caz.cz

Oznaceni skupiny nove syntetizovanych proteinti v rostlinach infikovanych viry ¢i houbovymi
patogeny jako PR-proteiny (pathogenesis-related proteins) - proteiny souvisejici s patogenezi,
bylo na zéklad¢é pozdé&jsich poznatki rozsifeno téZ na proteiny indukované dalsimi biotickymi ¢i
abiotickymi faktory. Mezi tyto dalsi induktory PR-proteint patii zejména n€které chemické latky
(kyselina salicylova, akrylova, 2,6-dichloroisonikotinova, t€zké kovy), mechanické poskozeni
pletiv, osmoticky stres, solny stres, starnuti rostlin atd. Pfi studiu indukce, vlastnosti a funkce
téchto noveé syntetizovanych proteinti byla potvrzena jejich role v indukované rezistenci k
naslednému patogenu, na které se v pripadé superinfikujicich hub a bakterii podili glukanasova a
chitinasova aktivita nékterych z nich (skupiny PR-2,PR-3).

Zatimco kyselé PR-proteiny jsou extracelularné vylu¢ovéany, bazické se akumuluji ve
vakuolach. Kyselé¢ PR-proteiny se vétSinou analyzuji v extracelularni tekuting ziskané odstfedénim
po vakuové infiltraci pfislusného roztoku. K rozdéleni proteind se pouziva elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu za nativnich a denaturujicich podminek. Enzymové aktivity jednotlivych
bandt jsou detekovany v prekryvacim gelu (chitinasy) nebo ptimo v PAGE gelu (glukanasy).

Extrakce extracelularni kapaliny (Parent and Asselin, 1984)
Listové Cepele se nastiihaji na mensi ¢asti o vekosti asi 5x6¢m nebo se v pripadé malych listki
ponechaji celé. Takto upravené listy ponofené v roztoku: 25mM tris-HCI, pH 7,8 obsahujici
0,5M sacharézu; 10mMMgClL,; 10mM CaCl, ; 0,5mM phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF);
SmM 2-merkaptoetanol, se vakuové infiltruji, jemné osusi a svinou tak, aby je bylo mozZno bez
poskozeni vlozit do kyvety nebo upravené injekéni stiikacky. Infiltrat ziskany naslednou
centrifugaci pti 1000g 10 min, 4C se miiZze bezprostifedné pouzit pro analyzu proteinii PAGE nebo
ulozit pii -18C.
* Pro centrifugaci vakuové infiltrovanych listd jsou vhodné centrifuga¢ni kyvety o objemu 30-
50 mls malym mnozstvim sklenénych kulicek nebo jiného inertniho materialu.
Srolované listy se vlozi na vrstvu kuli¢ek v kyveté. Jinou moznosti je pouZiti upravené
injekénti stiikacky (zkratit, vyjmout pist, na dno sttikacky vlozit sitko) umisténé astim
v mikrokyveté eppendorf ve vétsi (30-50ml) centrifugacni kyvete.
* Pfi manipulaci s listy je nutné se vyvarovat zbyte¢ného poskozeni pletiv, jinak se vzorek
kontaminuje intercelularnimi proteiny.
* Neékteti autofi pouzivaji misto vySe uvedeného roztoku pro infiltraci pouze deionizovanou
vodu. Vynechani sachar6zy umoziuje snadné zakoncentrovani vzorku lyofilizaci.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Molekulové vahy extracelularnich proteinti jsou stanovovany pomoci PAGE za denaturujicich

podminek (SDS) podle obvyklého postupu (.....), spektrum kyselych proteint v nativnich PAGE

gelech podle Laemmliho (1970). V obou postupech se pouzivaji ploché polyarkylamidové gely:

4% zaostfovaci a 7,5-10% rozliSovaci.

* Pfed nandsSenim vzorki je potfeba stanovit obsah proteini ve vzorcich napt. podle
Bradfordové (......) a upravit koncentraci zfedénim.

Barveni gela
Gely mohou byt barveny Coomasie R-250
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pii slabsi koncentraci proteinti je vhodné&jsi obarvit gely stfibrem. V nasi laboratofi pouzivame
modifikovany postup podle Marcinky:

Prislusnost jednotlivych bandii k molekulovym vaham a relativni mobilitu nativnich proteint
vyhodnocujeme pomoci elfomodulu videoimagingu Lucia (LIM).

Stanoveni glukanasové aktivity v gelech

Izoenzymy b-1,3-glukanas rozkladaji substrat laminarin na glukézu a redukujici oligomery, které

vytvaieji barevnou reakci s triphenylterazoliovym regens.

PAGE gel po elektroforéze za nativnich podminek se nejprve promyva deionizovanou vodou

(3x 5 min, 200ml vody na kazdé promyti) a ekvilibruje v 0,05 M acetatovém pufru (pH 5,0) (5

min), poté se gel prenese do roztoku 2% laminarinu ve stejném pufru a inkubuje pii 40C 40-60

min. Po skon¢eni inkubace se gel opét oplachne deionizovanou vodou, ustali v roztoku obsahujicim

25% metanolu a 10% kyseliny octové a znovu kratce oplachne vodou. Bandy s glukanasovou

aktivitou se vizualizuji v roztoku 1M NaOH obsahujicim 0,1% 2,3,5-triphenylterazolium chloridu

v horké vodni 1azni (65-70 C) za neustalého pohybovani gelem v 1azni. V prabéhu 10 minut by se

meély v misté glukanasové aktivity objevit tmavé ¢ervené bandy. Gely se uchovavaji v roztoku:

25% metanolu, 10% kyseliny octové a 5% glycerolu nebo je 1ze obarvit Coomasie R-250 ¢i

stiibrem.

* Pro vylouceni faleSnych pozitivit se pfipravi blank: gel se stejnymi vzorky se inkubuje v
acetatovém pufru bez substratu (laminarinu), jinak je postup zcela stejny.

* Pouzity roztok substratu laminarinu je mozno zmrazit (-18C) a po ur¢itou dobu uchovavat,
roztok 2,3,5-triphenylterazolium chloridu je potteba piipravit vzdy Cerstvy.

* Prilisné pozadi je obvykle diisledkem nedostate¢ného promyti gelu vodou nebo pfilis vysokou
teplotou vodni 1azné pii vyvolavani reakce.

Stanoveni chitinasové aktivity v gelech

Metoda vyuziva skutecnosti, Ze se glykolchitin, ktery je substratem chitinas, afinitné¢ vaze na

Fluorescent brightner 28. V mist¢ bandu s chitinasovou aktivitou je substrat rozloZen a k vazbé na

Fluorescent brightner 28 (calcofluor) nedochazi. Tato mista se na UV transiluminatoru jevi jako

tmavé nefluoreskujici bandy na fluoreskujicim pozadi.

PAGE gel po nativni elektroforéze se Smin ekvilibruje v 0,1 M (pH 5,0) acetatovém pufru, poté

se prekryje prekryvacim akrylamidovym gelem obsahujicim glykolchitin(.....) a inkubuje ve

vlhké komoie 1-2 hodiny pii 38 C. Po ukonceni inkubace se piekryvaci gel sejme s rozliSovaciho

gelu a inkubuje 5 min ve tmé s ...roztokem Fluorescent Brightneru. Dale se gel promyva

deionizovanou vodou nejmén¢ 2 hodiny nebo ptes noc pii 4 C. Bandy jsou viditelné na UV

transiluminatoru jako tmava mista na fluoreskujicim gelu.

* V piipadé blanku se postupuje stejné s tim rozdilem, Ze se do piekryvaciho gelu nepfidava
glykolchitin.

* Je nutné zajistit dokonaly kontakt obou gelti po celé plose, napi. vytlaceni piipadnych
vzduchovych bublin valenim sklenéné pipety.

* Bandy s chitinasovou aktivitou se oznaci propichnutim gelu nebo se piekresli na transparentni
folii a porovnaji s rozliSovacim gelem po jeho obarveni.

* Neékteti autofi doporucuji stanovovat glukanasovou aktivitu v rozliSovacim gelu po jeho
inkubaci s piekryvacim gelem obsahujicim glykolchitin. V nasi laboratofi jsme vSak s
timto postupem neudélali dobrou zkusenost.

Potirebné vybaveni

* vertikalni elektroforéza
* kyvacka - shaker na barveni gela
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* centrifugy

* termostat

* yvakuova pumpa

* mrazici box (-18C)
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Strategie elektroforetického déleni bilkovin

v

Capkova, V.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, odd. biologie pylu, Ke dvoru 15, Praha 6 166 30
e-mail: capkova@site.cas.cz

Elektroforetické déleni bilkovin (elfo) patii mezi bézné pouzivané postupy a piesto ¢asto
ziskané vysledky zaostavaji za moznostmi této metodiky. Pfed vlastnimi analyzami se vyplati
vzit uvahu fadu faktort, které mohou velmi vyrazné€ ovlivnit kone¢ny vysledek déleni bilkovin.
1) moznosti déleni: a) celych funkénich komplexi (Blue PAGE)

b) nativnich bilkovin (IEF)
¢) denaturovanych bilkovin (SDS-PAGE)
d) kombinaci a-c ziskat komplexni obrazek (2-D-SDS-PAGE)
2) moznosti bunécné frakcionace na:
a) rozpustné (cytosolické bilkoviny)
b) nekovalentné vazané bilkoviny
¢) bilkoviny bunéénych kompartmentii: ER, Golgi, mitochondrii, chloroplastt,
bunééné stény
3 ) moznost modifiovat homogenizace a extrakce, moznost volby osmotické hodnoty, molarity a
pH pufru, typu a koncentrace neiontovych i iontovych detergentti a soli
4) moznost identifikovat ur¢ité, znamé bilkoviny jejichz zviditelnéni je mozné i na pozadi smési
ostatnich bilkovin ( enzymatické reakce, imunodetekce)
5) identifikovat a charakterizovat bilkoviny, které se objevuji jako odraz vyvojovych nebo
indukovanych procest v rostlinnych burikach.

Jaké otazky je mozno Fesit pomoci elfo:

1) ukédzat zménu bilkovinného spektra jako funkéni odpoveéd’ buriky

2) ukazat syntézu bilkovin v daném ¢asovém rozmezi a za danych podminek

3) ukézat polocas rozpadu nové syntetizované bilkoviny

4) ukazat putovani a translokaci bilkovin v burice

5) ukéazat posttransla¢ni modifikace typu glykosylace a fosforylace

6) vyuzit N-glykosylace bilkovin ke studiu jejich funkce pomoci inhibitorti glykosylace

7) ukézat produkty translace in vitro a glykosylace (kotransklace) in vitro

8) spojit metodu transkripce in vitro, translace a kotranslace in vitro k zviditelnéni nascentniho a
posttranslacné modifikovaného bilkovinného produktu analyzovaného genu

Z méné obvyklych metod se chei zminit o izolaci bunéénych stén a o posttransla¢nich modifikacich,
o N-glykosylacich.

Izolace bunéénych stén

Cilem préce je ziskani sténové frakce bez kontaminace cytozolem. Metoda je zaloZena na
plasmolyze a ndsledném oddéleni sténové frakce centrifugaci ptes cukerny polstarek pii nizkych
hodnotéach rpm (Fry 1991). Metoda je vhodna pro izolaci stén somatickych i gametofytickych
bun¢k. Minimalni navazka ¢erstvé hmoty je 10 mg.
Postup prace:
Homogenizaci pufrem ( 40% sacharoza, 10mM DTT, 20 mM Hepes pH 7,5 /NaOH/) je tieba
délat ve tfence, bez dusiku a bez pisku. Po homogenizaci probiha plasmolyza po 30pii 0°C.
Dalsim krokem je sonikace, kdy pocet 1/2 minutovych sonikaci je nutno stanovit na zakladé
priubézné mikroskopické kontroly a analyzy cytozolickych bilkovin uvoliiovanych z homogenatu.
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Ocisténé stény jsou oddeleny centrifugaci pies polstarek: 50% sacharoza, 10mM DTT, 20mM
Hepes pH 7.5. Podil polstarku a homogenatu je 1:1. Nasleduje centrifugace - 15°/14 000g/3°C .
Sedimentované stény se smichaji s 2mM merkaptoetanolem a uchovavaji se pii -20°C. Pied
dal$im zpracovani je merkaptoetanol peclivé vymyt vodou a stény jsou zmrazeny v tekutém dusiku.
Zmrazené stény jsou homogenizovany pufrem bez detergenti a soli a po centrifugaci je hladina
bilkovin v supernatantu testovana kvantitativné i kvalitativné a tim stanovena Cistota preparace.
Supernatant takto ziskany by nemél obsahovat zadné bilkoviny. Nekovaletné i kovalentn¢ vazané
bilkoviny stén jsou piislusnymi pufry extrahovany a déleny na 1-D ¢i 2-D SDS PAGE.

Analyza glykoproteini pomoci inhibitoru N-glykosylace.

Metoda je pouzitelnd pro N-glykosylované a de novo syntetizované bilkoviny (ovéteno
lektinem ConA na W-blotu a fluorograficky po aplikaci znacenych aminokyselin). Pti studiu N-
glykoproteintd je mozno pouzit inhibitora glykosylace, tunikamycinu a castanosperminu (Elbein
1987).

Tunicamycin v rozsahu 200ng-200ug/1ml miiZe zcela zablokovat navazovani glykanového fetézce
na nascentni bilkovinu syntetizovanou na ER. Objevuji se tak pIn¢ glykosylované a deglykosylované
formy piislusné bilkoviny. Molekulova hmotnost nascentni podoby bilkoviny je prvnim dilezitym
udajem. Sledovani translokace obou forem studované bilkoviny do vyisolovanych bunéénych
kompartmentt ukaze roli glykanu pii ochrané proti proteazam a pti putovani bunkou. Vzhledem
ke specificnosti reakce tunikamycinu je mozno z poruchy bunécnych funkci po jeho aplikaci
usuzovat na funkci prislusného glykoproteinu.

Castanospermin je nutno dodavat ve vyssi koncentraci, od 250ug-900ug/1ml . Tento inhibitor
blokuje glukozidazu I a I , takze nové syntetizovany glykoprotein odchazi z ER nadbyte¢né
glykosylovan a glykoprotein ma vyssi molekulovou hmotnost. Tato forma glykanu nedovoluje
obou inhibitord je mozno ziskat dtlezité informace o roli glykanii a tim i o roli glykoproteinu v
burice.
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SPOTs- nova technika pro analyzu epitopi protilatek

Cefovska, N., Moravec, T.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovce 1, 160 00 Praha 6
tel: 02/243 101 08

Princip metody:

V soucasné dob¢ existuji dva rozdilné piistupy k vytvoreni kolekce peptidovych sekvenci
slouzicich pro studium vazebnych interakci peptid-protein, geneticky a synteticky. Geneticky
pristup zahrnuje klonovani: a bakterialni expresi ndhodnych DNA fragmentti jako fiznich proteinti
anasledny imunochemicky rozbor produkovanych proteinti a sekvenéni analyzu pozitivnich klont.

Druhy, synteticky pfistup, je representovan metodou syntézy peptidii na pevné fazi.
Reprezentantem tohoto pfistupu je napt. systém SPOTs dodavany firmou Cambridge Research
Biochemicals. SPOTs je nova technika, ktera umoziuje syntézu stovek peptidii na pevné fazi ve
formé¢ vhodné pro systematickou analyzu epitopi protilatek. Systém je jednoduchy, rychly a
relativné ekonomicky ve spotfebé reagencii. Pevny nosi¢ s navazanym peptidem je mozno po
regeneraci (odvazani protilatek) pouzit opakovang, a tak jedna syntéza poslouzi pro otestovani
vazebnych vlastnosti vice protilatek.

SPOTs je metoda, pomoci které mohou byt simultanné syntetizovany peptidy na derivatizované
celul6zové membrané a nasledné analyzovana jejich imunologicka reaktivita. Membrana je
derivatizovana tak, Ze nese volné aminoskupiny. Tyto volné aminoskupiny jsou uspotradany v
malych kruhovych skvrnach (spotech) v matici 8x12.

Pentafluorophenyl nebo N-hydroxy-oxo-dihydro-benzotriazin (Dhbt) estery aminokyselin
chranénych pomoci skupiny Fmoc (9-fluorenylmetoxykarbonyl) se v prvnim kroku naesterifikuji
na volné hydroxylové skupiny celul6zové membrany do spott, které byly oznaceny vyrobcem jiz
pred navazanim prvni aminokyseliny pomoci bromfenolové modfti (BPB). Po promyti a acylaci
vSech zbyvajicich volnych aminoskupin se membréana inkubuje v piperidinu, ktery uvolni Fmoc
chranéné funkeni alfa aminoskupiny. Ty se opét vybarvi BPB. Tato volna aminoskupina pak
umoziuje peptidoveé vazby s dalsi aminokyselinou.

Po ukonceni syntézy se peptidy navazané na membrané analyzuji neptimym imunologickym
tastem za uziti chromogenniho substratu. Pozitivni reakce protilatek s nasyntetizovanymi peptidy
se projevi vybarvenim spotu. Po ukonceni imunochemického testu mize byt membrana
regenerovana, protilatky odvazany a nasyntetizované peptidové determinanty lze pouzit pro dalsi
imunoreakce.

Laboratorni vybaveni:

Pro prvni pouziti si je nejlépe opattit SPOTs kit od firmy od Cambridge Research.
Biochemicals, ktery obsahuje i vSe potfebné, véetné programu pro generovani sekvenci
syntetizovanych peptidii. Mimo specialnich chemikalii ( napf. chranéné estery aminokyselin,
membrany, rozpoustédla, molekulova sita, protilatky) je nutné mit funkéni digestot, tiepacku,
automatické pipety na odméfeni riiznych objemi, teflonovou misku se sklenénym vickem pro
provedeni syntézy. Dale je nutné mit zaji§ténou odbornou likvidaci pouzitych organickych
rozpoustédel.

Pracovni postup:

Nejprve se musi ptipravit a otestovat pouzivana rozpoustédla na nepfitomnost volnych amind,
které by interferovaly s reakci BPB. a alfa aminoskupiny aminokyselin. . Nevyhovuji-li komeréné
dodévana rozpoustédla (N, N-dimethylformamid (DMF), 1-Methyl 2-pyrolidon (NMP)) je nutné
je precistit pfes molekulova sita 4A.
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Po té si musime rozvrhnout pocet vazebnych krokii v pracovnim dnu, jeden cyklus trva piiblizné
90 min.

Navazime estery aminokyselin, rozpustime v NMP a rozdélime na nékolik dévek, uskladnime je
pii -70° C, alikvoty pouzivané tentyz den sta¢i uchovat pti -20° C. (Pozor na nestabilitu
argininového derivatu, musi se odvazovat pro kazdy krok cerstvy!)

Aminokyseliny nanasime podle schématu generovaného pocita¢ovym programem, ktery je soucasti
kitu, nebo dle vlastniho schématu do modrych spotii na membranu. Pfidanim acetanhydridu dochazi
k acylaci vSech nezreagovanych aminoskupin. Déle se pisobenim roztoku piperidinu v DMF
odstépi Fmoc chranici skupina z alfa aminoskupiny.

Poslednim krokem syntézy je vybarveni spotu reakci BPB s alfa aminoskupinou Mezi jednotlivymi
kroky je membrana nékolikrat promyvana DMF a dal$imi rozpoustédly. Po skon¢eni kteréhokoliv
cyklu Ize syntézu prerusit, tj. membranu vysusit metanolem a uschovat vakuové zatavenou
v igelitovém sacku pii -20° C a kdykoli pokracovat v reakcei. Po skonceni posledniho cyklu syntézy
se musi odstranit ochranné skupiny na postrannich fetézcich aminokyselin v peptidu kyselinou
trifluoroctovou v dichlormetanu. Po nasledném vymyti a vysuSeni je membrana pfipravena pro
imunochemickou reakci. Jeji podstata spo¢iva ve vazbé prislusné protilatky se specifickou
aminokyselinovou sekvenci (nasyntetizovanym peptidem), reprezentujici spojity konformacné
nezavisly epitop. Jde v podstaté o formu ELISA testu na celul6zové membrang. Jako sekundarni
protilatka se pouziva protilatka znacena beta galaktosidazou, jejizZ chromogen se snadné&ji
odstranuje z membrany pfi regeneraci.

Vysledky imunoreakce se vyhodnocuji vizualné podle zabarveni skvrn.

Uskali metody:

Metoda je velmi naro¢na na soustiedéni, na kazdy z téméet stovky spotii se nanasi jina aminokyselina,
jediné prekapnuti zcela méni syntetizovanou sekvenci. Dale je tfeba ptisn¢ dodrzovat pravidla
pro praci s rozpoustédly (pii kontaktu odpadni TFA s DMF muiZe dojit k prudké exotermni reakci
¢i explozi).

Tipy a triky:

Nasim vylepsenim metody je pouzivani N, N -dimethylacetamidu misto N, N-formamidu.
Dimethylacetamid je mnohem stabilnéjsi po otevieni, neobsahuje volné aminoskupiny a tim odpada
piiSerna a zdlouhava prace pii piipravé molekulovych sit (zihani sit pii vysoké teplot¢) a nasledné
¢asove narocné Cisténi rozpoustédel. DMF, komeréné dodavany v deklarované Cistoté se ukazal
jako velmi nestabilni a po ve velmi kratké dob¢ otevieni obsahoval volné aminy.

Srovnani s alternativnimi metodami:

Podobna metoda syntézy peptida (pin method, ) pro tyto ucely byla navrZzena Geysenem et
al., (1984). Jeji podstata spoc¢iva v syntéze peptidii na Spicich polyakrylatem potazenych
polyetylenovych hrotd. Vyhodou SPOTs metody je moznost opétného pouziti regenerované
membrany pro né¢kolik protilatek.

Vedle zde uvedené metody SPOTscan 1ze uvedenou metodu pouzit i pro syntézu analogickych
peptida (SPOTsalogue) a téZ pro urceni velikosti epitopu (SPOTsize) nebo pro namnoZeni urcité
proteinové sekvence (SPOTsalot).

Literatura:

Blankenmeyer-Menge B. and Frank, R., (1990). New methods for the simultaneous multiple
synthesis of protected peptide fragments on cellusole disc supports. In ““ Innovation and
Perspectives in Solid Phase Synthesis™- 1989, (Epton, R., ed. ), Chapman and Hall Medical,
London pp, 1-10.

Blankenmeyer-Menge B., Nimtz M. and Frank R. (1990). An afficient method for anchoring Fmoc-
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Studies of cytokinin biosynthesis and metabolism

Dobrev, P., Kaminek, M.

Ustav experimentélni botaniky AV CR, Rozvojové 135, 162 05 Praha 6
tel: 02/36 83 05, 02/36 81 58, fax: 02/36 81 59 , e-mail: dobrev(@ueb.cas.cz

1. General considerations

Biosynthesis of compounds is a part of plant metabolism in which the product of biosynthesis is
simultaneously metabolite of its precursor(s). However, the approach to biosynthesis and
metabolism studies of particular substance is different. Biosynthesis studies are focused on
investigation of biochemical pathways leading to synthesis of compound(s) of interest. On the
other hand in metabolism studies the fate of compound of interest in biological system is analyzed.
Several important aspects have to be considered before beginning of studies of biosynthesis and
metabolism :

- Choice of biological material. 1deally, a biological system rich in investigated compounds
which have already been qualitatively and quantitatively characterized should be used.

- Choice of precursor. In in vivo biosynthesis studies substances suspected to be precursors of
investigated compound(s) are fed to the tissue. The right precursor should be specific for
investigated compound(s), i.e. with high rate of conversion. Good permeability of precursor into
tissue is also necessary. Precursor has to be available in radioactive or heavy labeled form.

- Choice of detection mode of products and intermediates.

a) Heavy atom labeled precursor

Advantages: ldentification of products by mass spectrometric(MS) detector is the most
unambiguous, allowing work without radioactivity.

Disadvantages: Limiting factor is the sensitivity of MS-detector. If the rate of conversion of
substrate(s) to product(s) is low, the tissue must be fed with high amounts of precursor to obtain
detectable amounts of product(s). This, however, can be expensive and nonphysiological. The
heavy labeled products are “’visible” only if their molecular masses are known, in other words
one must have an idea what products to expect.

b) Radioactivity labeled precursor

Advantages.: Precursor of high specific activity can be applied in low ( physiological )
concentration. All products are radioactively "visible”.

Disadvantages: Identification, based only on chromatographic properties is questionable, identity
of products should be confirmed by additional enzymatic and chemical conversions. Work with
radioactivity.

2. Cytokinins as object of biosynthesis and metabolism studies

In general, studies of biosynthesis and metabolism of cytokinins are hampered by the extremely
low levels of these compounds in plant tissues. As with other plant hormones, levels found are
10 up to 10°mol.(kgFW)'. Use of plant material with high cytokinin content and turnover, such
as actively dividing tissues, is preferable. Another difficulty is caused by the central role of the
most likely cytokinin precursors (adenine, adenosine or its nucleotides, mevalonic acid) in plant
metabolism. Thus, a major part of the precursor is incorporated into common purine metabolites,
and only very small part is incorporated into cytokinins. Due to this low conversion rate the use
of radiolabeled precursor is preferred. Most of investigations in which mevalonic acid (precursor
of isoprenoids- constituents of side chain of
cytokinins) was used as precursor of cytokinins, were unsuccessful.

3. Procedures in study of cytokinin biosynthesis and metabolism
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- Application of the precursor.

Solution containing radioactive precursor ( most often *H- or *C-Ade) can be (1) directly applied
on the surface of the tissue, (2) introduced in well, from which is sucked by an organ or (3) added
to incubation mixture in which tissue is submersed.

Appropriate incubation conditions, such as optimal temperature (25-30°C), buffered pH and shaking
can improve the uptake of precursor. Incubation time should be neither very short to allow uptake
of enough radioactivity by cells, nor too long to prevent further metabolite conversions ( usually
1-10 hours).

- Extraction and purification of metabolites.

Extraction proceeds at low temperatures(t. -20°C) with extractant minimizing activities of
phosphatases, e.g. 60% methanol, 5% formic acid, 35% water(v/v).

Metabolites can be purified by standard procedure for determination of endogenous cytokinins,
ase.g.:

Extract is passed through C18 column to remove most of lipophilic contaminants.

After evaporation and redissolving in acidic buffer (pH=3), the sample is applied to cation
exchange resin SP-Sephadex. This exchanger shows very good retention and high recoveries for
cytokinin bases, ribosides and glucosides.

Cytokinin nucleotides are purified by anion exchange chromatography on DEAE-Sephadex.
-Identification of products.

Unambiguous identification of the radioactive products is only possible by applying of combination
of chromatographic, enzymatic and chemical methods.

a) Chromatographic methods

Chromatographic identification is based on the coincidence of retention times of radioactive
products with standards. The metabolites are run on two or more chromatographic systems with
different mobile and stationary phases. No shift of the retention times of product from the standard
should occur when changing to other chromatographic system. Column chromatography (including
IAC), paper chromatography, 1D and 2D-TLC, and HPLC are used.

b) Enzymatic methods

Cytokinin nucleotides are identified enzymatically by treatment with nucleotidase. The released
riboside is identified chromatographically. 5'-Nucleotidase is used for determination of 5'-
phosphates. Cytokinin 3- and O-glucosides are deglucosylated by b-glucosidase and identified as
corresponding aglucons.

¢) Chemical methods

Treatment with diluted acids (HCI or TFA) removes ribose moiety and hydrolyzes the double
bond of the side chain.

Sodium periodate with subsequent addition of cyclohexamine removes the ribose and cleaves the
side chain.

Diluted aqueous permanganate at neutral pH and room temperature oxidizes the double bond and
cleaves the side chain.

The identification usually proceeds in this sequence:

First, the products are fractionated chromatographically. Then fractions of interest are treated
enzymatically and/or chemically and are again chromatographed. Shifts of retention times should
be observed depending on the treatment.

Literature:
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Frakcionace bilkovin z vegetativnich ¢asti rostlin na zakladé jejich
rozdilné rozpustnosti

Faltus, M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, oddé€leni Slechtitelskych metod, Drnovska 507, 16106 Praha 6
Ruzyng.

tel: (420) 02/36 08 51-9, fax: (420) 02/36 52 28, 02/36 52 29, 02/36 58 84, e-mail:
faltus@hb.vurv.cz

Tato metoda predstavuje postupnou chemickou extrakei bilkovin z vegetativnich ¢asti rostlin
pomoci pufri o rizné iontové sile a rliznych detergent(. Frakcionace bilkovin je zaloZena na
jejich rozdilné rozpustnosti, ktera je ovlivnéna zptisobem a silou vazby bilkovin. Podminkou pfi
vypracovani tohoto postupu bylo zachovani molekul bilkovin pii extrakei v nativnim stavu, aby
bylo mozné stanovit tepelnou stabilitu bilkovin v jednotlivych frakcich a izolovat subfrakce tzv.
“heat-stable” (nebo také “boiling-soluble™) bilkovin. To znamena bilkovin, které pii teploté
varu (100°C) nedenaturuji a ziistavaji rozpustné.

Pii extrakei bilkovin jsou postupné ziskany Ctyti frakce. Prvni frakce, ziskana pomoci pufru
o nizké iontové sile, obsahuje rozpustné bilkoviny. Druhd frakce je ziskana pufrem o vysoké
iontové sile a obsahuje bilkoviny vazané v pletivech pfevazné polarnimi interakcemi. Tteti frakce
je ziskana pufrem o vysoké iontové sile obsahujicim neiontovy detergent. Bilkoviny této frakce
jsou vazany hydrofobnimi silami. Ve vSech téchto frakcich nedochézi pti extrakei k denaturaci
bilkovin, a proto je u nich mozné izolovat subfrakce tepelné stabilnich bilkovin. Ctvrta frakce je
extrahovana pufrem o vysoké iontové sile obsahujicim iontovy detergent. Pii extrakci dochazi ke
ztraté nativniho charakteru molekul bilkovin, a proto zde neni mozné izolovat subfrakce tepelné
stabilnich bilkovin. Tento krok extrakce byl zafazen pro stanoveni a izolaci bilkovin, jejichz
vazba nebyla piekonéna v prvnich tiech krocich extrakce.

Chemikalie: Tris, HCI, NaOH, sacharosa, EDTA, PMSF, 2-merkaptoethanol, nerozpustny PVP,
Triton X-100, SDS, aceton, redestilovana voda, tekuty dusik.

Pristroje: Chlazena centrifuga (16000g), laboratorni mixer, mrazak, pH-metr, teplotné regulovana
vodni lazen, analytické vahy, predvazky.

Pracovni postup: V pfedem vychlazené tfeci misce rozetfeme 1g rostlinného materidluv tekutém
dusiku. Pfiddme 0,05g nerozpustného PVP a Sml homogeniza¢niho pufru o nizké iontové sile (50
mM Tris-HCI, pH 7,2, 10%(w/v) sacharosa, S mM EDTA, 1%(w/v) PMSF, 1%(v/v) 2-merkapto-
ethanol). Homogenat centrifugujeme 20 minut pii 16000 g v chladu. Supernatant obsahuje frakci
rozpustnych bilkovin. Sediment pfelijeme Sml extrakéniho pufru o vysoké iontové sile (0,5 M
Tris-HCI, pH 7,2, 10%(w/v) sacharosa, 5 mM EDTA, 1%(w/v) PMSEF, 1%(v/v)
2-merkaptoethanol). Sediment rozsuspendujeme sklenénou ty¢inkou a po 10 minutach extrakce
v ledové 1azni tiepeme 1 minutu. Po dalSich 10 minutach extrakce v ledové 1azni tiepeme dalsi
minutu a opét nechdme 10 minut extrahovat v ledové 1azni. Centrifugace probiha za stejnych
podminek jako v pfedchozim kroku. Supernatant obsahuje frakei bilkovin vazanych polarnimi
interakcemi. Extrakce dal$i frakce bilkovin i centrifugace probihaji obdobnym zptisobem jako
v predchozim ptipadé; extrakéni pufr o vysoké iontové sile obsahuje navic neiontovy detergent
Triton X-100 (3% v/v). Ziskana frakce obsahuje bilkoviny vdzané hydrofobnimi silami. Posledni
frakce je extrahovana a centrifugovana obdobnym zptisobem jako ptedchozi dvé frakce, ale
pii laboratorni teploté. Extrakéni pufr o vysoké iontové sile obsahuje v tomto pfipadé iontovy
detergent SDS (1% w/v), ktery zptsobi denaturaci extrahovanych bilkovin. Izolované frakce

31



Methods in Plant Sciences

bilkovin rozpipetujeme po 200 ml do mikrozkumavek a ptelijeme 1 ml vychlazeného acetonu s
1% (v/v) 2-merkaptoethanolem a uchovame v mrazaku pfi teploté minimaln¢ —20°C.

Izolované frakce bilkovin jsou dale rozdéleny pomoci 1D SDS-PAGE (Capkova et al.,1987).
Elektroforeticka spektra bilkovin jsou vyhodnocena pomoci softwaru Elfoman 2.0-BETA.

Cena chemikalii potfebnych na zpracovani jednoho vzorku, tzn. 1g rostlinného materialu
¢ini asi 50 K¢. Jeden vzorek (1g rostlinného materialu) se zpracuje asi za 4 hodiny a ziskaji se
Ctyti frakce a z nich ptipadné dalsi tii subfrakce tepelné stabilnich bilkovin.

Meéieni obsahu bilkovin pomoci béZné uzivanych metod (Lowry et al., 1951, Bradford, 1976
a Warburg a Christian, 1942) rusi sloZeni extrakénich pufri a pritomnost detergenttl. Cast
extrahovanych bilkovin, které zlistavaji v sedimentu po sliti supernatantu, se dostava do nasledné
frakce bilkovin. To se mtze projevit v elektroforetickém spektru zejména u bilkovin, které jsou
siln€ zastoupeng.

Tento postup byl odzkousen pro zelené listy obilovin. Velikost zpracovavaného vzorku je
v tomto postupu ovlivnéna paralelni izolaci tepelné stabilnich subfrakci bilkovin provadénou
v nasi laboratofi. Pokud nepottebujeme ziskat tyto subfrakce l1ze pouzit jen ¢tvrtinu vzorku. Pro
stanoveni obsahu bilkovin 1ze doporucit metodu podle Schaffnera a Weissmanna (1973). Pro
dokonalé oddé¢leni bilkovin do jednotlivych frakci je tfeba po kazdé extrakci provadét promyvani
sedimentu pomoci pufru se stejnym sloZzenim jako pfi jeji extrakcei. Pouziti neiontového detergentu
Triton X-100 se ukazalo vyhodné&jsi nez pouziti “zwitterionic” detergentu CHAPS. Triton X-100
pufri a pouziti sacharosy v tomto postupu zlepsuje nasledné rozliseni bilkovin rozdélenych pomoci
elektroforézy.

Dunbar (1988) uvadi ¢tyti zakladni zptsoby frakcionace bilkovin. Frakcionaci organel pomoci
centrifugace a elektroforézy, frakcionace na zakladé rozpustnosti ve vod€, metody chemické
extrakce pro analyzu bilkovin a diferencialni adsorpci bilkovin na nabitych matricich. Frakcionace
organel pomoci centrifugace vyzaduje pomérné drahé vybaveni (ultracentrifuga) a také je casové
dosti naro¢na. Pii frakcionace podle rozpustnosti bilkovin ve vodé dochazi pti ziskani ve vode
nerozpustné frakce k denaturaci bilkovin a neni mozné zjistit u nich jejich tepelnou stabilitu.
Metody chemické extrakce jsou zaloZeny na odolnosti a citlivosti bunéénych bilkovin k pouzitym
extrakénim ¢inidlim. Pii extrakei se obvykle uziva pro kazdou frakci samostatny vzorek.
Diferencialni adsorpce bilkovin na nabitych matricich nefesi otazku extrakce bilkovin, ale jejich
nasledné déleni na zaklad¢ fyzikaln€ chemickych a biologickych vlastnosti.

Zde uvadéna metoda chemické frakcionace spoc¢iva v postupné extrakci bilkovin z jednoho
vzorku na zaklad¢ rtizného zptlisobu a rtizné sily vazby bilkovin. Neni naro¢na na piistrojové
vybaveni (centrifuga do 16000g). Vyhodou této metody je ziskani tfi rizné definovanych frakei
bilkovin v nativnim stavu z jednoho vzorku a moznost izolace subrakci tepelné stabilnich bilkovin.
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Izolace a identifikace vnitrobunéénych membran

Feltl, T.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Ke dvoru 16/15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 81 56, fax: 02/36 81 59, e-mail: feltl@ueb.cas.cz

Pfi studiu funkci jednotlivych proteinti (napf. enzymi, receptorti, membranovych kanalu,
prenasecu, apod.) diive nebo pozdéji narazime na otdzku lokalizace daného proteinu. Je ziejmé, ze
kompartmentace metabolickych procest je nezbytnou souc¢asti jednotlivych procesti a regulacnich
mechanizmtl a bez informace, kde v burice se studovany protein nachazi nelze sestavit funkéni schéma
studovaného procesu.

Z4sadné 1ze rozdglit proteiny na cytosolické a membranové (k membranovym proteintim budu v
tomto ptehledu pocitat i proteiny pevné asociované s membranami). Mozna je jesté treti varianta a to,
7e studovany protein se nachazi uvniti nékteré z organel. Prvnim a nezbytnym krokem studia téchto
proteint je izolace dané organely v intaktnim stavu.

Jde-li o membranovy protein, je nutné zjistit

(o x . . , . %
v membrané které organely se protein nachazi. / \
: v Ve v ’ , HOMOGENIZACE + CENTRIFUGACE
K tomu je poteba rozdelit smé€s membranovych m

vezikll ziskanych pii homogenizaci (viz. dale). g |
Nasledujici prehled by mél ukazat mozné pristupy
a postupy pouzivané pii takovémto déleni. FRAKCE OBSAHUJICI
(s o owe et e MEMBRANY
(Je téz mozné pti ziskavani urcitych

membranovych frakei vychdzet z izolovanych

organel, napf’. Z iZOlOVElIl}"Ch vakuol pf'i ziskavani [Diferenéni centrifugace] [ Free-flow elektroforéza}
tonoplastu. Nevyhodou tohoto postupu je vSak
pomerné narocnd izolace dané organely v prvnim
kroku a s tim spojend malé vytéznost celého
postupu. Vyhodou je naopak vysoka Cistota
vysledné frakce. Podrobnéji se zde o tomto
postupu nebudu zminovat).

déleni ve dvou fizich
"two-phase separation"

[Gradientové centrifugace}

Obr.€.1: Nékteré metody pouzitelné pfi déleni
vhitrobuné&&nych membran.

Nékteré z moznych pristupi (viz.obr.¢.1)

Diferen¢ni centrifugace

Nejhrubsi, i kdyznekdy postacujici, rozdéleni vnitrobunéénych komponent dosdhneme pomoci
diferencni centrifugace. Tato metoda je zaloZena na rozdilné hodnot¢ sedimenta¢niho koeficientu slozek
smési. V tabulce €.1 jsou uvedeny podminky pro sedimentaci riiznych ¢asti rostlinné buriky. Pro nékteré
slozky, jako jadra, chloroplasty a mitochondrie je tato metoda dobfe pouzitelna. Déleni membranovych

bunééné Casti X & max ¢as (min) g/min
celé buitky 500 5 2500
jadra 500 7 3500
chloroplasty 2000 2 4000
mitochondrie 6 000 15 90 000
Golgiho aparat 10 000 20 200 000
plasmatickd membrana

tonoplast 16 000 20 320000
peroxisomy 17 500 20 350 000
endoplazmatické retikulum 17 500 20 350 000
oplasténé vesikly (mikrovesikly)|| 20 000 20 400 000

Tab.€.1: Parametry sedimentace nékterych bunéénych &asti v
0,25M sacharose.

34



Biochemické pfistupy ke studiu rostlinné bunky

vezikll ostatnich typti je vSak vétSinou znacn€ nedokonalé. Znecisténi frakci ostatnimi membranami
stoupa, zejména pokud jde o endoplazmatické retikulum (ER), tonoplast a Golgiho aparat.

Protoze pomoci diferencialni centrifugace neziskame frakce vysoce obohacené o urcitou slozku,
je vyuzivana piedevsim pro ptipravu hrubych frakei, které jsou dale déleny pomoci nékteré z nize
popisovanych metod (Prosser et al., 1989).

vvvvv

informaci o pfiblizné lokalizace proteinu. Na zakladé této informace mtizeme volit dalsi postup (napf. rozsah
sachar6zového gradientu). Naro¢nost této metody zavisi na poctu provedenych centrifugaci (viz.tab.¢.1).

Priprava frakce membranovych vezikli (mikrozomalni frakce-MF)

Frakci obsahujici vezikly vnitrobunécnych membran piipravime pomoci dvou centrifugaci,
z piefiltrovaného homogenatu naSeho materialu. Prvni centrifugaci (5000x gR_, 15 min.) odstranime
nezhomogenizované bunky, fragmenty bunécnych stén, jadra, mitochondrie a chloroplasty. Supernatant
obsahuje z velké ¢asti membranové vezikly a rozpustné latky. Pomoci druhé centrifugace (150 000 x g
R ,45 min.) ziskame sediment obsahujici pouze membranove vezikly. Supernatant obsahuje rozpustné
latky. Rehomogenizovany sediment vnitrobunécnych membranovych vezikli, mikrosomalni frakce (MF),
je vychozim materidlem pro dalsi déleni.

Mikrosomalni frakci tvoii smésna populace vezikli o velikosti 0,2 um-0,8 um (deDuve, 1964;
Sze, 1985). Kazdy z vezikli je zpravidla tvofen pouze jednim typem membrany (Morre ef al., 1987).
Membranové vezikly se mohou vyskytovat ve dvou forméach, bud’ je zachovana ptivodni orientace
membrany (“outside-out™), nebo je prevracena (“inside-out™).

Gradientova centrifugace

Pomoci gradientové centrifugace dosahneme mnohem lepsich vysledka, nez v piipadé diferenc¢ni
centrifugace. K déleni membranovych veziklt dochazi podle jejich vznasivé hustoty, ktera vice ¢i méné
odpovida ur¢itému membranovému typu. Gradientovou centrifugaci miizeme rozdélit dle typu gradientu
na kontinualni (hustuta gradientu se méni postupné, ptiprava pomoci spojenych nadob) a diskontinualni
(hustota se méni krokove, ptiprava navrstvenim urcitého poctu roztokt o rizné hustot¢). Centrifugaci
je mozné také délit na centrifugaci izopyknickou (¢astice sedimentuji do vrstvy gradientu se stejnou
vznasivou hustotou (r) a zastavi se) a izokinetickou (¢astice sedimentuji urcitou rychlosti imérnou svym
sedimentacnim koeficienttim (S), nedochazi k dosazeni hustotni rovnovahy). Maximalniho rozliseni je
mozné dosahnout postupnou kombinaci déleni podle S a nasledné podle r. Konrétni volba podminek
(pouzita sloucenina pro tvorbu gradientu [nejcastéji sacharoza, pokud je na zavadu vysoky osmoticky
tlak - hydrofilni sacharidy jako dextran nebo Ficol], rozsah gradientu) centrifugace zavisi na
zpracovavaném materialu. Problémem je oddéleni PM od chloroplastovych membran, které maji velmi
blizké vznasivé hustoty (Poole, 1984).

V pripad¢ izolace ER Ize vyuZit postupu, ktery kombinuje diskontinualni sach. gradienty s vysokym
as nizkym obsahem ionti Mg?* (Lis a Weiler, 1994), které maji vliv na déleni ER (pfechos sER narER
azpet).

Tipy, triky, naro¢nost: Pokud nepracujeme s celymi buiikami (resp. protoplasty) a nejde nam o zachovéni nizké
hodnoty osmotického tlaku, je vyhodné (zejména finan¢n€) pouzit sachar6zového gradientu. Nutné je pouziti
sachardzy uréené specialné pro gradientové centrifugace. V prib&hu experimentd nedoporucuji zameénovat vyrobce
chemikalii (napf. Sigma x Beckman - v obohaceni vyslednych frakci ur€itymi membranami byl prokazatelny rozdil pti
pouziti sach. od uvedenych firem). VEetné homogenizace materialu je ¢asové zvladnutelny cely postup béhem 2 dni.

Pokud pouZijem pro centr. gradientu ultracentrifugu (260 000 x gR_, 2,5 hod. - nutno experimentéalné stanovit, (idaj
pro MF z listd Ch.rubrum), je mozné ziskat finalni frakce béhem jednoho dne! Nevyhodou je nutnost vlastnit
ultracentrifugu, kterou nezbytné pottebujeme pro piipravu MF.

P¥.: Pro déleni MF z listti Ch. rubrum bylo pouzito linearniho sachar6zového gradientu 18-38%(hm./hm., v suspenznim
pufru- 1,1 M glycerol, 5 mM DTT, 10 mM Tris-MES (pH 8,0)), izopyknicka centrifugace (30000xgR , 15 hod.). Doslo
k dobrému rozd€leni membran ER (rER x sER), PM, tonoplastu, mitochondrii. Ostatni membrany nebyly sledovany.
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Free-flow elektroforéza

Kontinualni free-flow elektroforéza (obr.¢.2) je Setrna, relativné rychld a efektivni separacni metoda,
pouzitelna k separaci proteind, k déleni a izolaci zivych bun€k, bunécnych organel a membranovych
systémil. Teoretickymi aspekty pouziti této metody v biologii se zabyva prace Hanniga a Heidricha
(1977). Fyzikalni teorie metody je dikladné probrana v praci Hanniga a spolupracovnikt (1975) a
Zeillera a spolupracovnikti (1975). Z hlediska preparace jednotlivych vnitrobunéénych membran je
zajimava napiiklad moznost rozlisit membranoveé vezikly orientované “outside-out™ a “inside-out™.

Uplatnéni bylo téz nalezeno v separaci plazmatické membrany
od tonoplastu (Auderset et al., 1986), v ptipravé vysoce Cisté
plazmatické membrany a tonoplastu (Canut ef al., 1988; Sandelius
et al., 1986; Canut ef al., 1990), popi. v separaci jinych
vnitrobunéénych membran (Klingler ez al., 1991). Pro purifikaci
PM se dnes spise Castéji pouziva postup déleni ve dvou fazich,

injekce vzorku

tok komorového pufru

katoda ( - )

anoda ( +)

oznacovany jako “two-phase” systém.

Vlastni metoda je zaloZena na existenci
hustotou povrchového naboje, ktery je udilen “Castici” jejimi
funk¢énimi skupinami. Takovato “Castice” je od ostatnich “Castic”
vice ¢1 mén¢ separovana pusobenim elektrického pole v délici

(94

¢astic” s riznou

(194

peristalticka pumpa

komote.

Pti typickém priibéh déleni (obr.¢.3) ziskame frakci vysoce limané frakce
obohacenou o tonoplast (bliZe katody) a frakci vysoce obohacenou Obr.¢.2: Schéma free-flow
o PM (blize anody). Ostatni membrany ziistavaji uprostied elektroforézy
separa¢niho pole.
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Obr.¢.3: Typicky pribéh déleni membranovych
vezikli pomoci free-flow elektroforézy.

Tipy, triky, naro¢nost: Pokud chceme oddé¢lit tonoplast od
membran ER, nebo ziskat PM, je velmi vyhodné vyuzit této
metody. ProtoZe se vzorek pohybuje ve velmi tizkém prostoru
mezi dvéma deskami, je diilezité precizni resuspendovani MF.
Casové naroéné je zejména odladéni aplikace metody na uréity
material. Postup, po¢inaje homogenizaci materidlu, je mozné
zvladnout béhem dvou dnti. Doba vlastniho déleni je zavisla
na rychlosti pritoku komorového pufru a rychlosti pritoku
déleného vzorku.

Nevyhodou této metody je nutnost vlastnit free-flow
elektroforézu. Pristroj, pouzitelny pro déleni rostlinného
materidlu, se dle mych informaci nenachézi v nasi republice.
P¥.: Pro déleni MF z listt Ch. rubrum byla pouzita Free-flow
elektroforéza Elphor VAP 22 (Bender & Hobein, Munich,
Germany). Déleni probyhalo za téchto podminek: proud
120mA, (napéti 1200V), pratok KP 4,5ml/frakci/hod., pritok

MF 3ml/hod., teplota komory 4°C . Slozeni pufri komorovy pufr-(vodivost 0,90 mS/cm), 15 mM trietanolamin, 4 mM

octan draselny, 10 mM glukéza, 30 mM sachardza,

240 mM glycin, pH 7,5 (upraveno ledovou kys.octovou),

elektrodovy pufr-(vodivost 1,93 mS/cm), 45 mM trietanolamin, 12 mM octan draselny, 720 mM glycin, pH 7,5.

Déleni ve dvou fazich “two-phase separation” =
Systém déleni ve dvoufazovém systému vodnych &) [ U0
polymerti se pouziva ke ziskani frakce vysoce obohacené —
o PM. Tato metoda, obdobné jako free-flow elektroforéza,
dovoluje oddé¢lit vezikly PM od chloroplastovych membran
(coZ neni dokonale mozné pomoci centrifugace).
Déleni probiha na zaklad¢ rizného povrchového e
naboje membran. MF se smisi s dextranem T-500 (dex) a

)
o
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polyetylenglykolem 3350 (PEG) obsahujicim NaCl nebo 7
KCl1 (obr.¢.4). Povrchovy naboj se miize u riznych Obr.€.4: Znazornéni separace PM pomoci

“two-phase” systému (PM-bila kole¢ka)
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rostlinnych druhii lisit, je nutné vyzkouset rizné koncentraci dex, PEG, a soli (Morre et al., 1987,
Briskin et al., 1987).

Tipy, triky, naro¢nost: PM pfipravena timto zpisobem vykazuje vysokou Cistotu, a je idedlni pro jeji studium.
Dtlezité je pouzit centrifugacnich kyvet z kvalitniho skla (Corex, USA), nebo pouzit silikanizované sklo. Velkou
vyhodou metody je jeji rychlost. Cely postu je zvladnutelny béhem 4 hodin. Dtilezité je “nepfeloudovat” systém! Na
16 g smési lze pro uspésnou izolaci nanést MF z 12 g €erstvych listli $penatu, aviak pouze MF z 8 g Cerstvych listi
Ch. rubrum.

P¥.: Pro ziskéni frakce vysoce obohacené o PM z MF listt Ch. rubrum byl pouzit tento systém: 5,7 % (hm./hm.)
dextran T-500, 5,7 % (hm./hm.) polyethylenglykol 3350, 3mM KCI, 0,5mM fosfatovy pufr (pH 7,8), 0,22M sacharosa.
Smés byla 20x promychéna a centrifugovana (1500 x gR_, 5 min.). Tento krok byl opakovén do frakce U, (viz.obr.¢.4).
Tato frakce byla vysoce obohacena o PM.

FRAKCE OBOHACENE O URCITY
MEMBRANOVY TYP

[Specifické enzymové markeryj { Tloust’ka membrany J

Specifické mikroskopické
barveni

Specifické protilatky
(p¥. tonoplast, ER)

‘Zména absorbance indukovana modrym svétlem (LIAC)
(p¥. PM, ER)

Obr.€.5: Néktere z moznosti identifikace vnitrobun&&nych membran

Cast buiiky (b. membrana) priblizna tlou§C’ka priklad markeru
Plazmaticka membrana (PM) 10 nm -glukansyntasa II
-vanadéten inhibovana K*-ATPasa
-vazba N-1-naftylftalmové kys.
Tonoplast 7-9 nm -nitratem inhibovana K*-ATPasa
-pyrofosfataza
Mitochondrie 6 nm -cytochrom ¢ oxidasa (necitliva
k antimycinu A a k iontim N5)
Chloroplasty 6 nm -chlorofyl
Golgiho aparat 5-9 nm -latentni IDPasa
-glukansyntasa [
Endoplazmatické retikulum (ER) |6 nm -NAD(P)H-cytochrom ¢ reduktasa
Peroxisomy 6-7 nm -katalasa, enzymy produkujici H,0O,
Jadra 6 nm -DNA
Opléastené vezikly (mikrovesikly) | --—---- -klatrin (SDS-PAGE, 180-190 kDa)
Cytosol e -laktat dehydrogenasa
Tab.€.2: Priklady marker( a pfiblizna tloustka nékterych bunécnych
Casti.

Identifikace vnitrobunécnych membrain (obr.¢.5)

1) specifické enzymové markery (Morre et al., 1987; Widell a Larsson, 1990)
Principem je méfeni aktivity enzymu, jehoZ vyskyt je vazan na ur¢ity membranovy typ. Priklady
nekterych téchto markert jsou v tabulce ¢.2.

2) méteni tloustky membrany (Morre et al., 1987) viz.tabulka ¢.2

3) specifické mikroskopické barveni
Pro identifikaci PM se pouziva napf. barveni pomoci kys. fosfore¢nanowolframové (PTA) nebo
kys. kiemicitanowolframova (STA) (Widell a Larsson, 1990)

4) specifické protilatky
Byly ptipraveny protilatky napt. proti membranam ER a tonoplastu.

5) Zména absorbance indukovana modrym svétlem (LIAC) (Widell a Larsson, 1990)
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Zmeéna absorbance indukovana modrym svétlem souvisi s redukci cytochromu typu b, a je pouzivana
jako marker PM. Svétlem redukovatelny cytochrom je piitomny tézZ v membrané ER.
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Stanoveni rostlinného Skrobu modifikovanou antronovou
metodou, s vyuzitim chloralhydratu jako rozpoustédla

Grospietsch, M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, Praha 6 - Ruzyné, 161 06
tel: 02/36 08 51 1.362, fax: 02/36 52 28, e-mail: grospietsch@hb.vurv.cz

Pfi stanovovani obsahu skrobu v rostlinném materialu byva nejvétsim problémem jeho
extrakce. Nej¢astéji se pro jeho pievedeni do roztoku pouziva kyselé, nebo zasadité hydrolyzy
pomoci kyseliny chlorovodikové, chloristé, nebo hydroxidu draselného. Jinou, pomérné malo
znamou latkou, ktera velice dobie rozpousti skrob (a nikoli celulozu a dalsi polysacharidy) je
chloralhydrat (1). Nize uvedend metodika je ptivodni pravé pouzitim chloralhydratu jako
extrakéniho €inidla ve spojeni s naslednym kolorimetrickym stanovenim skrobu pomoci antronu.
Podstatou antronové metody, vypracované na pielomu 40. a 50. let (2,3.4), je tvorba barevného
komplexu furfural-antron v prostiedi koncentrované kyseliny sirové. Intenzita zbarveni je umérna
koncentraci zkoumaného sacharidu (nejc¢astéji glukdzy) a miize byt métena spektrofotometricky.

Metodika

- stroje a nastroje: z pristrojového vybaveni je nutno vlastnit, nebo mit alespon piistup k
spektrofotometru, stolni centrifuze a vodni lazni (v nouzi sta¢i vafic). Pipety, tieci miska s tlouckem
a zkumavky (nejlépe se zabrusovym Spuntem), byvaji obvyklym vybavenim kazdé laboratote. Z
chemikalii je potieba koncentrovana kyselina sirova, antron, chloralhydrat, 80% etanol a
destilovana voda.

- vlastni postup:

1) namichame potifebné mnozstvi antronového roztoku o koncentraci 0,2% (w/v), rozpusténim
navazeného mnozstvi antronu v koncentrované kyseling sirové. Roztok musi byt jasné zluty, jestlize
zelena, mame nejspis Spinaveé sklo.

2) asi 50-100mg rostlinného materidlu rozetieme v tfeci misce s 2ml 80% etanolu a slijeme do
centrifugacni zkumavky. Misku poté dvakrat vyplachneme 1,5 ml 80% etanolu a vSe rovnéz slijeme
do centrifugacky.

3) centrifugujeme 5 minut p#i 2000 - 3000g.

4) opatrné slijeme supernatant a pelet roztiepeme ve 4ml destilované vody.

5) centrifugujeme 5 minut pii 2000 - 3000g.

6) jesté jednou zopakujeme body 4) a 5).

7) slijeme supernatant. Nyni jsme se zbavili rozpustnych cukra a ziistal nam pelet, obsahujici
Skrobova zrna a zbytky bunéénych stén.

8) k peletu v centrifuga¢ni zkumavce napipetujeme 1ml 1M roztoku chloralhydratu a vzorky umistime
na 15 minut do vrouci vodni 1azné. Béhem procedury se rozpusti amyloplasty a skrob piejde do
roztoku.

9) vzorky vyjmeme z lazné a centrifugujeme 5 minut pfi 2000 - 3000g. Zbytky bunéénych stén
sedimentuji, zatimco $krob zlistane ve vodné fazi.

10) pipetou odsajeme 0,2 - 0,5ml supernatantu a zfedime v poméru 1:10 (nebo jiném, zalezi na
Skrobnatosti konkrétniho materialu).

11) mezitim do Cistych zkumavek se zabrusem napipetujeme 3ml ptipraveného antronového roztoku.
12) antron opatrné prevrstvime 1ml nafedéného vzorku z bodu 10) a zkumavku dame chladit do
studené vody.

13) rychlym, ale diikladnym protfepanim smisime ob¢ faze pod proudem studené vody. Chlazeni
je nutné vzhledem k velkému mnozstvi tepla, které se uvolfiuje pfi miseni vody s kyselinou.
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Rovnéz je tfeba mit v této fazi zkumavku odSpuntovanou, jinak hrozi nebezpeci vystieleni zatky a
vystriknuti kyseliny s naslednymi neblahymi tc¢inky.

14) promichané vzorky se inkubuji 5 minut ve vrouci vodni 1azni, kde dojde k vytvoteni barevného
komplexu a roztok zméni zabarveni ze zluté na zelenou.

15) po vyjmuti z 1azn¢ se vzorky ochladi na pokojovou teplotu a zméii se absorbance pii vinové
délce 625nm.

-vyhodnoceni dat: obsah Skrobu se odecte z kalibra¢ni kiivky glukézy, kterou je nutno si predem
sestrojit, nejlépe v rozsahu koncentraci 0 - 100mgml™!, kdy je zavislost linearni a absorbance
neptesahuje 1,5. Pritomnost chloralhydratu ve vzorku neovliviiuje absorbanci, ani neposouva
absorb¢ni maximum. Metoda umoznuje detekovat uz fadove jednotky mg glukozy v mililitru vzorku.

Uskali, tipy a triky

- zakladnim pozadavkem je maximalni Cistota, zvlasté laboratorniho skla, které ma piijit do styku
s antronovym roztokem. Vzhledem ke zna¢né citlivosti metody staci i nepatrné zne€isténi prachem,
stopami celulozy a pod., aby doslo k chybam.

- pokud jde o stabilitu antronového roztoku, néktefi autoti doporucuji nepouzivat zcela Cerstvy
roztok, ale nechat ho alespon 4 hodiny “uzrat”. Rovnéz piili$ stary roztok neni vhodny, nebot’ se
casem rozklada (za 5-10 dni, podle kvality chemikalii a podminek prostiedi) a méni zbarveni z
jasn¢ zlutého na Zlutohnédé. Optimalni je pouzivat roztok do jednoho dne po namichani.

- IM roztok chloralhydratu 1ze bez problému uchovavat v zabrusové lahvi v chladnicce. Pfi praci
s nim je tfeba dbat jisté opatrnosti, nebot’ drazdi pokozku a sliznice.

- dle osobnich zkusenosti neni radno objednavat chloralhydrat u Sigmy, nebot’ se jedna o latku,
ktera nesmi byt vyvazena z Némecka. Lze ho vSak ziskat bez problémt od firmy Fluka.

- pii praci s rostlinnym materidlem obsahujicim pryskyfice, jako naptiklad jehlice konifer, je
nutné v uvodni extrakci nahradit etanol 80% acetonem a pouzit ho nejméné ve dvou stupnich.

Financni a ¢asova narocnost, srovnani s alternativnimi metodami

Pokud jde o finan¢ni naklady, vyjde zpracovani 100 vzorkt na 250-350,- K¢, pfi¢emz vétSina této
¢astky padne na vrub etanolu a kyseliny sirové. Doba zpracovani 8 vzorki (pocet mist v centrifiize)
¢ini 2-2,5 hodiny, coZ umoziuje teoreticky zpracovat az 32 vzorkd béhem osmi hodin. V porovnani
s metodami, vyuzivajicimi k extrakci Skrobu kyseliny chloristé (doba extrakce az 12 hodin),
misto chloralhydratu (doba extrakce 15 minut), je zde vyrazna Gspora ¢asu. Rovnéz odpada prace
s dalsi agresivni kyselinou.

Ve srovnani s postupy, vyuzivajicimi enzymatickych, nebo chromatografickych metod stanoveni
obsahu skrobu je hlavni vyhodou az o fad nizsi cena zpracovani jednoho vzorku.
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Jak studovat receptory pro rostlinné hormony ?

Kaminek, M., Zazimalova. E.*

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Ke dvoru 15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 83 05, 02/36 81 58, fax: 02/36 81 59
e-mail: kaminek@mbox.cernet.cz, zazim(@site.cas.cz.

Koncept hormonalni regulace riistu a vyvoje rostlin pfedpoklada (1) ptenos chemického
signalu representovaného fytohormonem, (2) jeho rozpoznani v cilovém misté a (3) jeho “pteklad”
ve forme fyziologické odpovédi. Hormonalni signaly jsou rozpoznavany a piijimany specifickymi
receptory, které k tomu, aby mohly plnit svoji specifickou funkei, musi spliiovat fadu kriterii.
Idedlni receptor se vyznacuje (1) vysokou afinitou k ligandu (K, < 10®* M) umoziujici vazbu
vyznamného mnozstvi ligandu ptitomného obvykle v extrémné nizkych koncentracich, (2) nizkou
kapacitou nutnou pro nasyceni vazby pii vysokém ziedéni ligandu, (3) vysokou specifitou, (4)
dynamickou rovnovdhou mezi vdzanym a volnym ligandem a (5) fyziologickou “smysluplnosti”
vazby, tzn. vazba ligandu musi po pfenosu signalu kaskddou navazujicich procest vést
k odpovidajici fyziologické odpovédi (viz Barbier-Brygoo 1994, Libbenga a Mennes 1995, Venis
a Napier 1995). Tato ptisna kriteria spliiuje fada receptort zivoc¢isnych hormond, zatimco v
rostlinach bylo identifikovano pouze nékolik bilkovin vazajicich auxin (pfehledy Jones 1994,
Napier a Venis 1995, Venis a Napier 1995, Macdonald 1997, Zazimalova et al. 1997), kyselinu
abscisovou (pfehled Assmann 1994) a etylén (ptehled Harpham 1996), které 1ze povazovat za
hormonalni receptory. Ostatni bilkoviny vazajici fytohormony, u kterych nebyla dolozena
fyziologicka vyznamnost vazby fytohormonu, oznacujeme jako “vazebné bilkoviny” (VB) ¢i
“vazebnd mista”.

VB jsou vétSinou vazany na bunééné membrany a vyskytuji se velmi malych koncentracich.
Vzhledem k této skute¢nosti a dale k jejich citlivosti vii¢i prostiedi a k nutnosti uchovat jejich
specifické vlastnosti (viz vyse) je tieba pfi jejich studiu pouzivat specifickych Setrnych metod,
které zahrnuji:

(1) Extrakci, ¢isténi a isolaci VB

(2) Biochemickou charakterisaci VB (molekuldrni: stanoveni molekulové hmotnosti nativniho
proteinu a jeho podjednotek, glykosylace proteinu, pl, imunologické ptibuznosti s jinymi
proteiny, sekvence aminokyselin, vymezeni vazebného mista, identifikaci genti kodujicich
VB a s nimi spfazenych promotord, aj.; kinetickou: uréeni vazebné kapacity, afinity k
fytohormonu a specifity vazby, poc¢tu vazebnych mist).

(3) Lokalisaci vazebného mista na tirovni organu, pletiv a bun¢k.

1. Metody extrakce, ¢iSténi a isolace VB

Metody pouzivané pro extrakci a ¢isténi rozpustnych a na membrany vazanych VB se ¢astecné
lisi. Obecné se jedna o standardni postupy pro isolaci a ¢isténi bilkovin.
1.1. Rozpustné VB jsou extrahovany po homogenisaci rostlinného materidolu v pufrech o vhodné
molarité a pH (vétSinou 0.01-0.1 M, pH 5-7). V prubehu isolace a purifikace je tfeba potladit
aktivitu proteas s pouzitim vhodnych inhibitord (sojovy inhibitor trypsinu aj.). Pro ¢isténi
supernatantu se osveédc¢ila iontoveé vyménna sloupcova chromatografie a afinitni chromatografie
s pouzitim derivati fytohormonti a protilatek jako afinantti a agarosy jako pevného nosice. Pro
isolaci glykoproteind je velmi u¢inna chromatografie na sloupci imobilisovaného concanavalinu
A. Pro hodnoceni homogenity a ¢istoty je pouzivana elektroforéza nativniho a denaturovaného
preparatu na polyakrylamidu. Pro jednotlivé VB lze pouzit specifickych metod, jako napf.
precipitace proteinti v kyselém prostiedi (Brinegar et al. 1985).

*(ba autofi se na pripraveé piispévku podileli stejné.
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1.2. Membrdnové VB. Prvnim krokem v isolaci VB tvorficich soucasti bunéénych membran je
podobn¢ jako u rozpustnych VB homogenisace rostlinného materialu - ultrazvukem nebo klasicky
ve tieci misce tlouckem. Ve srovnani s rozpustnymi VB se zpravidla pouzivaji pufry o nizsi
molarité (0,01-0,05 M) a vyssim pH (okolo 8). Dalsim krokem je rozdéleni hrubého homogenatu
diferencialni centrifugaci a nasledné zpracovani peletii resp. supernatanti odpovidajicich zadané
bunécné frakei. K precisnéjsimu rozdéleni téchto frakci 1ze pouzit centrifugaci gradientovou nebo
metody rozdélovaci (napft. déleni ve dvou fazich “two-phase separation™). Podle dalSich pozadavki
se 1ze dale soustredit bud’ na praci s ¢aste¢né zachovanymi membranami (napt. vesikly plasmatické
membrany), nebo ziskané preparaty solubilisovat a dale s nimi pracovat jako s rozpustnymi VB.

Metody extrakce a Cisténi rozpustnych i membranovych VB budou demonstrovany na
prikladech VB pro cytokininy a auxiny.

2. Biochemicka charakterisace VB

Pro stanoveni molekulové hmotnosti nativniho VB se osvédcila sloupcova chromatografie
na molekularnich sitech (gelech) typu Sephacrylu s pouzitim molekularnich standarda. Pii detekci
VB v elu¢nim profilu chromatogramu pomoci vazebného testu 1ze molekulovou hmotnost VB
stanovit 1 u méné Cistych preparatt. V aktivnich frakcich lze ur¢it molekulovou hmotnost
podjednotek po denaturaci proteinu pomoci PAGE. Glykosylace proteinu mtiZe byt stanovena na
zéklade jeho chovani viici concanavalinu A. K detekci vlastniho vazebného mista v molekule VB
1ze pouzit fotoafinitniho znaceni proteinu pomoci radioaktivné zna¢eného derivatu fytohormonu
modifikovaného navazanim fotoreaktivni azidoskupiny v mistech, ktera neinterferuji s vazbou
hormonu na VB. Po osvétleni kovalentné navazany ligand mtze byt snadno detekovan na zakladé
radioaktivity jak na trovni celistvé molekuly nativni VB, tak na urovni vazebného mista
odstépeného pusobenim specifickych proteas (Brinegar at al. 1988). Fotoafinitné znacenych
proteolytickych §tépti VB Ize pouzit pro stanoveni sekvence aminokyselin, jiz mize byt dale
vyuzito pro (1) stanoveni sekundarni struktury vazebného mista, (2) urceni klicovych strukturalnich
faktorti rozhodujicich o vazbé¢ a orientaci ligandu a tim nasledné urcujicich i specifitu vazebného
mista (s pomoci molekularniho modelovani, napt. Fox 1992) a pro (3) konstrukci sond pro isolaci
cDNA kédujici VB (napi. Hesse et al. 1989).

Pro charakterisaci kinetickych parametrit VB je vyuZzivana fada vazebnych testl zalozenych
na in vitro vazb¢ znaceného ligandu o vysoké molérni radioaktivite; tyto testy umoznuji stanoveni
poméru vazaného a volného ligandu a tim vymezeni tzv. “specifické” a “nespecifické” vazby
fytohormonu na zéklad¢ vyménnych reakci pii jeho piebytku. Tyto tzv. pfimé vazebné testy jsou
zalozeny na reversibilité vazby a vzajemn¢ se lisi zptisobem oddéleni volného a na VB vazaného
ligandu. Budou popsany a charakterisovany vazebné testy zalozené na (1) rovnovazné dialyze,
(2) precipitaci VB siranem amonnym po navazani ligandu (pro rozpustné a solubilisované VB),
(3) ultrafiltraci a (4) centrifugaci. Témito testy 1ze stanovit kapacitu VB, pocet vazebnych mist v
molekule VB nebo hmotnostni jednotce VB, afinitu VB k fytohormonu a jeho derivatim a nasledné
specifitu VB. U¢innost, spolehlivost a pfesnost jednotlivych testi 1ze dobte hodnotit pomoci VB
pro cytokininy (CBF-1), kterou lze izolovat v dostatecném mnozstvi a Cistoté¢ z obilek pSenice
(Kaminek a Fox 1990).

3. Lokalizace VB.

Lokalisace VB mitiZe byt studovana na riznych trovnich: v ramci celé rostliny, jednotlivych
organt a pletiv i na trovni vnitrobunécné. Tomu odpovida i spektrum pouzivanych metod. Zatimco
pro distribuci urcité VB v ramci celé rostliny jsou zpravidla pouzivany klasické piimé vazebné
studie a “markerem” vyskytu VB je jeji kapacita v jednotlivych ¢astech rostliny (napt. Walton a
Ray 1981, Zazimalova a Kutacek 1985, Zazimalova et al. 1997), jsou pro lokalisaci konkrétnich
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VB v pletivech ¢i subcelularnich strukturach pouzivany piistupy imuno-cytochemické (Brinegar
1994, Henderson et al. 1997).

Podékovani: Nekteré z vySe uvedenych metod byly vypracovany a optimalisovany v ramci feSeni
projektti 206/96/1032 Grantové agentury CR a A6038706 Grantové agentury AVCR.
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Stanoveni kyseliny abscisové RIA metodou

Klems, M., Balla, J., Flores-Solis, J., Prochazka, S.

Ustav botaniky a fyziologie rostlin, AF MZLU Brno, Zem&d&lska 1, 613 00 Brno
tel: 05/45133296, e-mail: klems@dahlia.vszbr.cz

Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon regulujici v rostlinach vyvojové a metabolické
procesy abscise a dormance. Dulezitou regulac¢ni funkci mé kyselina abscisova i pfi zvySeni své
endogenni hladiny v rostlinach za stresovych podminek, sucha, chladu, nevhodnych osmotickych
podminek a imisi. V explantatovych kulturach je zkoumana jeji role v somatické embryogenezi. V
rostlinach se ABA vyskytuje v nepatrnych mnozstvich 10 - 50 ng/g cerstvé hmotnosti.

Chemicky je kyselina abscisova seskviterpen a v rostlinach vznik4 z kyseliny mevalonové
a z karotenoidi. M4 2 optické izomery, pti¢emz v rostlinach se vyskytuje jen (+)-(S)-enantiomer.
Chemicky vyrobena (-)-(R)-ABA tvofi racemickou smés. Geometrickd izomerie molekuly ABA
eliminuje fyziologickou aktivitu ABA v pfipadé, Ze karboxylova skupina je v frans konfiguraci.

Pro analytické stanoveni je ABA extrahovana z rostlinného materialu vytfepanim homogenatu
do vodného roztoku po dobu 24 hodin pii +4°C. Volna ABA se odd¢li centrifugaci - zlistava v
supernatantu. Do analyzy se ze vzorku odebira 2 x 50 ml supernatantu.

Radioimunoanalytické stanoveni (RIA) kyseliny abscisové je vysoce citliva kvantitativni
(detek¢ni limit ABA v pg) imunochemicka metoda stanoveni ABA vyuzivajici schopnosti
rozpoznani molekuly ABA protilatkou MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) s velmi vysokou
specifitou. Princip metody spoc¢iva v kompetici nativni nebo standartni ABA (hapten) a radioaktivné
znacené *H-ABA (radioligand) ve vazbé na protilatku MAC 252. Za piedpokladu konstantniho
mnozstvi protilatky MAC 252 a radioaktivné znacené *H-ABA a piebytku nativni ABA, dochazi
k vytésniovani radioligandu z vazby s protilatkou a k vazbe haptenu s protilatkou. Tvorby komplexi
hapten-protilatka a hapten-radioligand je dosaZeno po inkubaci za nizké teploty (+4°C). Jejich
separace je provedena vysrazenim v siranu amonném a a oddélenim néslednou centrifugaci.
Radioaktivita sedimentu je méfena technikou kapalné scintilace na scintilaénim spektrofotometru
Packard 2000 CA. Kalibra¢ni kiivka je sestrojena za pouziti standartni ABA (+/- cis,trans-
ABA, Sigma).

UBFR pomoci radioimunoanalytického stanoveni ABA studuje dynamiku endogenniho
obsahu ABA v priibéhu dormance sladovnického je¢mene, pii indukci chladuvzdornosti ozimého
je¢mene jako markeru snizené teploty a pii studiu dynamiky endogenni ABA v procesu somatické
embryogeneze v in vitro kulturach.

Klicova slova
kyselina abscisova, radioimunoanalyza, hapten, radioligand, monoklonalni
protilatka

Piiloha

komponenty radioimunoanalyzy:
- monoklonalni protilatka MAC 252 (Cambridge)
- radioligand CH-ABA, Amersham)
- standart (hapten, +/- cis, frans-ABA, Sigma)
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- extrahovana volnd ABA z rostlinného materialu (hapten)

schéma precipitace (symboly):
tvorba komplexu radioligand-protilatka
6°H-Ag + 6ADb 6 *H-AgAb
tvorba obou typti komplexti
6°H-Ag + 6Ag + 6ADb 23H-AgAb +4 AgAb +4°H-Ag + 2Ag
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Metody analyzy fotosyntetickych pigmenti v jehlicich smrku
ztepilého Picea abies (L.)KARST.

Krpes, V.

Katedra biologie, Pfirodovédecka fakulta Ostravské univerzity, Brafova 7, 702 00 Ostrava,
e-mail: krpes.kbio@prfl.osu.cz

1. Metoda extrakce fotosyntetickych pigmentu

Veskeré prace a manipulace se vzorky jsou provadény pti zeleném svétle vinové délky v
rozpéti 510-530 nm. K 200 mg jehlic zbavenych listovych polstarki a fapikt se ptida 5 ml
bezvodého acetonu a na vodni lazni se zahiiva na bod varu acetonu (60° C) po dobu 1 minuty.
Potom nésleduje ochlazeni v ledové tiisti a uchovani ve tmé a chladu do dal$iho zpracovani.

Homogenizace se provadi s piidanim Mg CO, a kfemenné drt€ (zrno 0,3 mm). Po dokonalém
rozmé&lnéni se homogenat extrahuje 5x5 ml acetonem. Jednotlivé extrakty se shromazd’uji do
délici nalevky. Po pfidani petroléteru a protiepani 25 ml nasyceného roztoku Na Cl nasleduje
dalsi prottepani a oddé€leni vodni vrstvy s necistotami a vysokomolekuldrnimi latkami, které by
zkreslovaly méfeni a TLC analyzu. Epifazicky roztok obsahujici pigmenty se tiikrat promyje
destilovanou vodou a ptevadi se kvantitativné do vakuového odpatrovaku. Odpafovano ve vakuu
na 22° C v teplé vodni lazni do sucha. Suchy odparek se rozpusti v 1 ml bezvodého acetonu.
Extralce pro HPLC analyzu pigmenti se provadi bez promyvani a zahustovani piimo do 100 %
¢istého acetonu.

2. Spektrofotometrické stanoveni smési

Pii spektrofotometrickém stanoveni smési chlorofylovych pigmentt se jejich absorpéni kiivky
prekryvaji v rozsahu absorbance, kde plati LAMBERTUV-BEERUYV zakon vyjadtujici zavislost
absorbance svétla pfi prichodu tloustkou homogenni latky.

Ke stanoveni obsahu chlorofylu a a b a celkovych karotenoidii se pouziva jejich extrakt ve
100 % acetonu. Ten se zpracovava jako trojkomponentni systém na spektrofotometru Zeiss-Jena.
K vyhodnoceni jsou pouzity matematické vztahy odvozené VERNONEM (1960), jak je uvadéji
LICHTENTHALER a WELLBURN (1983). Ziskané hodnoty se pfepocitavaji na 1 g suché
hmotnosti. Rovnice pro vypocet chlorofylu jsou rovnéz pouzivany v pracich zabyvajicich se
fotosyntetickou tématikou (ZVOLSKY, 1986). Zpiesnéni vypoctovych vztahtl k stanoveni
fotosyntetickych pigmentti provedl LICHTENTHALER (1987) andsledné¢ PORRA akol. (1989),
kteti také urcili nové extink¢éni koeficienty pro chlorofyl a a b ve ctyfech riznych rozpoustédlech.
Upravené rovnice pro vypocet koncentrace chlorofylt v 80 % acetonu (mg. ml'). vypada
nasledovné:

Chla = 12.25A -2.55A
Chlb = 2031A,,, - 4.91A

646.6 663.,6

3. Metoda tenkovrstvé chromatografie a zpétna eluce

Pro identifikaci fotosyntetickych pigmentt a pro kvantitativni anlyzu je pouzivana rychla a
jednoducha metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). Nejvétsi prednosti této techniky je jeji
tvarnost, coZ v mnoha piipadech umoziuje rychlé vyteseni analytického problému a nalezeni
optimalnich podminek pro kapalinovou sloupcovou chromatografii. Smés fotosyntetickych
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pigmenti je pro svou slozitost nevhodna pro jakékoliv piimé analyzy. Pro kvalitni rozd€leni
detekovanych pigmenti z analyzovanych asimilacnich organti je zapotiebi takového absorbendu
a takovych organickych rozpoustédel, aby doslo k dokonale vyvinutym skvrnam (bez zavoji).
Fotosyntetické pigmenty se déli na silikagelu, ktery je nanesen pomoci vhodného neutralniho
pojidla na hlinikovych deskach (Silufolu UV 254). Nejlépe se osvédcila vyvijeci smes ve slozeni
5d. petroleter - 2d. aceton - 2,5d. éter. Pasy jednotlivych barviv byly eluovany ptislusnymi
eluénimi ¢inidly zpasobem jak jej uvadi ERDELSKY, FRIC (1979). b-karoten je eluovan n-
hexanem, chlorofyly a feofytiny acetonem, lutein, violaxantin, zeaxantin a neoxantin alkoholem.

Pro spektralni méfeni se pouziva absorpéniho spektrofotometru. Hodnoty koncentraci jsou
vypocitavany podle ptislusnych specifickych koeficient absorbance. Identifikace jednotlivych
pigmentt je provadéna na piistroji PU 8800 a SPECORD M40. Dale je sledovan charakteristicky
pruabéh kiivek a piislusna maxima absorbanci. Kvantita pigmentt se stanovi podle matematickych
vztaht odvozenych MACKINNEYEM, SMAKULOU in ERDELSKY a FRIC(1979). Vysledky
jednotlivych pigmentt se ziskavaji tak, Ze hodnota absorbance 4 daného pigmentu se dosazuje do
ptislusného vztahu. Nasleduje vypocet mnozstvi pigmentu nalézajiciho se ve 2 cm?® kyveté
spektrometru a prepocet na 1 g suchého materialu (jehlic).

4. Kapalinova chromatografie (HPLC)

Zavedeni HPLC metody pro stanoveni zejména xantofyll je velmi citlivym postupem
zptesnujici analytickou ¢ast studia fotosyntetickych pigmenti. Pigmenty se analyzuji na piistroji
tsp 3200 SPECTRA SERIES P100 s detektorem Chanel 3. Pro jejich rozliSeni se provadi separace
na koloné¢ NUCLEOSIL 120-5C18 (4 x 150 mm) s pouzitim gradientové mobilni fize A aceton-
voda (80 : 20), faze B aceton s UV detekci pii 440 nm. Obsah pigmentti je vypocitavan z jednotlivych
pikit v potadi jak uvadi BRAUMANN a GRIMME (1979): neoxantin neo A, neoxantin,
anteraxantin, violaxantin, violeoxantin, lutein, lutein-5,6-epoxid, chlorofyl b, chlorofyl a’, chlorofyl
a, feofytin, b -karoten.

5. Odbér vzorku
Zvlastni pozornost je tieba vénovat odbéru asimilacnich organti. V ivahu ptichazi:

urceni gradientu poskozeni odbérového materialu

expozice koruny s rozliSenim na jizni (proslunénou) a severni ¢ast
urc¢eni doby odbéru v dennim rezimu (vzhledem k fotosyntetické aktivite)
uchovani odbérového materialu, po tepelné inaktivaci enzymu

podrobna charakteristika biotopu.

* & & o o

6. Program kauzalnich zavislosti

K vyhodnoceni vysledkt analyz je pouzivan graficky program kauzalnich zavislosti
namétenych hodnot koncentraci a klimatickych podminek vcetné Skodlivin SO, a tuhych
zneCist ujicich latek. Program podéava operativni informace o stavu a sezonnim pribéhu zmén
fotosyntetickych pigment sledovanych populaci pokusnych smrki a jejich zavislosti na abiotickych
podminkach. Program ma dvé ¢asti:

* Zpracovani a vypocet koncentraci fotosyntetickych pigmentt a jejich vzajemnych poméra
* Grafické vyhodnoceni fotosyntetickych pigmenti v zavislosti na abiotickych podminkach
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Souhrn

Asimila¢ni organy smrku obsahuji mnoho sekundarnich metabolitl, coz zptisobuje analytické
problémy pfi stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentti, zejména pii screeningovém vysetfovani
metodou TLC. Proto je nutné vénovat maximalni pozornost pii ¢isténi extraktd. Analyza metodou
HPLC podava piesnéjsi obraz o kvalitativnim zastoupeni jednotlivych fotosyntetickych pigmenti,
stale je problematicka identifikace piki xantofylové fady.a dalSich deepoxidantii. Medoda ma
vyznam pii diagnostice poskozeni lesnich porostl antropogenni ¢innosti.
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Metody stanoveni rostlinnych hormoni

Machéckova, L.

Ustav experimentélni botaniky AVCR, Ke dvoru 15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 81 56, fax: 02/36 81 59, e-mail: i.machackova@ueb.cas.cz

Metody stanoveni rostlinnych hormonti zaznamenaly v priibéhu poslednich dvou desetileti
vyznamny rozvoj. Dfive byla vétSina stanoveni provadéna biotesty, které jsou ve velké vétsing
pripadd vysoce citlivé, ale jejich specifita neni dostatecnd. Dnes se pievazné pouzivaji vysoce
specifické a citlivé metody fyzikalni ¢i fyzikalné-chemické, jako jsou plynova a vysokoucinna
kapalinova chromatografie (GC, HPLC), nejlépe s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC/
MS, LC/MS) a metody imunochemické.

1. Odbér materialu

Co je potreba v laboratori? Kapalny dusik, pfip. suchy led, termosky, mrazici pult na -
70°C, prip. lyofilizace

Obecné zasady. Pokud nezpracovavame materidl ihned, pak jej uchovavame v mrazicim
pultu pii -70°C. Trva-li odbér materialu déle, je nutné jiz odebrany material drzet v kapalném
dusiku. Je-li odebirany material vlhky, je tfeba jej v nejvyssi mozné mite osusit. Piipadny transport
materialu musi probihat v suchém ledu, nebo 1ze material lyofilizovat a uchovavat a transportovat
lyofilizovany, v nddobé ¢i sacku se silikagelem, ktery jima vzdusnou vlhkost. Material k analyzam
nesmi nikdy rozmrznout!

Je tfeba vénovat pozornost denni dobé odbéru materidlu. Hladina hormonti se v pribéhu
denniho cyklu mize vyrazné ménit, a proto pti déletrvajicich pokusech ¢i pti opakovani pokusti
je tfeba material odebirat vzdy ve stejnou denni dobu.

2. Extrakce a ciSténi extraktu

Co je potieba v laboratori? Kapalny dusik, tfeci misky, u starSich metod délici nalevky,
vakuova odparka, ptipadné Speed-Vac, rozpoustédla (metanol, aceton, etanol, éter-viz déle),
radioaktivni (¢i deuterovany) standard na sledovani vytéznosti, chromatografické kolony, Polyclar
AT (nerozpustny polyvinylpyrolidon), iontoméni¢ove materialy, Sep-Paky nebo podobné kolonky
s C-18 materidlem, desky na tenkovrstevnou chromatografii, scintilacni pocita¢

Postup- obecné zasady Rostlinné hormony jsou organické latky snadno rozpustné v polarnich
rozpoustédlech. Vyskytuji se vak v pletivech ve stopovych mnozstvich a pred vlastnim stanovenim
je musime nahromadit a extrakt zbavit interferujicich latek, na které jsou rostlinna pletiva velmi
bohata (barviva, fenolické latky apod.). Pii extrakci musime okamzit€ s co nejvyssi ucinnosti
omezit enzymove aktivity (vybérem rozpoustédla, antioxidanty, nizkou teplotou). Pred extrakei
provadime pro zvySeni u€innosti homogenizaci. Jedinym univerzalnim zpiisobem homogenizace
rostlinnych pletiv je rozetieni ve tfeci misce po zmrazeni kapalnym dusikem. Extrakéni ¢inidla,
nejcastéji vodny (70-80%) metanol, etanol ¢i aceton, uzivame 1-2krat destilovana a vychlazena;
extrakci 1-2krat opakujeme. Do rozpoustédla pridavame antioxidanty, napt. butylhydroxytoluen
(BHT), dithiotreitol (DTT), merkaptoetanol ¢i dietyldithiokarbamat (DIECA). Po extrakci
rozpoustédlo odpatime za sniZzeného tlaku a vodnou fazi déle cistime. Ke zjisténi ztrat v pribéhu
extrakce a ¢isténi pfiddvame na zacatku extrakéniho postupu izotopy znaceny interni standard,
coz je absolutni nutnost, nebot’ v riznych extraktech se hormony rtizné rychle rozkladaji. K
Cisténi extraktl se pouziva s vyhodou riznych chromatografickych technik : chromatografie
papirové a tenkovrstevné (dnes spiSe jiz jen k déleni metabolitd - nevyhodou tenkovrstevné
chromatografie byva nizka vytéznost) a sloupcové chromatografie na riznych nosi¢ich. Nejcasteji
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se uzivaji rizné Sephadexy a materialy iontoméniCové. K odstranéni fenolickych latek je
nejvhodnéjsi Polyclar AT (je tfeba najit podminky, kdy se nevaze i hormon). Viibec nejcastéji se
dnes pouzivaji kolonky s C-18 materidlem typu Sep-Pak, na kterych volbou pH a rozpoustédla
l1ze dosahnout vysokého piecisténi. Stars$i metody vyuzivaly u hormont, které jsou organické
kyseliny (IAA, ABA, gibereliny), vytiepavani z vodného roztoku do organického rozpoustédla
(nejCasteji éteru) pii rizné hodnoté pH. K minimalizaci ztrat se doporucuje silylovat pouzivané
sklo as vyjimkou posledniho kroku pfed stanovenim neodparovat extrakt do sucha.

vlastnosti jednotlivych hormonii. Indolové slouceniny, zejména kyselina indolyl-3-octova
(IAA), jsou dosti nestalé. Pii jejich extrakcei a ¢isténi extraktu je tfeba postupovat velmi opatrné
(nizka teplota, antioxidanty) a navic zamezit v nejvyssi mozné mire pristupu svétla, které vyvolava
rozklad IAA. Gibereliny jsou labilni pii extrémnich hodnotach pH a teplotach a je proto nutné
pracovat v rozmezi pH 2,5-8.,5 a pfti teploté do 40 °C. Pii manipulaci s extraky ABA je tieba
vyvarovat se zdroja zafeni obsahujicich silngjsi slozku UV, nebot’ toto zareni izomerizuje piirozené
se vyskytujici cis-ABA na jeji frans-izomer. Pii praci s glukozoesterem ABA nelze pouzit alkalické
prostedi. U cytokinini nachazime v pletivech volné baze, ribozidy, ribotidy a konjugaty, zejména
glukozidy. Ribotidy Ize ptevést na ribozidy plisobenim fosfatazy (Iépe je pouzit fosfatazu
alkalickou). Chceme-li zamezit ptisobeni endogennich nespecifickych fosfataz, provadime extrakci
ve smesi metanol:chloroform:7N kyselina mravenci (12:5:5,v/v)(tzv. roztok Bieleského). K
hydrolyze glukozidt a ribozidi se doporucuji enzymatické metody. Ptiklad purifika¢niho postupu
(v€etné chromatografickych technik) je na obr.1. U etylénu ve vétSin€ sledovani méfime pouze
etylén vydavany do atmosféry - rostliny po n¢jakou dobu inkubujeme v uzavieném prostoru a z
n¢j piimo odebirame vzorek k analyze. Chceme-li znat obsah etylénu v mezibunécnych prostorech,
provadime extrakei v nasyceném roztoku siranu amonného za snizeného tlaku. Casto misto etylénu
meéfime hladiny jeho prekurzoru kyseliny aminocyklopropankarboxylové (ACC) a jeho konjugatu
(N-malonyl-ACC, MACC). MACC lze pievést na ACC kyselou hydrolyzou a ACC stanovujeme
jako etylén po oxidaci chlornanem ¢i bromnanem sodnym v alkalickém prostredi.

3. Biotesty

Biotesty vyuzivaji snadno kvantifikovatelné riistové ¢i metabolické odezvy na dany hormon.
Jejich vyuziti vdécime za objev vétSiny riistovych regulatori. Jejich vyhodou je jednoduchost,
dostupnost i vysoka citlivost (detekéni limit byva 10-7- 101° mol.1""), nevyhodou pak nizka specifita
ainterakce a dal$imi latkami v extraktech. Pfes nesporné vyhody exaktnich fyzikalnich a fyzikalné
-.chemickych metod zlistanou biotesty neocenitelnym pomocnikem pro prvni orientaci.
Nenahraditelné jsou pak pii hledani novych regulatort rstu. VétSina auxinovych biotestd je
zalozena na schopnosti auxint stimulovat dlouzivy rast, napf. u segmentt koleoptili ovsa nebo
pSenice, stonktll hrachu a hypokotylt okurky. Giberelinové biotesty vyuzivaji vétSinou zakrslé
mutanty ryze, kukufice ¢i hrachu s nedostate¢nou syntézou giberelint, u kterych métime intenzitu
dlouzivého rastu po aplikaci giberelinti. Vyuziva se také schopnosti giberelint zvySovat syntézu
a sekreci a-amylazy v obilkach je¢mene pii kliceni. Pro stanoveni cytokinini biotesty se nejvice
vyuziva jejich schopnosti brzdit starnuti (rozklad chlorofylu v segmentech listi1) ¢i aktivovat
bun&éné déleni (v in vitro systémech napf. u kalust tabaku a s6ji nebo explantatt mrkve). Casto
se pouziva tzv. amarantovy test, ktery vyuziva schopnosti cytokinini stimulovat v kli¢nich rostlinach
Amaranthus caudatus tvorbu Cervenofialového pigmentu amarantinu. Biotesty na kyselinu
abscisovou vyuzivaji uzavieni priduchti v segmentech listti nebo inhibici riistu segmentt koleoptili
ovsa a pSenice. Pro snadnost stanoveni etylénu plynovou chromatografii se biotesty v podstaté
neuzivaji.
4. Metody stanoveni

Coje potieba v laboratori? Plynovy chromatograf, kapalinovy chromatograf, ELISA reader

, pfipadné scitntila¢ni pocitac
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Obecné zasady. K findlnimu stanoveni fytohormont lze pouzit plynové ¢i kapalinové
chromatografie nebo metod imunochemickych. Plynovou chromatografii 1ze stanovit latky plynné
a takové, které 1ze bez rozkladu za normalniho tlaku ptevést do plynné faze. Proto se stalé latky
pred stanovenim pievadéji na tékaveéjsi derivaty , napt. trimetylsilylderivaty . Detekci provadime
ionizaci latek za vysoké teploty (plamenoveé ioniza¢ni detektor, FID) nebo zarenim (fotoionizacni
detektor, PID), na zékladé rozdilu teplot (TCD), vychytavanim elektroni emitovanych izotopem
%Ni (ECD) a analyzou molekularnich iontti fokusovanych a urychlovanych v elektrickém nebo
magnetickém poli (hmotova spektrometrie, MS). Zname i detektor specificky pro latky obsahujici
dusik a fosfor (NPD). Plynova chromatografie je vyuzivana zejména pro stanoveni etylénu a
kyseliny abscisové. Daleko SirSiho pouziti dosahuje kapalinova chromatogratie (HPLC). Kolony
obsahuji nejCastéji silikagelovou matrix s navazanymi C, nebo C,, uhlovodikovymi zbytky, tedy
vysoce hydrofobni material. Jsou k dispozici i ndpln¢ iontoménicoveé, chiralni a hydrofilni.
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(5 kRa) ‘ v kap, cusiku
10 mil Bl metanoly
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Detekujeme na zéklad¢ absorbance v UV svétle, fluorescence, redox potencialu , optickych
vlastnosti, znaceni radioizotopy nebo hmotovou spektrometrii.

Imunochemické metody jsou zaloZeny na vysoce specifické interakci antigen-protilatka.
Stanoveni 1ze provést dvéma zpisoby: radioimunotestem (RIA) a enzymovym imunotestem
(ELISA, EIA). Pti radioimunotestu probiha reakce v roztoku a je zaloZena na vzajemném
vytésniovani hormonu a jeho radioaktivné znaceného analogu (traceru) z vazby na protilatku. V
pripad¢ ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jsou protilatky navazany na povrch jamek
specialnich desticek a na né se vaze hormon nebo jeho konjugat se snadno kolorimetricky
stanovitelnym enzymem (kfenova peroxidaza, alkalicka fosfataza). Tyto testy jsou vysoce citlivé
a specifické, ale je nutné, zejména pro ELISA test, pouzit vysoce piecisténé extrakty.
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Elektroforeticka analyza isoenzymi
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Isoenzymova analyza je moderni metoda pouzivand od 60. let v oblasti populaéni genetiky,
vyvojové biologie, taxonomie a nove i pii Slechténi rostlin. Variabilita enzymt byla poprvé
popsana koncem 50. let (Hunter a Markert, 1957; Markert a Moller, 1959). Isoenzymy jsou
enzymy, které katalyzuji stejnou reakci, ale li$i se aminokyselinovym slozenim a svymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi (pfi analyze vyuzivame jejich riznou elektroforetickou pohyblivost).
Po specifickém barveni dostaneme na gelu spektrum isoenzymit daného jedince. Nastin moznych
komplikaci a problémt, které je nutno pti definovani isoenzymil i pfi samotné analyze brat v
uvahu, uvadéji Hadacova a Ondiej (1972).

Elektroforéza je separacni technika pro déleni smési elektricky nabitych latek. Elektroforéza
na gelu vyuziva rozdila ve velikosti naboje délenych molekul (¢im vétsi je naboj, tim rychleji se
molekula pohybuje v elektrickém poli), gel miize také fungovat jako molekulové sito a rychlost
pohybu pak odpovida i velikosti a tvaru molekuly. Naboj proteinu zavisi na pH, pii nizkém pH se
ionizuji bazické skupiny, molekula ziska kladny néboj a poputuje v elektrickém poli ke katodg¢;
pii vys$§im pH budou naopak disociovat kyselé skupiny, molekuly proteinu ponesou zaporny
naboj a budou se pohybovat smérek k anode¢.

Elektroforéza probihd v rtiznych typech nosného media, pro déleni enzymi se vétSinou
uzivaji Skrobové a polyakrylamidové gely. U polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) Ize
snadno zménou koncentrace monomerti ménit porositu gelu v zavislosti na velikosti délenych
proteint. Dal$i ptednosti PAGE je dobra reprodukovatelnost geld, lepsi délici schopnost, kratky
Casovy prubéh elektroforézy a ostré prouzky na gelu. Elektroforéza na skrobovém gelu (SGE) se
uziva Cast¢ji tam, kde analyzujeme velky pocet jedincti z hlediska nékolika riznych enzymt. SGE
nema tak dobrou délici schopnost jako PAGE, jeji vyhodou je ale netoxicita potfebnych chemikalii
(akrylamid je neurotoxin), niz§i finanéni naro¢nost, snadnost p¥ipravy a nanaseni. Skrobové gely
1ze horizontaln¢ natezat a kazdy fez pouzit pro stanoveni jiného enzymu. Podrobny popis ptipravy
gelt Ize nalézt v literatute (Kirschner a kol. 1994, Shields a kol. 1983 a Wendel a Weeden 1989).

Krome obvyklého vybaveni laboratote (pfistroj na piipravu vody, vahy, pH metr, centrifuga,
termostat, digestof, mrazak, chladnicka) je pro elektroforézu isoenzymi nezbytna elektroforeticka
jednotka s moznosti chlazeni geld, el. zdroj (1000V a 100mA) a termostaticky cirkulator vody.
Elektroforéza byva horizontalni pro Skrobové gely a vertikalni pro gely polyakrylamidové, hlavné
z divodu odli$ného zptisobu odlévani gelti a manipulace s nimi. V nasi laboratofi pracujeme s
horizontélni elektroforézou Multiphor II firmy Pharmacia, kterd umoznuje praci s obéma druhy
gelt.

K analyze jsou vhodné jak vegetativni tkan¢ (mladé listy, listové pupeny, kotenové $picky,
kli¢ni rostliny), tak tkdn¢ generativni (pyl, ¢asti semen). Tkan se rozdrti a ptida se extrakéni pufr,
jehoz slozenti se 1isi podle rostlinného druhu, druhu pouzité tkané€ a obsahu interferujicich latek v
ni. Existujici receptury (napt. Wendel a Weeden, 1989) je nutné doladit empiricky. Extrakt je
nutno udrzovat stale v chladu (4°C), aby nedoslo k destrukei enzymd. Je mozné ho ulozit v mrazaku
a uchovat delsi dobu - nékolik tydni (-20°C) nebo meésici (-80°C). Pro analyzu v
polyakrylamidovém gelu je extrakt nutné centrifugovat a supernatant pak nanaSime do jamek v
gelu mikropipetou, u skrobového gelu tento krok odpada, extrakt hned nasajeme do knotd z
filtraéniho papiru a klademe do fezu v gelu. Pracovni postup popisuji podrobn¢ napt. Kirschner a
kol. (1994), Shields a kol. (1983) a Wendel a Weeden (1989).
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Rozd¢lené isoenzymy vizualizujeme specifickym barvenim, kdy detekce enzymu je zalozena
na reakci, kterou enzym katalyzuje. V ptipadée pozitivniho barveni jde o srazeni a zménu barvy
puvodné rozpustné indikacni latky v misté enzymové aktivity - na bezbarvém gelu se vytvori
barevné prouzky. Mén¢ Casto se vyuzivaji metody negativniho barveni zaloZené na destrukci
nebo inhibici tvorby barevnych slozek v misté aktivity enzymu, zatimco zbytek gelu je barevny.
Navody pro barveni jednotlivych enzym uvadi napi. Vallejos (1983).

Po obarveni ziskame gel s rizn¢ usporadanymi prouzky - zymogram. Poloha a pocet prouzku
zavisi na typu organismu, jeho stafi, druhu pouzité tkané a na tom, jaky enzym byl barven. Pocet
prouzkt je uren poctem gent kodujicich dany enzym, jejich alelickym stavem (homozygotni
nebo heterozygotni), kvartérni strukturou funkéniho enzymu (sloZeni z podjednotek) a lokalizaci
enzymu v riznych kompartmentech bunky. Pii hodnoceni zymogramu piedpokladame, Ze rozdilna
pohyblivost enzymu v elektrickém poli odrazi piimo rozdily v kodujicich genech a exprese gent
koédujicich enzymy je kodominantni, tzn. v organismu jsou pritomny produkty vSech alel daného
lokusu (Kirschner a kol., 1994); dale predpokladame, zZe nasledné upravy produktti genti jinymi
enzymy neovliviiuji polymorfismus dany zménami sekvenci DNA.

Pro efektivni zhodnoceni ziskanych vysledkt se doporucuje vyhodnotit dédicnost klasicky
- analyzou vystépovani vloh v potomstvu hybrida. Pokud je enzym kédovan jen jednim genem v
jednom lokusu, pii kiiZeni homozygotnich rodi¢t s riznymi alelami daného genu vznikne F1
generace, jejiZ genotyp je heterozygotni. V pfipadé monomerniho enzymu najdeme na gelu dva
prouzky, z nichz kazdy je produktem jedné alely daného lokusu, v ptipadé dimeru se funkcni
enzym muze skladat z podjednotek tfemi riznymi zplisoby a na gelu najdeme tii prouzky (dva
homodimerické a jeden heterodimericky), v piipadé trimeru Ctyfi atd. V F2 generaci se pii
kiizeni hybrida vystépuji jednak pivodni rodicovské homozygotni fenotypy, jednak fenotypy
Miize dochazet ke vzniku intergenickych heterodimert (pii kombinaci podjednotek vzniklych
prepisem genu v riznych lokusech), jejichz zéna aktivity lezi mezi produkty obou lokust. Vyse
uvedené plati pro diploidni organismy, u rostlin je pomérn¢ Casto situace komplikovana
polyploidii. Nékdy se vyskytnou tzv. nulové alely, coz jsou alely s potlacenou ¢i nulovou aktivitou,
nebo se mohou objevit sekundarni isoenzymy, vzniklé pii posttranslacnich apravach produkti
gentl nebo degradaci proteinti pii laboratornim zpracovani vzorku (Kirschner a kol., 1994).

Metoda je finan¢né (hlavné chemikalie pro barveni enzym) i casoveé (elektroforéza bézi az
6 hodin) dosti naro¢na.
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Kapilarni elektroforetické metody ve fytochemii a fyziologii rostlin
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V biochemii rostlin, fytochemii a v oborech s nimi souvisejicimi se pii feseni vyzkumnych
ukolu setkavame s problémy, které 1ze uspesné studovat elektromigraénimi metodami. Kromé
vSeobecné znamych aplikaci téchto metod v “klasickém provedeni” ke sledovani a purifikaci
bilkovin (enzymd, izoenzymi apod.) ¢i nukleovych kyselin, tedy ptedev§sim makromolekularnich
latek, se daji vyuzivat i nov&jsi varianty téchto metod provadénych v kapilarach k déleni podstatné
SirSiho spektra sloucenin.

Pojem “kapilarni* 1ze v oblasti separa¢nich analytickych metod povazovat za synonymum
pojm1 “novy”, “zdokonaleny”, “..se zna¢n¢ zvySenou uc¢innosti”.

Toto tvrzeni 1ze dokumentovat na analytickych kapilarnich metodach dnes jiz ve svété Siroce
vyuzivanych, jako jsou kapilarni plynova chromatografie, superkriticka fluidni chromatografie i
vysokoucinna kapalinova chromatografie, ve vSech jejich modifikacich. Pfevedeni separacni
metody do “kapilarni* modifikace pfinasi zvyseni rozliSovaci schopnosti i rychlosti této metody
a znacné redukuje potiebné mnozstvi ddvkovaného vzorku pii analyzach. Kapilary o priméru
desitek az stovek mikrometrti tvoii vysoce ucinné stabilizacni prostiedi pro elektroforetické
separace.

Kapilarni elektroforéza (CE) (Hjerten, 1967; Jorgenson et al., 1981, 1981a) vyuziva kromé
separa¢nich mechanismt konven¢nich elektroforetickych metod jeste efektt, které prinasi aplikace
elektrického pole v prostredi kapilar. Toho je napt. vyuzivano v modifikacich CE i k separacim
latek, které nenesou vlastni naboj. Tato metoda nabizi rychlost, snadnost ovladani a moznost on-
line kvantifikace i automatizace podobné vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC).
Detekce je provadéna v pribéhu analyzy, a tak odpada ¢asoveé naro¢ny “barvici krok™ po vlastni
separaci, zndmy z konvencnich elektroforetickych metod. Vysledky analyz jsou ziskany fadové v
minutach, u velmi slozitych separaci v nékolika desitkach minut. To opét favorizuje tyto metody
pfi srovnani s konvencnimi, které obvykle vyzaduji nejméne hodiny i dny k ziskéani kone¢nych
vysledkt separaci.

Metodami CE lze provadét vétSinu separaci realizovatelnych HPLC. Na rozdil
od ni vyZaduje pouze nanolitrové objemy davkovanych vzorkd, z ¢ehoz vyplyva, Ze je mozné s
typickym objemem vzorku potfebnym pro jednu HPLC separaci provézt stovky CE analyz. Dalsi
obrovskou vyhodou, jak z hlediska metodického tak i ekonomického, oproti HPLC je obrovska
flexibilita separa¢ni selektivity. Lze ji dosahnout jednoduse pouhou zménou sloZeni pufru pouzitého
k déleni analytti v jednom typu kapilary. Objem pufru mtize byt i mensi néz 10 ml. Takto je mozné
provadét déleni latek zaloZzena na mnoha charakteristickych vlastnostech analyzovanych molekul
(napt. velikosti, naboji, hydrofobity, ale i chirality). Stejné ¢i podobné separace v ptipadé HPLC
vyzaduji desetiticicové investice do specialnich chromatografickych kolon.

Kapilarnimi elektroforetickymi metodami lze délit Siroké spektrum latek, zahrnujici napft.
peptidy, proteiny, olygonukleotidy, aminokyseliny, vitaminy, organické kyseliny a baze, anorganické
ionty, izomerni slouceniny rtznych typt, véetné¢ optickych izomert. Vzhledem k tomu, ze CE
metody nabizeji rozdilnou separacni selektivitu, v pfipad¢ analyz slozitych smési latek nebo pii
ovéfrovani Cistoty analyzovanych latek (napf. pfi analyze 1éCiv) , ji lze povazovat za
komplementéarni k HPLC (a naopak).

Schema instrumentace pro provadéni CE separaci je znazornéno na obrazku
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Obr.1 — Schema piistroje pro kapilarni elektroforézu
(HV = zdroj vysokého napéti, 30 kV; P =nadobky s pufrem; E = Pt elektrody;
K =kapilara; T = termostatovani kapilary; D = detektor; R = zdznamové zatizeni n. PC )

¢. 1. ; sklada se ze stabilizovaného zdroje napéti (obvykle 30 kV), detektoru (UV/VIS nebo
Laserovy det.), zdznamového zatizeni nebo pocitace uzptisobeného ke sbéru dat,
dvou elektrodovych nadobek naplnénych vhodnym pufrem, do kterych jsou ponoteny

konce kapilary ( obvykle i.d. 25 — 75 mm ), kterd mtze byt jesté celd umisténa do
temperovaciho/chladiciho bloku ¢i obalu.

Molekuly jsou separovany na zakladé rizné rychlosti migrace kapilarou plnénou vhodnym
pufrem, pripadné s dal$imi aditivy upravujicimi podminky separace. Rozdélené komponenty vzorku
jsou monitorovany detektorem, jak migruji malym segmentem kapilary umisténym v detektoru.
Detek¢ni signal je zaznamenavan v podobé¢ pikti na elektroforeogramech, podobné¢ jako na HPLC
chromatogramech. AvS§ak na rozdil od HPLC, kde vS§echny komponenty nadavkované smési migruji
pritokovou celou detektoru stejnou rychlosti, integrovana plocha pikt v ptipad¢ elektroforeograma
je funkci koncentrace analytu a migra¢ni rychlosti.

V instrumentaci pro CE lze provadét nékolik typii separaci. Nejjednodussi jsou separace
provadéné v jednoduchych roztocich pufri. Tento typ CE je nazyvan kapilarni zonova elektroforéza
(CZE) a dala by se prirovnat k elu¢nimu modu HPLC.

Pridame-li k zakladnimu elektrolytu vhodny linedrni polymer nebo naplni-li se kapilara
poréznim gelem (napt. polyakrylamidem) mohou se v tomto CE uspotadani provadét déleni napf.
nukleovych kyselin na zaklad¢ rozdilné velikosti molekul (“sieving effect®). Obvykle ziskame
stejna poradi separovanych komponent vzorku jako pii konvenc¢ni gelové elektroforéze.

Lze dokonce v CE provadét déleni latek metodou isoelektrické fokusace. Provadi se v
kapilarach s chemicky modifikovanym vnitinim povrchem. Typicka kapilarni izoelektricka fokusace
je provedena za mén¢ jak 10 minut. Nékdy v§ak mohou nastat problémy pii detekci separovanych
zon.

Modifikace CE umoziujici souc¢asna déleni aniontti, kationtli i neutralnich latek se nazyva
micelarni elektrokineticka chromatografie (MECC) (Terabe et al., 1984; 1985). Téchto déleni je
dosahovano diky kombinaci elektroforetickych migraci latek a jejich interakci s micelami tenzidi
pridavanych do roztokt elektrolytt (o pHt 7) v nadkritickych micelarnich koncentracich.

K limitnim faktorim urcujicim citlivost metody pro konkrétni separované analyty patii
vlnova délka detektoru, koncentrace a extinkéni koeficient vzorku, délka davkovani vzorku a
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aplikované elektrické pole pfi separaci (souvisi i s piipadnym efektivnim chlazenim kapilary). V
piipadé biomolekul se obvykle piipravuje nékolik mikrolitrii vzorku o koncentraci 5-50 mg/ml.
Davkovany objem roztoku byva 1-2 nl, a z toho plyne, Ze pouze nékolik pikogramii vzorku prochazi
detektorem. Extrémni citlivosti Ize dosahnout pouzitim detekce zaloZené na piimé ¢i nepiimé
fluorescenci indukované lasery. Dnes je mozna i on-line kombinace CE metody s hmotnostni

Do skupiny CE metod patii i kapilarni izotachoforéza (ITP) (Everaerts et al.,1976). Jedna
se o elektroforetickou metodu, pfi niz se vSechny nabité molekuly pohybuji
v elektrickém poli stejnou (=iso) rychlosti (=tacho). Muize byt vyuzita k separaci kationtti i aniontd,
ale ne soucasné.

Princip metody spociva v tom, Ze se nejblize katody (pii déleni kationtli; dale= K), ¢i
anody (pifi déleni aniontl; dale = A) umisti elektrolyt, jehoz kation (K) ¢i anion (A) ma
v celém systému nejvyssi elektroforetickou pohyblivost [tzv. “vodici ion*]. Naproti tomu
u anody (K), ¢i katody (A), se umisti elektrolyt s nejnizsi pohyblivosti kationtu (K) ¢i aniontu (A)
[tzv. koncovy ion*“]. Oba ionty, vodici i koncovy, maji stejny protiion, ktery ma vyznamnou
funkci pufracni. Je-li mezi uvedené elektrolyty (vodici a koncovy), umistén vzorek s intermedialni
pohyblivosti iontt, pak se tyto ionty sefadi podle své efektivni pohyblivosti od nejrychlejsiho az
po nejpomalejii. Sitka z6n je tmérna celkovému mnozstvi prislusnych iontd, ale 1ze ji ovlivnit
koncentraci vedouciho iontu. Pfestoze se jedna predevsim o analytickou metodu, 1ze ji vyuzitiv
preparativnim méfitku, piipadné jako predseparacni stupen, pied jinou CE metodou.

Na piikladech CE separaci polohovych izomerti methoxyfenyloctovych kyselin a 3-
indolylderivat karboxylovych kyselin (= auxin a strukturné ptibuzné latky ¢i metabolity) bude v
prednasce demonstrovana separacni u¢innost vySe zminovanych metod a uvedeny i moznosti
separacni ukoly, budou prezentovany na piikladech ITP separaci optickych izomert efedrinovych
alkaloida a CE separacich enantiomert chloramfenikolu. (Snopek et al. 1988, 1992, 1996).
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Snopek J., Jelinek 1., Smolkova-Keulemansova E. (1988): J.Chromatogr., 438, 211.
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Biochemické metody pouzivané pri studiu fotosyntézy

Sofrova, D.

Katedra biochemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, Albertov 2030, 128 43 Praha
tel: 02/21 95 23 27, fax: 02/21 95 23 31, e-mail: photosyn@natur.cuni.cz

Predmétem studia biochemie fotosyntézy jsou déje na molekuldrni arovni, které probihaji hlavné
v chloroplastech, v tylakoidnich membranach a jejich submembranovych ¢asticich. Biochemie
fotosyntézy zahrnuje jednak pochody spojené s pienosem elektronii a protonti, véetné fotolyzy
vody; vysledkem je tvorba ATP, NADPH a O,, jednak d€je probihajici ve stromatu chloroplastt,
obecné mimo tylakoidni membrany a to fixaci CO, a tvorbu sacharidi. (Nasledujici prispévek
nebude vycerpavajicim prehledem vSech metod. Cilem je seznamit zajemce s béznymi, pomérné
jednoduchymi a dostupnymi metodami.)

Celé téma lze rozdélit na:

I. Izolace (chloroplastti, tylakoidnich membran, subtylakoidnich ¢astic, event.nékterych enzymu).
I1. Fotochemické aktivity (fotosystému Il /PSII/ a fotosystémul /PSI/).

II1.Dalsi identifika¢ni postupy a ostatni metody.

L.Izolace.

1. Podstata metody: rozruSeni bunécnych stén, oddeleni chloroplastl od ostatnich casti bunky,

ziskani chloroplastii s vysokou biologickou aktivitou.

2. Shrnuti zakladnich postupi.
A. Homogenizac¢ni postupy, jako 1 pou ivana media jsou dosti riznorodd. Homogenizace
rostlinného pletiva obvykle mechanicky (tfeci miska, homogenizatory). Homogenizacni a
resuspendacni média ’povinn¢” obsahuji osmotikum (sacharidy, cukerné alkoholy, méné Casto
NaCl), pufr (obvykle 5a 100 mM, pH mezi 6,3 a 8,5), MgCl, (5 - 10mM). Dalsi slozky jsou
véci ndzoru a viry”.
B. Pracovni postup.Homogenizace v piislusném médiu, rychla a kratka centrifugace (do 2000xg,
60 sekund), resuspendace sedimentu, a¢inngjsi centrifugace (cca 2000xg, do 10 minut), konecna
resuspendace.

3. Zhodnoceni finanéni a ¢asové ndrocnosti.

Velmi nenaro¢né: jakakoliv bézna, i stolni, centrifuga, bézné chemikalie. Cas: max. 30 minut.

4. Uskali metody: zadné.

Literatura:

D.A.Walker (1971): Methods Enzymol. 23,211 - 220

J.Barthova, D.Sofrova, M.Ticha (1980): Zakladni praktikum z biochemie, SPN Praha, str. 171 -
179.

Izolace tylakoidnich membran z chloroplastii znamena resuspendaci v hypotonickém médiu a
naslednou centrifugaci.

Poznamka: Izolace tylakoidnich membran z jinych typu fotosyntetickych organismt (bakterie,
sinice) se od vyse popsaného standardniho postupu vhodného pro vyssi rostliny obsahujici
chloroplasty lisi.
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Subtylakoidni ¢astice, obvykle ¢astice PS Il a PS I, komplex cytochromt typu b a f ¢i AT Psyntaza,

v

e A\
D2 Dl
2 2
HO > Y—>PSII->Q— PQ— cyth)f > PC— PSI—>X—> Fd—> NADP*
2 2
A2 A1
\- J

[zolace rozpustnych enzym stromatu chloroplasti vyuzivaji béznych enzymologickych postupt
(dezintegrace pletiva, separace, ¢iSténi enzymu, enzymova aktivita, studium aktivniho mista,
regulacni mechanismy).

I1. Fotochemické aktivity

1. Fotochemické aktivity PS II a PS I pfedstavuji vhodnou identifikaci téchto fotosystémii a v
chloroplastech anebo v subtylakoidnich ¢asticich.

2. Casto se pouziva nefyziologickych donort (D, pted PSIL, D, pted PS 1) a akceptorti (A, za PS
ITaA, zaPS]I) elektroni:

A. Chemikalie (difenylkarbazid jako ptiklad D2, dichlorfenolindofenol /DCPIP/ jako pt. A,
chinony ¢i redukovany DCPIP jako pi. D, a bipyridiniové soli jako pi. A, ) nepatii mezi bézné
chemikalie, ale jsou dostupné.

Ptistroje: jakykoliv spektrofotometr, véetné typu Spekol, 1€pe tzv. kyslikova elektroda Clarkova
typu.

B. a C. Postup a vyhodnoceni bude rozvedeno v prednasce.

Literatura:
A. Trebst (1972): Methods Enzymol.24, 146 -164.
J. Barthova a spol.(1980): viz odstavec 1.7.

I11. Dalsi postupy a ostatni metody jsou jednak metodickou nadstavbou postupti uvedenych v
odstavcich I aIl, jednak predstavuji dal$i “demontaz” tylakoidnich supramolekuldrnich komplexd.
Bez dalsi diferenciace do bodli 1 a 8 1ze sem zaradit:

Dtikaz a stanoveni fotosyntetickych pigmentt spektrofotometricky (A.R.Wellburn /1994/: J .Plant
Physiol. 144, 307 - 313).

Disociace pigmentoproteint a separace jednotlivych polypeptidi elektroforézou v
polyakrylamidovém gelu. Jejich imunochemicka identifikace.

Izolace n¢kterych polypeptidd, jejich aminokyselinova analyza, urceni sekvence, eventudlni pouziti
mutantt s odliSnym aminokyselinovym sloZzenim anebo sekvenci aminokyselin nékterych proteinti,
sekvenovani genti.

Krystalizace nékterych pigmentoproteint, jejich rentgenostrukturni analyza, ur¢eni konformace a
trojrozmérny model proteinti a pigmentt - je-li to jeste arzenal biochemie?
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Moderni metody hmotnostni spektrometrie (MS) a jejich uplatnéni
pri studiu a analyze latek rostlinného piavodu

Simek, P.

Entomologicky ustav AVCR, Laboratof analytické chemie, Branidovska 31,370 05 Ceské
Budgjovice
tel: 038/777 52 86, fax: 038/436 25, e-mail: psimek@entu.cas.cz

V piispévku je podan pirehled soucasnych metod hmotnostni spektrometrie a pracovist' v
CR, jez tuto techniku pouzivaji k analyze ptirodnich latek v rostlinnych matricich. Pozornost
bude zamétena na nové zptisoby ionizace biomolekul (ionizace za atmosferického tlaku, laserem)
a na nové moznosti spojeni metody MS se separacnimi technikami, zejména s kapalinovou
chromatografii (LC/MS). Daéle budou diskutovany principy, technické prednosti a omezeni
modernich hmotnostnich spektrometrti z hlediska jejich vyuziti v biochemické laboratofi. ZkuSenosti
s metodou MS budou dolozeny aplikacemi z praxe Laboratofe analytické biochemie
Entomologického tstavu a Laboratote LC/MS Ustavu experimentélni botaniky AV CR.

Literatura:
Application of Modern Mass Spectrometry in Plant Science Research.
Russell,P.N., Terence, J.W. (ed.), Clarendon Press, Oxford (1996)
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Izolace protoplastii, inokulace fytoviry a jejich imunodetekce
Sindelafova, M., Sindeld, L.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovee 1, 160 00 Praha 6,
tel: 02/24 31 01 09, fax: 02/24 31 01 13, e-mail: elsindel@site.cas.cz.

Podstata metod: Podstata ptipravy mesofylovych protoplasti tabaku spociva v enzymatické
degradaci bunécné stény a tim k uvolnéni protoplasta. Jejich inokulace kompletnim virionem
TMYV je zaloZena na skutecnosti, Ze jak virus, tak plasmalema protoplastu maji zaporny povrchovy
naboj. Proto se na virové ¢astice navaze polykationt (poly-L-ornithin) a tento komplex se stejnym
mechanismem navaze na plasmalemu; virova ¢astice pak prochéazi ptes membranu pinocytosou.
Stanoveni obsahu viru v protoplastech a procenta infikovanych protoplastii je zaloZeno na metodé
ELISA, pii které se na antigen (virus) navaze protilatka znacena alkalickou fosfatasou. Pi pouziti
vhodného substratu se pak uvede do chodu specificka enzymova reakce, jejiz métitelny barevny
produkt odpovida koncentraci enzymu a ta zase koncentraci antigenu (viru).

Mesofylové protoplasty piipravujeme z listi tabaku o stafi 60 dni od vyseti, ze kterych
vyfezeme mezi zilkami prouzky Sitky 1 mm. Prouzky podrobime plasmolyse pti 25° C v 10 mM
MES-KOH pufru o pH 5.5, ktery obsahuje 0.45 M manitol, 1 mM KNO, , 10 mM CaCl,, 1 mM
MgSO,,0.2mMKH,PO,, 1 nMKIa0.1 nM CuSO, (CPW medium, ///). Medium pak vyménime
za stejné obsahujici 1 % (v/0) celulasy (Onozuka R-10, SERVA) a 0.25 % macerasy (Macerozyme
R-10, SERVA) a vakuov¢ infiltrujeme (na 1 g prouzkt pouzivame 10 ml media). Po 15 min pii 30
° C medium odlijeme, centrifugujeme 10 min pii 2 000 g (odstranéni vétSiny protoplastii houbového
parenchymu) a znovu vratime k prouzkim. Po 2 - 3 hod pii 30° C odstranime zbytky rostlinnych
pletiv filtraci ptes nylonovou sitku 100 mm a protoplasty shromazdime centrifugaci (10 min 1
500 g). Protoplasty resuspendujeme v CPW mediu v kyvetach s tizkym hrdlem, pfidame stejny
objem 1.4 M sacharosy v CPW mediu a centrifugujeme 2 min pii 100 g. Za t€chto podminek
zbytky bun¢k sedimentuji a protoplasty vyflotuji do zizeného hrdla kyvety. Protoplasty se odeberou
pipetou, ziedi 35 ml CPW media, v kyveté podvrstvi 3 ml roztoku 10 mM MES-KOH pH 5.5
(obsahujiciho 0.6 M sacharosua 5 mM CaCl,) , prevrstvi 3 ml 0.2 M CaCl, v 10 mM MES-KOH
pufru, a centrifuguji 3 min pti 100 g. Horni vrstva obsahuje pievazné protoplasty epidermis,
spodni vrstva protoplasty palisadového parenchymu /2/. Tyto protoplasty odebereme pipetou a
ziedime do 10 ml 0.45 M manitolem.

Takto ziskané protoplasty pouzivame po jejich rozbiti na sit’ce s otvory 20 mm pro izolaci
bunéénych organel. Pokud pouzivame pfipravené protoplasty ke kultivaci, sterilizujeme pouzité
listy 2 % piipravkem SAVO a pracujeme disledn¢ za sterilnich podminek ve flow-boxu. Roztoky
sterilizujeme v autoklavu, enzymy pro izolaci protoplastli nejprve centrifugujeme (10 min 20 000
g), a pak sterilizujeme za chladu filtraci ptes filtr s pory 0,45 mm. Stejnym zptsobem sterilizujeme
i suspenzi TMV aroztok poly-L-ornithinu.

Pti inokulaci protoplastii virem mosaiky tabdku (TMV) pouzivame Cerstveé izolovany virus
[3] (40 mg TMV/5 ml 2 mM citratového pufru pH 5.4 obsahujiciho 0.45 M manitol). Tato suspenze
se smicha s 5 ml stejného pufru obsahujiciho 40 mg poly-L-ornithinu (PLO, MW 118 000), po 20
min se piida do 10 ml Cerstvé piipravenych protoplastt (cca 10° ptpl/ml) a necha reagovat 30
min pii 25° C. Protoplasty se odd¢li od neadsorbovaného viru centrifugaci (10 min 100 g),
tfikrat promyji 0.45 M manitolem s 0.1 mM CaCl, a resuspenduji v CPW mediu na vyslednou
koncentraci cca 10° ptpl/ml. Takto ziskané protoplasty inkubujeme v objemech po 10 ml ve 100
ml Erlenmeyerovych baikach za konstantniho osvétleni pfi 40 mmol . m=.s! a teploté 25° C.
Kontrolni neinokulované (mock-inoculated) protoplasty pfipravujeme piesné stejnym zptisobem
bez aplikace TMV. Vzhled a kvalitu protoplastii kontrolujeme mikroskopicky (zvétSeni 200x)

61



Methods in Plant Sciences

v Biirkeroveé komtirce, kde rovnéz stanovujeme jejich viabilitu pomoci methylenové modie /4]
(zivé protoplasty se nebarvi modie).

Pti stanoveni obsahu TMYV v protoplastech pouzivame standardni metody DAS-ELISA
s pouzitim krali¢ich polyklonalnich protilatek ptipravenych proti izolatu TMV-vulgare a protilatek
s navazanou alkalickou fosfatasou. Obsah viru byl stanoven z kalibra¢ni kiivky purifikovaného
TMYV pomoci softwaru popsaného v “Metodach enzymové imunoanalyzy™ /5/.

Pfi imunoenzymatickém stanoveni procenta inokulovanych protoplastii centrifugujeme
inkubované protoplasty 10 min pii 160 g, sediment dvakrat promyjeme 5 ml vychlazeného (0-
4°C) roztoku 0.35 M KCI v 10 mM MES-KOH pufru pH 5.5, tfikrat 3 ml vychlazeného 96 %
ethylalkoholu a dvakrat PBS (0.15 M NaCl v 50 mM draselném fosfatovém pufru pH 7.0) pii
standardnim centrifuga¢nim postupu (2 min pti 100 g). Protoplasty resuspendujeme v 1 ml PBS
pufru obsahujicim 2 ml anti-TMV IgG konjugované s alkalickou fosfatasou a inkubujeme 16 h pii
4° C. Po ztedéni PBS vzorek centrifugujeme 5 min pii 160 g, protoplasty resuspendujeme ve 2 ml
TNM pufru (0.1 M tris-HCIL, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl, , pH 9.5) a centrifugujeme 5 min pfi 160
g. Ziskané protoplasty resuspendujeme v 0.1 ml TNM pufru a pfidame 2 - 5 ml roztoku BCIP a
NBT (0.5 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfatua 7.5 mg nitroblue tetrazolium se rozpusti v 1
ml dimethylformamidu, a pak se pfidaji 2 ml TNM pufru). Reakce probiha 1.5 - 3 hod pii 37°C.
Infikované protoplasty se zbarvi ¢ernomodre a jejich pocet se ur¢i v Biirkeroveé komtrce. Relativni
chyba stanoveni neni vyssi nez 2 %.

Nejvétsi technické problémy jsou dany jiz samotnymi vlastnostmi protoplastt, jejich relativni
nestabilitou, kiehkosti a snadnou evakuolizaci vlivem pouZzivanych osmotik. Dalsi problémy
vznikaji pii zachovavani sterilnich podminek pii ptiprave a kultivaci protoplastd. Je nutné nalézt
kompromis mezi intenzitou a délkou sterilizace listovych pletiv piipravkem SAVO, cozZ ovliviiuje
viabilitu . Dal§im problémem je flotace protoplastt, které se nelze vyhnout. V tomto ptipad¢ je
nutné meénit osmolaritu pidavané sacharosy, dokud nedojde k flotaci. protoplastii . A asi nejvetSim
a zcela obecnym problémem je zavislost kvality a vlastnosti pfipravenych protoplastti ménici se
v zavislosti na stafi rostlin, prostedi kultivace a ro¢nim obdobi). Pi sledovani poctu infikovanych
protoplasti je dilezité odzkouset mnozstvi piidavaného roztoku BCIP s NBT (2-5 ml). Pii
niz$im mnozstvi se infikované protoplasty nedostatecné obarvi, pfi vy$sim mnozstvi mize dochazet
k nespecifickému barveni, nutno provést kontrolu na neinfikovanych protoplastech.

Literatura:
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Méreni katalytické aktivity sacharosasynthasy v in vitro
péstovanych mikrohlizkach bramboru

Vojtéchova, M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, Praha 6-Ruzyn¢
tel: 02/36 08 51 1. 445, e-mail: vojtech@genbank.vurv.cz

Sacharosasynthasa (UDP-glukosa D-fruktosa 2-glukosyl transferasa, E.C. 2.4.1.13.) katalysuje
zvratnou reakci :
sacharosa+ UDP < UDP-glukosa + fruktosa.

pH optimum reakce ve sméru $tépeni je 6.6, pH optimum ve sméru syntézy sacharosy je 8.8. V
podminkach in vivo je rovnovaha posunuta ve prospéch Stépeni sacharosy (1,2). Aktivita enzymu
se stanovuje jako mmol produktu vzniklého za minutu. Principem metody je kolorimetrické analyza
produktti (sacharosy nebo fruktosy) pfitomnych v reakéni smési po zastaveni enzymové reakce.
7 pristrojového vybaveni je nutna centrifuga (nejlépe chlazend), spektrofotometr méftici ve
viditelné ¢asti spektra, termostat na inkubaci vzorkl a vodni lazen na zahtivani zkumavek.
Vzorek mize byt Cerstvy, nebo zmrazeny v tekutém dusiku a uchovavany pii -80°C. Cca 200 mg
vzorku pfesné se homogenisuje ve vychlazené porcelanové misticce se 3x 2.0 ml studeného
extrakéniho pufru (20 mM MES pH 6.5 + 0.5 mM DTT), centrifuguje se 5" pti cca 2000 x g a
supernatant se odsoli do stejného pufru podle Penefského (3).

Na ptipravu odsolovacich kolonek podle Penefského pouzivame plastikové Spicky k pipetam
1000 ml které ucpeme ve Spi¢ce malym kouskem vaty. Kolonky Sephadexu G-25 Medium se
naliji a ekvilibruji jako normélni kolony na chromatografii. Pak se nasadi na malou zkumavku
nebo se prostréi prodéravélym vickem eppendorfky, odcentrifuguje se piebytecny pufr, vymeéni
se spodni nadobka, nanese se vzorek a vSe se znovu zcentrifuguje. Ve spodni nadobce se sebere
odsoleny vzorek. Kapacita vzorku je 20% objemu kolony. Maximalni pouzitelna rychlost je
1000 x g. Je mozno pouzit i thlovy rotor.

Méieni aktivity ve sméru syntézy sacharosy:

Enzymovy preparat (1/10 celkového objemu reakéni smési) se inkubuje s 10mM Frua 10 mM
UDPG v 50 mM Tris-Cl pH 7.5. Do reak¢ni smési je mozno ptidat aktivatory 15 mM MgCl a 1
mM DTT a 5 mM NaF (jako inhibitor UDPG- a ADPG-pyrofosforylas; nutné pouze u hrubych
extraktd a ¢asteéné purifikovanych vzorkti). Jako slepy pokus inkubujeme obsahuje vzorek enzymu,
ktery byl pfedem tepeln¢ denaturovan. Reakce se ukonéi piidanim stejného objemu SN NaOH a
10 min. zahfivanim ve vrouci vodni l4zni (inaktivace enzymu a rozloZeni se nezreagované fruktosy).
Stanoveni sacharosy se provadi anthronovou metodou (4).

Méreni aktivity ve sméru $tépeni sacharosy:

Enzymovy preparat (1/10 celkového objemu reakéni smési) se inkubuje s 100mM sacharosou a
SmM UDP v 20 mM HEPES-KOH 7.0. Do reakéni smési je mozno piidat 5 mM NaF jako inhibitor
pyrofosforylas. Jako slepy pokus inkubujeme obsahuje vzorek enzymu, ktery byl pfedem tepelné
denaturovan. Je nutné mit kromé slepého vzorku také kontrolu bez UDP - pozadi invertasy. Reakce
se ukon¢i zahfivanim 1 - 2 minuty na vrouci vodni ldzni nebo tfi minuty pti 95°C. Fruktosu
stanovime metodou podle Somogyiho-Nelsona (4)

Anthronova metoda stanoveni sacharidii: (4):

do 15 ml zabrusové zkumavky se napipetuji 3 ml anthronového ¢inidla (2 mg anthronu/ml konc.
H,SO,, nutno ptipravovat denné Cerstvy) a pfevrstvi se 1 ml vodného roztoku vzorku. Opatrné se
protiepe za chlazeni v ledové 1azni, aby nedoslo k piiliSnému zahtati smesi. Zahtiva se na vrouci
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vodni lazni 5 minut a potom se ochladi vodou. Mé&fi se absorbance pii 625 nm. Soucasné se meii
kalibra¢ni kfivka o koncentracich mezi 10 a 80mg/ml sacharosy.

Stanoveni redukujicich cukru podle Somogyiho a Nelsona (4):

Cinidlo I: v 800 ml H,O se rozpusti 24 g Na,CO, , 16 g NaHCO,, 12 g vinanu sodno-draseln¢ho
a 144 g Na SO,

Cinidlo II: ve 200 ml H,O se rozpusti 4 g CuSO,.5 H,O a36 g Na,SO,

Pracovni ¢inidlo se pfipravuje t€sné pred pouzitim smichanim 4 dila ¢inidlaI a 1 dilu ¢inidla II.
Arsenomolybdatoveé ¢inidlo: ve 450 ml H, O se rozpusti 25 g bezvodého molybdenanu amonného,
za chlazeni a michani se pfida 21 ml konc. H SO, a 3 g Na HAsO,.7 H,O rozpuSténé ve 25 ml
H,O. Necha se stat 24 hodin pii 37°C, zfiltruje se a uchovava se v temnu. 1 ml vodného roztoku
vzorku se smicha s 1 ml pracovniho ¢inidla a 10 min. se vaii na vodni lazni. Po ochlazeni se
piida 1 ml arsenomolybdatového Cinidla, dobie se promicha a nafedi se H,O na 10 ml. Odecita
se absorbance pii 550 nm. Soucasné¢ se méfi kalibracni kiivka o koncentracich mezi 10 a 80 mg/
ml glukosy nebo fruktosy.

Kolorimetrické metody pouzivané pro analyzu produktii reakce jsou relativni metody, které vyzaduji
kalibraci, a to pokud mozno soucasn¢ s métenim vzorku. Pro vypocet katalytické aktivity je nutno
experimentaln¢ overit, Ze zavislost koncentrace produktii na case je v daném intervalu za danych
podminek (teplota, pH, koncentrace substratii a enzymu) linearni. Pro vypocet koncentraci cukra
pomoci kalibra¢ni kiivky 1ze pouzit libovolny pocitacovy program, schopny provadét ma“tematické
vypocty.

Obe¢ pouzité metody jsou finan¢né¢ a pristrojoveé nenarocné, zato jsou pomeérne narocné na ¢as a
manipulaci.

Anthronova metoda je dost nepiijemna tim, Ze se pracuje s koncentrovanou kyselinou sirovou, a
pokud se do smési dostane dalsi voda (napt. pii méteni), dojde ke vzniku bilého zakalu, ktery
vzorek znehodnoti. U obou stanoveni dochazi pti delSim stani k samovolnym zménam zbarveni (a
tedy ke zménam v molarnich absorp¢nich koeficientech) a u stanoveni podle Somogyiho a Nelsona
se v roztoku po nafedéni tvoii bublinky CO,, které rusi pfi odecitani absorbance. Se stanovenim
podle Somogyiho a Nelsona rovnéz interferuje pfitomnost reduk¢nich ¢inidel.

Pro méfeni lze pouzit Siroké spektrum pufrii a aktivita neni vyznamné ovlivnéna ani iontovou
silou. Enzym neni absolutné specificky pro UDP, aktivita s ADP dosahuje asi 70% aktivity s UDP
as TDP asi 30% aktivity s UDP (1). Enzymova reakce ve sméru syntézy sacharosy je inhibovana
produktem UDP, ve sméru Sté€peni sacharosy produkty fruktosou a UDP-glukosou (2). Pro méfeni
aktivity ve sméru St€peni sacharosy v hrubych extraktech in vitro rostoucich bramborovych
hlizek nelze pracovat v oblasti pH blizké pH optimu kvtili vysoké aktivité kyselé invertasy. Pro
meieni ve sméru syntézy sacharosy zase mize interferovat vysoka aktivita pyrofosforylas.
Kolorimetricka stanoveni nejsou piilis specificka, proto se nehodi pro méfeni enzymové aktivity
v neodsolenych hrubych extraktech. Specifické stanoveni UDP-glukosy pomoci
UDP-glukosadehydrogenasy a stanoveni fruktosy spfazenou reakci fosfoglukoisomerasa-
hexokinasa-glukosa 6-fosfatdehydrogenasa jsou sice velmi specificka, ale jsou pomérné nakladna,
a i zde je potieba brat v ivahu moznou interferenci nékteré ze slozek vzorku s enzymovym
stanovenim. Analyzu produkti je rovnéz mozno provést pomoci HPLC, nebo je mozno pouzit
znacenych substratii a nasledné separace a analyzy produktti reakce scintilanim pocitatem; pro
rutinni stanoveni aktivity se vsak tyto metody pro svou ndkladnost a komplikovanost nepouzivaji.

Bibliografie:
1. Pressey,R (1969): Potato sucrose synthase: purification, properties and changes in activity
associated with maturation. Plant Physiol. 44, 759-764.
2. Wolosiuk,RA; Pontis,HG (1974): The role of sucrose and sucrose synthase in carbohydrate
plant metabolism. Mol.Cell.Biochem. 4, 115-123.
3.Penefsky,H(1977) Reversible binding of inorganic phosphate by beef heart mitochondrial
adenosine triphosphatase. J. Biol. Chem. 252, 2891 - 2899.
4. Ashwell,G (1957): Colorimetric Analysis o%§ugars. In: Methods of Enzymology. 1st ed. Vol.
3. (Eds: Colowick,SP; Kaplan,NO) Academic Press Inc, New York, 73-105.
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Imunoafinitni chromatografie cytokininu

Varikova, R., Gaudinova, A., Stissenbekova, H., Dobrev, P., Strnad, M., Holik, J.

Ustav experimentélni botaniky AVCR, Rozvojova 135, 162 05 Praha 6
tel: 02/36 81 58, fax: 02/36 81 59, e-mail: vankova@ueb.cas.cz

1. PRINCIP IMUNOAFINITNI CHROMATOGRAFIE (IAC)

Principem IAC je izolace latek na zaklad¢ jejich interakce se specifickou protilatkou navazanou
na pevném nosi¢i. VEétSina sloucenin ve vzorku projde IAC kolonou nezadrZena, nespecificky
nasorbované slouceniny se vymyji pufrem a specificky zachycené slouceniny se eluuji vhodnym
¢inidlem (napf. methanolem). Timto zptisobem se dosahne v jednom chromatografickém kroku
takového stupné vyc€isténi vzorku, kterého 1ze jen stézi dosahnout chromatografii na fyzikalné-
chemickém zakladg.

2. METODIKA

2.1. Nezbytné vybaveni

IAC neni naro¢na na piistrojové vybaveni. PIné€ postacuje klasické zatizeni chemické laboratoie
(centrifuga, tfepacka, spektrofotometr, radiometr). Jejim nezbytnym piedpokladem je ovSem
dostate¢né velké mnozstvi protilatek (fadove desitky mg) o vhodné specifité. Nosice pro vazbu
protilatek jsou komeréné¢ snadno dostupné, atoi v aktivované forme.

2.2. Priprava imunosorbentu

Protilatky. Pokud jsou pro ptfipravu imunosorbentu pouzivany monoklonalni protilatky, pak pfi
vysokém titru staci jejich nékolikandsobné (3x) pfesrazeni siranem amonnym (50% nasyceni).
Pokud jsou pouZzivany polyklonalni protilatky, je nezbytné jejich afinitni vycisténi. Protilatky jsou
selektovany a testovany pomoci kompetitivni RIA. Protilatky proti cytokininim nesmi vykazovat
kiizovou reakci s adeninem ani s adenosinem, které se vyskytuji v rostlinnych vzorcich v
koncentracich fadové vyssich nez stanovované cytokininy. Pro pfipravu imunosorbentu je
vyhodné€jsi pouzit protilatky se $irsi, tzv. skupinovou specifitou (napt. protilatky proti
isopentenyladenosinu s vyraznou interakci s trans-zeatin ribosidem a dihydrozeatinem). Skupinoveé
specifické sorbenty umozniuji zachytit ze vzorku celou skupinu ptibuznych latek, v nasem piipadé
vSechny isoprenoidni cytokininy (s vyjimkou 7N- a O-glukosidi, které vyzaduji vlastni protilatky).
Obecné plati, ze protilatky pfipravené proti nepolarnim N°-substituovanym haptentim (napt.
isopentenyladenosinu) vykazuji Sirsi specifitu (Strnad et al., 1990). V ptipadé uzce specifickych
protilatek 1ze pouzit smés dvou nebo vice protilatek.

Vazba na nosic. Tradi¢ni zptisob vazby protilatek na nosi¢ vyuziva funkénich skupin proteinu
(napt. volnych aminoskupin). Ve velké srovnavaci studii imunosorbentt pro cytokininy (Davis et
al., 1986) se jako nejlepsi ukazal Affi-Gel 10 (zesitovana agarosa s desetiuhlikatym oddalovacim
raminkem - “spacerem”). Vyhodou této metody je velmi snadné provedeni; orientace protilatek
navazanych na nosi¢ je ovSem nédhodna (“random”). Zvlasté v piipad¢ vysokomolekulérnich
substrat je pak fada vazebnych mist na protilatkach stericky neptistupnd. Hoffman a O’Shanessy
(1988) zavedli orientovanou imobilizaci protilatek. Vyuzili skute¢nosti, Ze pouze na Fc fragmentu
protilatky (krystalickd, konstantni ¢ast) jsou cukerné zbytky. Ty lze oxidovat bud’ jodistanem
sodnym nebo enzymaticky (v zavislosti na typu cukerného zbytku galaktosaoxidasou, ptip.
kombinaci neuraminidasy a galaktosaoxidasy). Vzniklé aldehydické skupiny velmi snadno a pevné
reaguji s hydrazidovymi skupinami. Tento postup vyzaduje odsoleni protilatek po jejich oxidaci,
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protoze pritomnost jodistanu rusi vazbu na nosi¢. Mnozstvi navazanych protilatek se v obou
piipadech stanovuje spektrofotometricky (z rozdilu koncentrace ve vzorku pred vazbou a po ni).

2.3. Imunoafinitni chromatografie

Po ziskani imunosorbentu se stanovi jeho maximalni kapacita pro jednotlivé cytokininy. Na IAC
kolonu se aplikuje smés radioaktivné znaceného a nezna¢eného cytokininu, tak aby bylo dosazeno
vhodného hmotového zatiZzeni pii dostatecné aktivité. Po promyti pufrem a vodou je specificky
navazany cytokinin eluovan vychlazenym methanolem. Kolona musi byt okamzité promyta vodou
a pufrem. Je zapotiebi stanovit kapacitu imunosorbentu a vytéznost pro jednotlivé cytokininy ve
smeési, v koncentracni oblasti mirn€ prevysujici hodnoty cytokininli ve vzorcich. Rozdilna afinita
jednotlivych cytokinint vii¢i protilatkam se totiz mtize projevit v jejich maximalni kapacité (piip.
vytéznosti) az pii kompetici s ostatnimi cytokininy.

2.4. Porovndni orientované a neorientované vazby protildtek

Orientovana imobilizace, kterd umoznila zna¢né zvysit kapacitu imunosorbentli u fady
vysokomolekularnich latek (napt. Petkov et al. 1990), v ptipad¢ cytokinint nevykazala vyrazny
ucinek. Je mozné, Ze protilatky navazané pies spacer (C, ) na Affi-Gel 10, maji dostatek
konformacni volnosti umoznujici cytokinintim dobry piistup. Maximalni kapacity imunosorbentti
ziskanych obéma ptistupy byly v podstaté stejné (Vankova et al., podano do tisku).

3. FINANCNINAROCNOST

Finan¢ni naro¢nost metody je dana dostupnosti vhodnych protilatek (v dostate¢ném mnozstvi).
Cena sorbentti od renomovanych firem (napi. Bio-Rad: Affi-Gel 10, Affi-Gel Hz) sice rovnéz
neni zanedbatelna, ale 1ze s uspéchem pouzit i sorbenty vyrobené v tuzemsku (napf. perlova celulosa
Perloza MT 200 - Hz). Oba typy nosict vykazovaly pii pfipravé imunosorbentd pro cytokininy
velmi podobné vlastnosti (Perloza méla dokonce o néco vyssi vazebnou kapacitu).

4. POTENCIALNI ZDROJE POTIZI

Protilatky, stejné jako jiné proteiny, jsou citlivé na napénéni. Proto je tieba se vyhnout nadmémému
ttepani apod. Citlivost jednotlivych protilatek vii¢i jodistanu se lisi. Je proto 1épe volit alespon
zpocatku snizenou teplotu (4°C) a krat$i dobu inkubace (30 min). Pti vazbé protilatek na nosic je
zapotiebi dosahnout co nejlepsiho kontaktu s nosi¢em, ale zaroven Setrné (lepsi nez ttepacka je
kyvacka nebo rotacni odparka). Pfi IAC je nékdy vhodné nanést vzorek opakované nebo zastavit
na ur¢itou dobu pritok. Methanol pro eluci by mél byt dobfe vychlazeny. Zivotnost kolony lze
vyrazn¢ prodlouzit zafazenim piedkolonky s nespecifickymi protilatkami. Dobie udrzované kolony
si uchovaji svou kapacitu az n¢kolik let, pokud nedojde k jejich mikrobialni kontaminaci (musi
byt skladovany v pufru obsahujicim azid).

5. UPLATNENI

V posledni dobé se IAC stale vice uplatnuje ve standardnim analytickém postupu stanoveni CK.
Ionexové chromatografie by mély piredchazet IAC, vzhledem k tomu, Ze by vzorky mély byt
pokud mozno zbaveny fenolti a barviv. Piecisténi na IAC vyrazné zpiesni analysu a zlepsi detek¢ni
limit, protoZe pti nasledné HPLC nedochéazi k ptipadnému nekontrolovatelnému posunu reten¢nich
Casu vlivem piitomnosti velkého mnozstvi jinych latek ve vzorku a i kone¢né imunostanoveni
(ELISA, RIA) neni ruSeno nezadoucimi interferencnimi latkami.

Literatura:
Davis, G.C., Hein, M.B. a Chapman, D.A. (1986) Evaluation of immunosorbents for the analysis
of small molecules. J.Chromatogr. 366: 171-189.
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Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Bizek. J.
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Historie a princip metody

Koncem Sedesatych let bylo zjisténo, Ze hybridizaci nukleovych kyselin 1ze Gspé$né provadét
i tehdy, je-li cilova nukleova kyselina obsazena ve strukturach cytologického preparatu, napiiklad
v chromozomech (Pardue a Gall 1969). Tim byl poloZen zaklad zcela novému, pfimému zptisobu
mapovani genomu. Prvni znackou, ktera byla pouzivana v sondach nukleovych kyselin, byly izotopy
(*H, C,*S), jejichz vyhodou je vysoka citlivost detekce, nevyhodou vSak nepresné lokalizovany
signal na chromozomech. Po autoradiografii preparatti je nékdy nutno statisticky zhodnotit distribuci
stiibrnych zrn podél chromozomu a teprve na zakladé tohoto hodnoceni Ize rozhodnout o umisténi
dané sekvence (napt. Ambros et al. 1986).

Posléze se pteslo na znaceni pomoci jednoduchych organickych molekul (biotin, digoxigenin)
a heteroduplexy DNA v chromozémech se detekovaly pomoci piislusnych protilatek nebo jinych
proteinovych ligandi, konjugovanych s molekulami umoziiujicimi jejich vizualizaci v mikroskopu.
Nejprve to byly enzymy (peroxidaza, alkalicka fosfatdza) préménujici urcity substrat v barevny
nerozpustny produkt. Pravou revoluci zptisobilo vSak zavedeni fluorescen¢niho znacenti, které s
sebou ptineslo fadu vyhod (Jiang a Gill 1994), naptiklad vyrazné zvyseni citlivosti nebo moznost
uziti vice sond najednou. Fluorescenéni znacka (nejcastéji fluorescein, rhodamin nebo novéji
napf. cyaninova barviva) mize byt bud'to pfimo navazana k nukleotidu, napt. dUTP, a
inkorporovana do sondy NK (pfimé znaceni, napt. Reader ef al. 1994) nebo mtize byt konjugovana
k proteinovému ligandu proti biotinu nebo digoxigeninu. Podle toho, jaky zvolime postup znaceni
a detekce, bude procedura rizné rychlé a citliva. Pfimé znaceni se pouziva tam, kde je zadouci
rychlost (imunodetekce se neprovadi), ale neni tfeba vysoké citlivosti (znaceni celych
chromozémovych sad pomoci genomové in situ hybridizace, Anamthawat-Jonsson a Reader 1995).

Pti pouziti sondy znacené biotinem nebo digoxigeninem a ndsledné detekci signalu pomoci
protein-fluorescenéniho konjugatu 1ze vhodné zvolenou kaskadou reakci dosahnout vysoké
citlivosti. V poslednich asi tfech letech se diky tomu jiz pomérné Casto objevuji prace o detekci
velmi kratkych a unikatnich sekvenci na rostlinnych chromozdémech (napi. Hoopen et al. 1996),
ackoli je to mnohem narocnéjsi kol nezli u zivocichd (rostlinné chromozémy jsou velmi
kontrahované a bunécna sténa Casto ztézuje penetraci proby i pozorovani vysledku v mikroskopu).
Zpusobu amplifikace signalu je celd fada. V nasi laboratofi se pouzivame nasledujici postup,
jenz vyuziva afinity avidinu k biotinové znacce (systém firmy Vector, viz téz Blizek et al. 1997).

biotin v DNA heteroduplexu

prvni vrstva avidinu konjugovaného s fluoresceinem

protilatka proti avidinu konjugovana s
biotinem

druha vrstva avidinu konjugovaného s fluoresceinem
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Fluorescen¢ni znacka je excitovana svétlem rtutové vybojky o takové vinové délce, kterou
propusti piislusny filtr zabudovany v mikroskopu. Emitovanou fluorescenci daného fluorochromu
pak pozorujeme jako signal (fluorescein - zelena fluorescence, rhodamin - ¢ervena fluorescence),
DNA v chromozoémech se barvi latkou s odliSnou fluorescenci (DAPI - modra, propidium jodid -
cervend).

Obecné schéma postupu :

4 N\
Rostlinné buiiky s jadry v mitéze, Sonda DNA- klonovana sekvence, PCR
meiéze nebo v interfazi produkt nebo synteticky
l oligontkleotid

Synchronizace bunééného cyklu a
akumulace metafazi Znaceni sondy

l l

Zhotoveni cytologického preparatu
| Priprava hybridizaénl’ smési

Denaturace hybridiza¢ni smési a DNA v chromozémech

'

Hybridizace

l

Odmyvani nespecificky navazané sondy

l

Detekce signalu

'

Barveni DNA v chromozémech, montaZz kryciho sklicka a pozorovani pod mikroskopem
. J

Poznamky:

Pokusny material a priprava prepardtii: Nejrozsitenéjsi je fluorescencni in situ hybridizace
na mitotickych chromozomech. Klasicka metoda jejich piipravy je akumulace metafazi v meristému
kotenovych Spicek (napi. ledovou vodou, kolchicinem, monobromnaftalenem atd.), fixace,
macerace celuldzami a pektinazami a roztlak. Tento postup se (s vyjimkou synchronizace a
akumulace metafazi) uziva i pti piipraveé preparatii meiotickych chromozémii z pylovych
matetskych bunék. Dokonalejsi odstranéni bunécnych stén piedstavuje metoda izolace mitotickych
protoplastli. Spoc¢iva v ptisobeni celulolytickych enzymii na nefixované kofenové meristémy
obsahujici jadra v mitoze. Do izotonického roztoku se pak uvolni protoplasty, které se nechaji
mirn¢ nabotnat pfidanim destilované vody, fixuji se a kapou na preparat. Lze tak docilit velmi
Cistych preparatli s dobie rozprostifenymi metafaznimi figurami, vhodnych pro rizné ucely (in
situ hybridizace-Buzek ef al. 1997, in situ nick translace-Vyskot et al. 1993). Preparaty se mohou
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jeste osettit ribonukleazou a proteolytickymi enzymy pro snizeni pozadi a lepsi penetraci proby.
V jistych specifickych ptipadech se pouzivaji pletivové fezy s jednou nebo vice vrstvami bun¢k
s intaktnimi, neroztlacenymi jadry. Tento material se uplatiiuje pii studiu prostorové lokalizace
DNA sekvenci (repetici, telomer) v interfazi. K vyhodnoceni preparatt se obvykle uziva konfokalni
laserovy skenovaci mikroskop (CLSM, Rawlins ef al. 1991).

Znaceni sondy: Provadi se vyhradn€ pomoci kit od riznych firem (Amersham, Boehringer),
bud’to extenzi nahodnych primera pfipojenych k denaturované DNA, nebo nick translaci (vytvofi
se jednoietézcovy zlom - nick - v cukrfosfatové kostie DNA a nasledné probiha vyména nukleotida
v daném feté€zci). Znacka je vétSinou pfipojena na raménku (C, ) k dUTP, kterym se nahrazuje
¢ast tymidina v nove syntetizované DNA. Do znacenych oligonukleotidii se biotin-dUTP vklada
Jiz pri jejich syntéze. Po znaceni je vhodna kontrola inkorporace znaceného dUTP, napi. nanesenim
nekolika fedéni sondy na membranu a detekci konjugatem avidin-alkalicka fosfataza nebo anti-
digoxigenin-alkalicka fosfataza. Stupen inkorporace se stanovi pomoci intenzity Stépeni
chromogenniho substratu (NBT- BCIP).

Technika fluorescen¢ni in situ hybridizace umoznuje detekovat polohu vice riiznych DNA
sond zaroven na jednom preparatu, pokud pouZzijeme pro kazdou sondu jinou znacku, napf.
fluorescein-dUTP a rhodamin-dUTP (pfimé znaceni), nebo biotin a digoxigenin-dUTP s piislusné
odlisnymi detek¢nimi systémy aplikovanymi postupné (nepiimé znaceni). Tato metoda se nazyva
multicolour FISH (viz napf. Jiang a Gill 1994).

Denaturace a hybridizace: Nékteii autofi doporucuji spolecnou denaturaci sondy a preparatu
na vyhiivané ploché desti¢ce (napt. upraveny termocykler pro PCR - Heslop-Harrison et al.
1991). V nasi laboratofi se nejlépe osveédcila denaturace oddélend. Sonda se denaturuje ve vrouci
vodni 1azni v mikrozkumavce a posléze se rychle zchladi v ledové 1azni. Chromozémové preparaty
se denaturuji kratce (cca 1-2 minuty) v 70% formamidu (snizuje T,_ DNA) pii cca 70°C. Poté se
rychle zchladi ve vzestupné ethanolové fad¢ (50, 70, 100 %) pii

-20°C a vysusi se proudem vzduchu. Delsi denaturace pii vyssi teploté by vedla k posSkozeni
struktury chromozému. Hybridiza¢ni smés obsahuje mimo denaturované DNA sondy jesté nosi¢ovou
DNA (sonikovana denaturovana DNA piipravena ze spermii lososa), formamid, roztok soli (SSC)
a dextransulfat. Po aplikaci hybridiza¢ni smési a kryciho skli¢ka se preparat zaramuje (pouzivame
gumové lepidlo) a necha inkubovat nejcastéji pies noc ve vlhké komitrce pii 37°C.

Odmyvani a detekce: Odmyvani nespecificky navazané sondy ve formamidu a SSC je
analogické odmyvani pii membranovych hybridizacich. Pii pouziti kratkého oligonukleotidu jako
sondy je tieba stringenci snizit. Pii hybridizaci s pfimo znac¢enou sondou nasleduje po tomto
kroku jiz jen barveni DNA v chromozomech a pozorovani. Je-li sonda znacena biotinem nebo
digoxigeninem, je nutno provést kaskadu amplifikac¢nich a vizualizaCnich reakci. Nejdiive je
tteba provést vysyceni povrchu preparatu (napi. proteiny prislusného séra), aby nedochazelo
k nespecifické vazbé danych ligandi a tim ke zvyseni pozadi. Nékolik desitek mikrolitri roztoku
fluorescencné znacené protilatky nebo avidinu v prislusném inkuba¢nim pufru se nakape na preparat
a inkubace probihd ve vlhké komiirce pod kouskem plastikové folie. Mezi jednotlivymi kroky
musi nasledovat diikladné odmyvani v PBS (ve sklenénych kyvetach, tzv. Coplin jar).

Barveni chromozomii, montdz a pozorovani: Pro barveni DNA v chromozdmech uzivame
vétSinou roztoku barviv DAPI (DNA specifické) nebo PI (DNA a RNA specifické) v komeréné
vyrabéném médiu (Vectashield, Vector, VB), které snizuje zhaseni fluorescence pii pozorovani.
Po aplikaci n¢kolika desitek mikrolitrti roztoku se ptilozi kryci sklicko, preparat se zaramuje a
po cca 15 minutéch je piipraven k pozorovani. K vyhodnoceni preparatti uzivame fluorescencni
mikroskop Olympus AX-70 a vybrana jadra nebo mitdzy bud’ fotografujeme (na citlivy film o
400 ISO) nebo casteji snimame CCD kamerou piipojenou k pocitaci. K vytvoreni obrazki pak
uzivame systému analyzy obrazu ISIS (MetaSystems, SRN), vyvinutého specialné pro cytogenetické
ucely. Obrazky se daji fotografovat z obrazovky nebo tisknout na specialni barevné tiskarné (napi-.
Mitsubishi CP-DI1E).
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Detekce repetitivnich DNA sekvenci na chromozomech Melandrium
album metodou fluorescencni in situ hybridizace

Buzek. J., Siroky, J., Riha, K., Vyskot, B.

Biofyzikalni tstav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: buzek@ibp.cz

Modelovy dvoudomy druh knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia) je
charakteristicky dobfe rozlisitelnymi pohlavnimi chromozémy (konstituce XY v sam¢ich a XX
v sami¢ich bunkach). Chromozomy M. album byly studovany pomoci fluorescencni in situ
hybridizace (FISH) s riznymi DNA sondami: vnitinim EcoRI fragmentem z 25S-rDNA rajcete
(2478 bp), Sesti netranskribovanymi repetitivnimi sekvencemi (ziskanymi DOP-PCR amplifikaci
DNA zizolovaného X chromozému, 208-750 bp) a se syntetickym oligonukleotidem (TTTAGGG),
homolognim s telomerovou repetitivni sekvenci Arabidopsis thaliana. Hybridizacni signaly X-
repetitivnich sekvenci byly lokalizovany v konstitutivnim heterochromatinu (pozitivnich C-
prouzcich) v distalnich, subtelomerovych oblastech chromozémovych ramen. 25S-rDNA byla
lokalizovana na autozomech 5, 7, 9 a 10 a netranskribované repetice na vét§iné autozomu i na
obou pohlavnich chromozémech X a Y. Ackoli byly netranskribované repetitivni sekvence
izolovéany z chromozému X, Zadna z nich nebyla pro tento chromozdm specificka. Hybridizac¢ni
signal repetitivnich sekvenci na chromozému Y se vyskytoval pouze v heterochromatinovém bloku
na konci jednoho ramene. Pomoci analyzy meiotickych bivalentd v pylovych matetskych buiikach
bylo zjisténo parovani této oblasti s homolognim tisekem chromozému X, cozZ umoznilo ztotoznit
ji s diive jiz klasicky lokalizovanou pseudoautozomalni oblasti. Signaly po in situ hybridizaci
s telomerovée specifickym oligonukleotidem byly patrné jako body na koncich chromatid. Tyto
body byly rizné intenzivni, pfipadné se nevyskytovaly vibec. Variabilita sily signalu byla
sledovana u nékterych vybranych chromozomu (X, Y, autozémy 1 a 7) na vice metafazich, av§ak
zadné pravidelné se vyskytujici rozdily v intenzite signalii nebyly nalezeny. Zminéna riiznd intenzita
repetic u M. album je asi 2-4 kb, cozZ predstavuje téméf dolni limit detekce nejcitlivéjsich FISH
technik u rostlinnych chromozém.

Pod&kovani: Uvedené vysledky byly ziskany pii feseni grantu A5004601 GA AV CR.
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Analyza struktury DNA a chromatinu

Fajkus. J.

Biofyzikalni ustav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno.
tel: 05/41 51 71 99, fax: 05/41 21 12 93, e-mail: fajkus@ibp.cz

Vyznamnou charakteristikou sekvenci DNA je jejich pravdépodobna konformace v prostoru
(tvar osy dvojsroubovice DNA, DNA curvature) anukleozémova struktura ( uréeni ¢asti sekvence,
ktera tvoti komplex s dfefiovymi histony, a ¢asti, ktera tvoii spojovnik (linker) mezi nukleozémy,
a je relativné ptistupna (nucleosome positioning).

Ob¢ tyto charakteristiky vyznamné zavisi na primarni sekvenci DNA a byly vysloveny
domnénky, Ze praveé ony predstavuji strukturni kod skryty v primarni sekvenci DNA.

V soucasné dobé mame k dispozici pocitacové programy umoziujici predikci ohybii v DNA
(software Curvature) i polohu nukleozémt (software Nucleosome) piimo ze zadané sekvence
DNA. Oba programy nam byly laskaveé poskytnuty partnerskym pracovistém (Prof. E. Trifonov,
Weizmann Inst. Sci., Israel). Program Curvature je zaloZzen na “wedge” modelu zakiiveni DNA,
podle n¢hoz vysledna deformace osy je vektorovym souctem piispévkl mezi kazdymi dvéma
sousednimi pary bazi. Program Nucleosome predikuje polohu nukleozému z ohybatelnosti
(bendability) sekvence, ktera je dana charakteristickym rozlozenim dinukleotid, predevsim AA
aTT.

Experimentaln¢ 1ze ohyby v DNA lokalizovat a kvantifikovat pomoci liga¢niho-cyklizacniho
testu (u velmi kratkych sekvenci, zjist'uje se pocet opakovani dané sekvence, které je jiz schopno
uzavieni do kruhu) a univerzalngjsi permutacni analyza. Pii ni se pfipravi dimer dané sekvence,
z n¢hoz se vystépuji restrikénimi enzymy v riznych mistech stejné dlouhé, avsak vzijemné
permutované, monomery. Mobilita téchto monomert v polyakrylamidovém gelu za nizké teploty
je pak maximalni u monomeru, u néhoz ke st€peni doslo uvnitf ohybu, a minimalni u monomeru,
ktery ma ohyb lokalizovan ve svém stiedu.

V dosavadnich experimentech bylo dosazeno velmi dobré shody experimentu s predikei.

Polohu nukleozomu mizeme analyzovat ze dvou hledisek: tzv. rotacni usazeni, které urcuje,
které nukleotidy dané sekvence jsou (pfiblizn¢ s 10,5 bp periodicitou) obraceny smérem ke
komplexu histontl, kolem nichz se DNA oviji, a které naopak vy¢nivaji smérem do okoli - ty jsou
pak dostupnéjsi st€peni nebo modifikaci (napt. St€peni DNazou I). Translacni polohou nukleozému
se rozumi piesné ureni pocatku a konce té ¢asti sekvence, kterd je navinuta na histonovou dien.
Je ziejmé, Ze jednomu rotaénimu usazeni muze vyhovovat vice transla¢nich poloh, vzajemné se
lisicich o jeden a vice zavitl dvojSroubovice DNA. Dosti Casto se redlné¢ vyskytuje nékolik
translacnich poloh nukleozému, napf. na riznych kopiich jednoho typu repetitivni sekvence.
Transla¢ni polohu nukleozému je mozno urcit piiblizné (10 bp) pomoci restrikéniho §tépeni
mononukleozémové, resp. diefiové frakce DNA, extrahované z chromatinu $tépeného
Mikrokokovou nukleazou (5t€pi v useku mezi nukleozomy) soucasné s Exonukleazou III (provede
degradaci mezinukleozémové DNA od jejiho 3 ’konce az k mistu jejiho vstupu do nukleozému).
Po ukonceni reakce, odbourani proteint a extrakci DNA nasleduje jeste st€peni jednovlaknového
ptevisu DNA, zbyvajiciho po Exolll-stépeni pomoci Mung Bean nebo S1 nukleazy. Z kontrolni
elektroforézy sady nukledzovych stépeni miizeme prostrednictvim blotovani a hybridizace stanovit
periodu fazovani nukleozomi na zkoumané sekvenci - ta zavisi na délce spojovnikové DNA mezi
nukleozomy. Mononukleozomova, resp. dieniova frakce (délka cca 146 bp) ziskana z preparativni
polyakrylamidové nebo agar6zové elektroforézy vybraného nukledzového stépeni je dale Stépena
paralelné alesponn dvéma restrikénimi enzymy, nasleduje separace fragmentli na 6-8 %
polyakrylamidovém gelu, blotting a hybridizace se zna¢enou sondou pro zkoumanou sekvenci.
Velikost hybridizujicich fragmentii pak udava polohu restrikéniho mista vzhledem k hranicim
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nukleozomové DNA. Presné€jsi urCeni translacni polohy nukleozému se provede pomoci extenze
primeru, umisténého uvnitt nukleozomové DNA, opét na templatu dietiové frakce DNA. Pritom
je pouzit bud’ koncové znaceny primer, nebo [a-3*P]-ANTP. K ukonc¢eni syntézy dojde zakonité na
konci templatového fragmentu. Pfesnou polohu terminace uré¢ime porovnanim se sekvenacnimi
reakcemi ve kterych byl pouzit stejny primer, soubézné nanesenymi na stejném sekvenacnim
gelu. Je vhodné vysledek ovérit na druhém vlakné v opacném sméru, druhou hranici lze vsak i
vypocitat diky konzervativni délce dieniové DNA (146 bp). I v tomto piipadé existuje dobra
shoda predikce a experimentu, odchylky byly zjistény jen v posunu transla¢ni polohy o + 1 otacku
DNA v ramci stejné rotacni polohy nukleozomu.

Naroky na vybaveni laboratofe: termostat, aparatury pro agar6zovou, polyakrylamidovou a
sekvenacni elektroforézu, termocykler, UV trasiluminator.

Chemikalie: kromé béZznych jde predevsim o vySe zminéné enzymy, primery a kit pro sekvenovani
a cyklickou extenzi primerd (napt. CircumVent thermal cycle sequencing kit -NEB), znac¢ené
dNTP.

Finan¢ni a ¢asova narocnost: analyza ohybu na cca 200 bp sekvenci: obnasi ptipravu, event.
klonovani dimeru v uspofadani “hlava k pat¢”, jeho restrikéni St€peni na zaklad¢é znamé sekvence,
PAGE za konstantni nizké teploty (< 20 °C), grafické vyhodnoceni retardace, kontrolni PAGE za
konstantni zvysené teploty (50 °C) pii niz je vliv ohybu potlacen.

Celkem 2-4 tydny, 30.000 K¢ za material.

analyza chromatinové struktury vcéetné presné translacni polohy nukleozomii na 200 bp sekvenci:
4 tydny, 40.000 K¢ za material.

Uskali a tipy: pii permutaéni analyze je bezpodmineéné nutné dodrzeni konstantni teploty pfi
PAGE. Lze analyzovat sekvence v délkovém rozmezi piiblizn¢ 60-400 bp, podminkou je piitomnost
vhodné rozmisténych restrikénich mist. Cim krati je analyzovana sekvence, tim koncentrovangjsi
nebo hustéji zesitovany polyakrylamid je nutno pouzit. Pii analyze struktury chromatinu je tieba
nalézt vhodny postup pfipravy bunécnych jader nebo chromatinu (bez nespecifické degradace
DNA) , nukledzové Stépeni provadét v souboru alespon Ctyt reakci liSicich se mnozstvim
Mikrokokové nukledzy nebo dobou Stépeni, kazda z reakci musi obsahovat dostate¢né mnozstvi
materialu pro nasledné experimenty (110 mg). V pribehu pfipravy jader a nukleazového stépeni
je tieba zabranit degradaci proteint prostiednictvim inhibitora proteinaz (napt. PMSF). Piedbézné
restrikéni stanoveni hranic nukleozomové DNA umoziuje pii extenzi primera odlisit nespecifické
terminacni signaly od vice skutecnych, rizné zastoupenych poloh nukleozomu na dané sekvenci.
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1.Podstata metody

Hydrogensificitanové genomové sekvenovani ma ve srovnani s difve pouzivanymi metodami
dvé zékladni vyhody:

a) Poskytuje informace o rozmisténi 5S-metylcytosinti (5-mC) v celé délce studovaného useku
DNA.

b) Vysoka citlivost PCR kroku umoziuje analysovat metylaci DNA v nékolika desitkach
bunék.

Metoda je zalozena na chemické reakcei, pfi niz na jednotetézcové DNA dochazi pomoci
HSO, k hydrolytické deaminaci cytosint na uracily, kdezto 5S-mC nereaguje.

V prvnim kroku reakce, sulfonaci, interaguje hydrogensifi¢itanovy anion s dvojnou vazbou
mezi 5 a 6 uhlikem cytosinu a tvoii se sulfonat cytosinu na 6 uhliku. Tento krok je reversibilni a
pomalejsi u oligonukleotidii nez u nukleotidi. Reakce ptima probiha pti nizkém pH. Ve druhém
kroku reakce, hydrolytické deaminaci, se ve vodném prostiedi deaminuje aminoskupina na 4
uhliku a vznik4a sulfonét uracilu. Tento krok je nevratny a je katalysovan basickymi latkami,
sifi¢itanovymi, hydrogensifi¢itanovymi nebo acetatovymi anionty, a probiha pti pH niz$im nez 7.
V poslednim kroku reakce se sulfonat uracilu alkalicky desulfonuje na uracil.

Plivodné komplementéarni vlakna se po reakci stanou nekomplementarnimi a proto se dale
analysuji samostatné pomoci PCR. K t¢émto vz4jemné nekomplementarnim vlaknim se navrhnou
Ctyti oligonukleotidové primery umoznujici amplifikovat ob¢ vlakna studovaného tseku DNA.
Na 5’ konci primert se nachazi cilové sekvence pro restrikéni endonukleasy vhodné pro klonovani
do béZznych plasmidovych vektorti. Naklonované PCR produkty se poté sekvenuji. Na sekvenacnich
gelech vSechny prouzky odpovidajici cytosinu znamenaji pfitomnost 5-mC v ptivodni genomové
DNA.

2.Shrnuti zakladnich praktickych postupi
A)Co je potieba v laboratofi (chemikalie, pfistroje, atd.)

Metodu lze provést v bézné laboratofi molekularni biologie, je tteba PCR-cyklér,
elektroforetickd zatizeni pro agarosové a akrylamidové gely, sekvendtor a syntetizér primert
(formou sluzby).

Jako reakéni ¢inidlo se pouziva hydrogensifi¢itan sodny (SIGMA S-8890 sodium bisulfite),
coz je obvykle smés asi 1:1 hydrogensifi¢itanu sodného NaHSO; a disifi¢itanu sodného Na,S O
(HS,0,=HSO,+S0,). Pouzije se n€kolik restrikénich endonukleds na St€peni genomové DNA a
upravu PCR produktii pted ligaci. Jsou zapotiebi také kolonky “QIAprep Spin Miniprep Kit”
(Quiagen) nebo podobné, ligasa, kompetentni bunky (Stratagene), oligonukleotidové primery,
sekvenovani 1ze provést pomoci kitu “Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB) a
a[32]P-dATP.

B)Pracovni postup
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Isolovana rostlinnd nebo zivocisna genomova DNA se nastépi restrik¢éni endonukleasou,
ktera nema cilové misto ve studovaném useku. Stépend DNA, po inkubaci s Rnasou A a poté
s Proteinasou K, se precisti fenolovou a chloroformovou extrakei.

Nejdrive se 2 mg takto piipravené DNA v 90 ml destilované vody zdenaturuje piidanim 10
ml Cerstvé pripraveného 3 M NaOH a inkubaci 15 minut pii 37°C. Tésn€ pied pouzitim se
piipravi nasyceny roztok (pfi 20°C) hydrogensifiitanu sodného, asi 3.6 M (5.29 g v 10 ml H,O).
pH 4.8 - 5.0 roztoku hydrogensific¢itanu se upravi pomoci 10 M NaOH. Je velice dulezité
hydrogensificitan rozpoustét a upravovat jeho pH opatrné v zazatkované zkumavce s minimalnim
provzdudnénim tak, aby byl roztok co nejvice nasycen SO, (SO,+2H,0=HSO, + H,O", bublinky
plynu pod vrstvou oleje po inkubaci). 1 000 ml 3.6 M roztoku hydrogensificitanu a 5.8 ml Cerstvého
10 mM hydrochinonu se pfida k denaturované DNA. Roztok se opatrné promicha a ihned ptevrstvi
150 ml mineralniho oleje, po 16 ti hodinové inkubaci pii 55°C ve tmé se vzorky odeberou bez
oleje a dialysuji ve tme pii 4°C v a)3X2 litrech 0.5 mM hydrochinonu/5 mM octanu sodném pH
5.2 po jedné hoding, b)3X2 litrech 0.5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hoding, ¢)3X2 litrech
destilované vody po jedné hodiné a 1X2 litrech destilované vody pies noc. Poté se objem vzorku
snizi lyofilizaci na 100-200 ml a DNA se isoluje z roztoku pomoci kitu “QIAprep Spin Miniprep
Kit” (Quiagen), kolonky se promyji promyvacim roztokem, 80% ethanolem a vysusi se na vzduchu.
DNA se rozpusti v 3X30 ml redestilované vody. Desulfonace se provede piidanim 11 ml Cerstvé
pripraveného roztoku 3 M NaOH a inkubaci 15 minut pti 37°C. Roztok se poté neutralizuje
pridanim octanu amonného pH 7 na koncentraci 3 M, DNA se precipituje ethanolem, vysusi,
rozpusti v 100 ml TE pufru a uchova pti -20°C.

Nasleduje PCR, ve které se amplifikuji transkribujici se a netranskribujici se vlakna
studovaného tiseku DNA oddélené pomoci dvou navrzenych dvojic oligonukleotidovych primert,
které obsahuji cilova mista restrikénich endonukleas pro snazsi ligaci. Pouzije se asi 4 ml
templatové DNA v 50 ml smési (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 9.0, 0.14% TRITON X-100,
5 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP a 0.5 mM primery). Po denaturaci 5 min. pfi 96°C se amplifikuje
pomoci 1.5U Tag DNA polymerasy (Promega) v 35 cyklech, ve kterych je teplota denaturace
94°C 20 s, teplota nasednuti primerti zavisi na jejich sekvenci a teplota polymerace 72°C 20 s.

Teplota nasedani primerti by se méla zvolit takova, aby produkt vznikal selektivné na DNA
modifikované hydrogensifi¢itanem a nevznikal na pivodni genomové DNA.

Konce produktu se pred ligaci upravi sestfizenim pomoci restrikénich endonukleas, produkt
se precisti elektroforésou a isolaci z gelu a liguje se do pfedem piipraveného plasmidového
vektoru. Poté se transformuje do kompetentnich E. coli bun€k (Stratagene), plasmidova DNA se
isoluje a insert se sekvenuje pomoci “Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit” (USB) a
a[32]P-dATP.

C)Vyhodnoceni experimentalnich dat

Je tieba sekvenovat alespon 5 zastupcti naklonovaného PCR produktu.

Ze sekvenci preCtenych z autoradiogramti sekvenacnich gelu se zjisti piesné polohy 5-mC,
nebot’ tam, kde se vyskytne cytosin byl piivodné 5-mC. Vyhodnocuje se zvlast’ netranskribujici se
a tanskribujici se vlakno studovaného useku DNA.

3.Zhodnoceni financni a ¢asové narocnosti

Provést metodu neni piili§ finanén€ narocné (hydrogensifi¢itan sodny 100g asi 700 K¢,
oligonukleotidovy primer asi 90 K¢/basi, 7ag DNA polymerasa asi 15 K&/U, T4 DNA ligasa asi
13 K¢&/U, restrikéni endonukleasy asi 0.17-35 K¢&/U, jedna isolace DNA na kolonce 50 K¢,
sekvenacni kit pro radioaktivni znaceni 120 K¢/reakei, a[32]P-dATP asi 70 K¢/reakcei, kit pro
automaticky sekvenator asi 300 K¢/reakei a dalsi laboratorni material).
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Pokud vSechno probiha v pofadku a nestane se béhem postupu zadna chyba, tak je metodu
mozné provést béhem jednoho mésice (ptiprava a modifikace piipravené DNA hydrogensifi¢itanem
trva asi jeden tyden, PCR, uprava produktd, jejich ligace a transformace trva také asi jeden
tyden, kultivace bakterii, isolace plasmidové DNA a zjisténi pfitomnosti insertu trva také asi
jeden tyden a sekvenace také tyden).

Mohou se vsak vyskytnout problémy se ziskanim PCR produktu a poté je nutné pouzit jiné
oligonukleotidové primery nebo zopakovat modifikaci hydrogensiti¢itanem, ale zkuSeny pracovnik,
ktery by tuto metodu chtél pouzit, by ji mél zvladnout béhem ti mésicti, maximalné ptl roku.

4. Uskali metody

Metoda je zaloZena na konverzi vSech cytosinl na uracily v jednofetézcové DNA
hydrogensificitanem. Zde tkvi nebezpeci ziskani artefaktii v pozitivnim smyslu (5-mC se vyskytne
i tam, kde neni ptitomen). Béhem konverze musi byt DNA stale denaturovana, nesmi tedy dochazet
k renaturaci. K renaturaci doslo tehdy, pokud se nalezne delsi isek DNA obsahujici 5-mC bez
preruseni cytosiny.

Jedna se o béZznou chemickou reakei, ktera je vzdy v urcité rovnovaze a i kdyz se snazime o
co nejvetsi konverzi a docilime toho, Ze 99.99% cytosint se zménilo na uracily, zbylé ptivodni
molekuly se mohou selektivné¢ amplifikovat v PCR, pokud se pouziji nevhodné navrzené
oligonukleotidové primery.

Vsechna tato tskali se daji bez problémi ovérit pouzitim plasmidové DNA s insertem totozné
sekvence studovaného useku DNA a se znamou pozici 5-mC, po metylaci in vitro (viz. 5), nevyhoda
je ale v tom, Ze se spravnost vysledkii ovéfi az po poslednim kroku metody - sekvenovani.

Dalsi nepiijemnost je v tom, Zze DNA je pomérné dlouho vystavena pH kolem 5 a muize
dochazet k depurinaci a tudiz ke znehodnoceni DNA jako templatu PCR. Proto je vhodné vybirat
si ke studiu useky kratké, maximalné do 300 bp, aby nedoslo k problémim pii ziskavani PCR
produktu.

5. Tipy a triky

Kontrola spravnosti provedené reakce se provede tak, Ze se modifikace genomové DNA
provede paralern¢ s modifikaci linearisované plasmidové DNA nesouci insert stejné sekvence
jako je analysovany usek. Pfitom se pouZije takové mnozstvi plasmidu a nosicové DNA aby se
zachovalo mnozstvi celkové DNA v reakci a mnozstvi plasmidového insertu odpovidalo zastoupeni
této sekvence v genomové DNA. Je mozné plasmidovou DNA pouzit bez 5-mC nebo ji pied
modifikaci in vitro metylovat pomoci Msp I, Hpa 1l nebo Sss I metylas. Takto simuluje pouzita
kontrola co do mnozstvi a délek fragmentli pouZitou genomovou DNA, a tak lze ovértit spravnost
vysledkt.

K zabranéni renaturace Ize béhem reakce s hydrogensiti¢itanem zvysovat teplotu v pulsech
na 90°C nebo lze reakci provést v 50% roztoku mocoviny.

Velice zalezi na pouzitych oligonukleotidovych primerech. M¢ly by se navrhnout tak, aby co
nejvice odpovidaly modifikované DNA a lisily se od ptivodni DNA, coZ znamena, Ze by m¢ly
obsahovat co nejvice zménénych mist cytosind. Pokud se predpoklada piitomnost 5-mC, Ize zvolit
takové primery, které “si vybiraji” bud’ metylované nebo nemetylované zastupce studované
sekvence DNA. Tento piistup umoziiuje analysovat jednotlivé zastupce genové rodiny s riznym
stupném metylace. Dalsi moznost je pouziti primert, které “si nevybiraji”. Ziskaji se zkouskou a
vybérem po amplifikaci smesi modifikované DNA a nemodifikované DNA v poméru 1:1, pti¢emz
vhodné primery tyto sekvence amplifikuji nezavisle a vysledny pomér molekul po amplifikaci a
sekvenovani je opét 1:1.

Existuje cela fada zjednodusenych verzi s obejitim sekvenovani (pouziji se primery, které
nasedaji jen na takovou modifikovanou DNA, kde bud’ ptvodné byl a nebo nebyl 5-mC;
modifikovand DNA se inkubuje s restriktasou s cilovym mistem v oblasi mezi primery, pokud se
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jeji cilové misto nezmenilo, tak se DNA $tépi, nevznikne PCR produkt a tak cytosin v cilovém
miste restriktasy byl metylovany), ale tyto metody maji celou fadu technickych problémi a navic
se zabyvaji jen urCitymi misty. Existuje také moznost obejiti klonovani sekvenovanim PCR
produktu, coz se neda doporucit, nebot’ tento zptisob je zaloZen na vyhodnoceni intenzity prouzka
(plochy pikil) a je zfejmé, Ze polymerasa pouzita pii sekvenovani se nezastavuje na vSech mistech
stejné Casto, navic pokud je v draze C jen nékolik prouzkd.

Cela procedura, i vcetné isolace genomové DNA, denaturace, modifikace
hydrogensifi¢itanem, PCR, se da provést s pouzitim LMP-agarosy a ma fadu vyhod. Jednak je
mozné analysu provést s minimalnimi ztratami DNA, zabranit renaturaci, poskozeni DNA a tak je
mozné ziskat PCR produkt i z delSich usekti modifikované DNA.

6. Srovnani s alternativnimi metodami

Ke studiu 5-mC se vétSinou pouziva isoschisomert restriktas, které jsou bud’ citlivé a nebo
necitlivé k 5-mC v jejich cilové sekvenci. Tato metoda je nenaro¢na, levna a rychla, ale dokaze
analysovat 5-mC jen v urc¢itych mistech v urc¢itych sekvencich. Je zaloZena na St€peni genomové
DNA témito restriktasami, elektroforése v agarosovém gelu, pfenosem na membranu a hybridisaci
s ozna¢enym specifickym usekem DNA.

Ke studiu 5-mC v delsich usecich se pouziva klasické genomové sekvenovani s pouzitim
chemickych ¢inidel, ktera odlisn¢ modifikuji cytosiny a 5-mC. Zmodifikovana DNA se poté
Stépi piperidinem, rozd¢li se sekvenacni elektroforésou, pfenese na membranu a hybridisuje s
oznacenym specifickym usekem DNA. Tato metoda ma celou fadu nevyhod, je velice naro¢na a
pracna a nedosahuje zdaleka takové citlivosti a piesnosti.

Celkové zastoupeni 5-mC v DNA 1ze urcit pomoci HPLC, neposkytuje vSak Zadné informace
o jejich poloze.
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Zpisoby isolace transla¢né aktivni a neaktivni RNA
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1. O co jde

Molekuly RNA nepluji v cytoplasmé osamocené ¢i Iépe feceno nahé, ale jsou po celou dobu své
existence obklopeny mnozstvim bilkovin na né navazanych, je chranicich a vyrazn€ ovliviyjicich jejich
zivotni drahu. Takto vzniklé ribonukleoproteinové ¢astice, kratce RNP, maji mimo své funkce
charakteristickou molekulovou hmotnost danou druhy a mnozstvim bilkovin asociovanych s molekulou
RNA.

Prave na rozdilné molekulové hmotnosti translacné aktivnich a neaktivnich RNP je zaloZzena
metoda jejich separace. Translacné neaktivni mRNA se v burikach nachazeji ve formé volnych RNP,
které jsou leh¢i nez ribonukleoproteinové komplexy, na nichZ probiha translace, znamé polysomy (Spirin
aNemer 1965). Aby nebyla situace tak jednoducha, ne na vSech polysomech musi v daném okamziku
dochézet k translaci, nékteré¢ mohou byt translacné neaktivni. Tyto struktury byly popsany zejména ve
stresovych podminkéch (Crosby a Vayda 1991, Davies 1993) a jedna z moznosti, jak je rozpoznat,
bude diskutovana nize.

Na pocatku isolace se oba typy RNP komplexti, volné RNP i polysomy, nachéazeji ve smési ak
jejich oddéleni dochazi béhem centrifugace diky jejich odlisnym sedimenta¢nim charakteristikam. Bézné
se pouzivaji dva typy separaci, a to centrifugace postmitochondridlniho supernatantu ptes sacharosovy
polstaiek ¢i v linedrnim sacharosovém gradientu. Pii centrifugaci pres sacharosovy polstarek oddélime
obé populace RNA tak, Ze za konkrétnich podminek sedimentuji pouze polysomy, zatimco volné RNP
setrvavaji v supernatantu. Pomoci centrifugace v sacharosovém gradientu ziskame tzv. polysomalni
profil, t.j. distribuci ribonukleoproteinovych komplexti podle hmotnosti a pro dalsi isolaci vétSi mnozstvi
frakei.

2. Co potrebujeme

Pfi separaci vysta¢ime s béznymi chemikaliemi, laboratornim sklem a porcelanem. Jedinym
omezenim je fakt, ze veskeré pouzité pomicky musi byt prosty RNas, jak nas pouci v kazdém
molekularné biologickém manualu (Sambrook et al. 1989). V praxi to znamena, Ze laboratorni sklo a
porcelan pred pouzitim peceme 3 hodiny ve 200°C, méné odolné pomticky autoklavujeme nebo povaiime
v 70% ethanolu. Roztoky, u nichZ je to mozné, pred autoklavovanim osetiime DMDC (Fluka). Roztoky
obsahujici Tris osetfovat DMDC nemtizeme, piipravime je tedy Cerstvé ve sterilni vode i nadobi.

Jediné specialni vybaveni, bez né¢hoz se neobejdeme, jsou centrifugacni zkumavky a rotory. Pro
polstarkovou metodu potiebujeme rotor Beckman 75Ti a odpovidajici zkumavky Beckman (#355630),
pti separaci v sacharosovém gradientu uzijeme rotor Beckman NVT 90 a zkumavky Beckman OptiSeal
(#362185).

3. Jak to udélame

Prvnim krokem obou popisovanych metod je piiprava postmitochondridlniho supernatantu.
Nejprve homogenisujeme ptiblizn€ 100 mg rostlinné tkan€ v homogenisacnim pufru (sacharosa, Tris-
ClL, KCl, MgOAc, EGTA, PTE, B-merkaptoethanol) v tekutém dusiku ve sterilni tfeci misce s tlouckem
aprevedeme do centrifuga¢ni zkumavky. Poté je nutno nechat vzorek odpocinout 15 minut na ledu.
Desetiminutovou centrifugaci pii 300 g odstranime tézké bunécéné soucasti a po dalsi desetiminutové
centrifugaci supernatantu pii 20 000 g ziskame kyzeny postmitochondrialni supernatant.

3.1 Separace pomoci sacharosového polstarku
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Je-li nasim cilem centrifugace pies sacharosovy polstaiek, prevrstvime postmitochondrialni
supernatant pies piedem piipraveny polstaiek 60% sacharosy v pufru KTM (Tris-Cl, KCl, MgOAc,
EGTA, PTE, 3-merkaptoethanol) a hodinu centrifugujeme pii 320 000 g. Pellet je tvoten polysomalni
frakci, zatimco supernatant musime znovu centrifugovat pies noc za stejnych podminek, abychom
sedimentovali 1 frakci volnych RNP.

Po uvedené separaci nejcastéji nasleduje isolace celkové RNA z obou frakci (Chomezynski a
Sacchi 1987). Pellet rozpustime ve vzorkovém pufru (guanidinium thiokyanat, citrat sodny, B3-
merkaptoethanol), roztok okyselime pfidanim NaOAc a extrahujeme smési fenol/chloroform/
isoamylalkohol. Celkovou RNA piitomnou ve vodné fazi precipitujeme pomoci 2-propanolu,
sedimentujeme a po proplachnuti 75% ethanolem rozpustime v destilované vodé. Z celkové RNA
muzeme pomoci afinitni chromatografie ptecistit mRNA (Promega 1992a). Principem metody je
hybridisace poly(A) feté¢zcti molekul mRNA k oligo(dT) fetézclim navazanym na pevny paramagneticky
nosi¢ (Whitesides et al. 1983). Magnetickych vlastnosti nosicii se vyuziva pii promyvani a eluci mRNA.

Jiz mimo ramec této kapitoly patii dalsi pouziti isolované RNA. Informacni obsah kazdé frakce
mRNA arozdily mezi nimi je 1ze zjistit po provedeni in vifro translace v heterolognim systému z krali¢ich
retikulocytll (Promega 1992b). Ptitomnost konkrétnich transkriptl miize byt odhalena pomoci Northern
blot hybridisace ¢i RNase protection assay.

Ucinime jedinou vyjimku a podrobnéji popiSeme metodu run-off translace polysomii bez predchozi
isolace RNA (Vayda 1995), nebot’ tento postup ndm umozni rozeznat mRNA aktivné translatované in
vivo od polysomalnich messengerti t.€. transla¢n¢ inaktivnich (viz. vyse). Obecné, pti in vitro translaci
smichame nebunécny translacni systém, vyrobeny na basi lysatu z kralic¢ich retikulocyta (Promega,
#1.4960), s nami dodanou mRNA a radioaktivn¢ znacenymi aminokyselinami a nechame prob&hout
transla¢ni reakci. Tak ziskame radioaktivné znacené bilkoviny syntetisované de novo na zakladé matric
nasi mRNA. Zjistujeme jednak inkorporaci, tedy mnozstvi nové vytvoienych polypeptida a jednak
spektrum bilkovin na elektroforese, tedy informac¢ni obsah vnesené mRNA. V nasem piipadé vychazime
z bodu, kdy jsme po prvni centrifugaci pti 320 000 g sedimentovali polysomy. Tyto rozpustime ve
sterilni destilované vodg a ¢ast z nich pouZzijeme namisto roztoku celkové RNA nebo mRNA pii michani
reak¢ni smési. Tim vneseme do ptivodné heterologniho translacniho systému mimo molekul RNA ina
n¢ navazané bilkoviny regulyjici jejich translaci, ¢imz vytvotime systém semihomologni, ktery presnéji
odrazi situaci v ndmi zkoumané tkéani.

7, obou sedimentti, polysomalniho i tvoieného frakci volnych RNP, mtizeme také isolovat a
analysovat bilkoviny (Madjar 1994).

3.2 Separace v sacharosovém gradientu

Hodlame-li rozdélit ribonukleoproteinové komplexy podle jejich hmotnosti v linearnim
sacharosovém gradientu, prevrstvime postmitochondridlni supernatant pies predem piipraveny gradient
10-60% sacharosy v centrifugacnich zkumavkach. Gradient ziskame naplnénim jedné poloviny objemu
zkumavky 60% roztokem sacharosy v gradientovém pufru (Tris-Cl, KCl, MgOAc, DTT, PTE, B-
merkaptoethanol) a jeho pievrstvenim stejnym objemem 10% roztoku sacharosy v gradientovém pufru.
Zkumavku poté uzavieme, velice opatrné pievratime na bok a nechame sacharosu v lednici difundovat
po dobu 3 hodin potiebnou k utvoieni linearniho gradientu (Davies a Abe 1995). Vzorky poté
centrifugujeme 3 hodiny pii 100 000 g. Nasledné rozebereme gradient (BioRad, Econo System), na
zapisovaci ziskame kvantitativni vyhodnoceni distribuce ribonukleoproteint v jednotlivych vrstvach
gradientu a nasbirame frakce. Z jednotlivych frakci miizeme podobné jako v predeslém piipade isolovat
RNA (Chomczynski a Sacchi 1987, Promega 1992a), ¢i bilkoviny (Madjar 1994).

4. Jak zjistime, co jsme udélali

Prvni podminkou uspéchu je piesné kvantifikovat isolovanou RNA. Spektrofotometrické méteni
absorbance roztoku RNA pii 260 nm, bézn¢ uzivané pro celkovou RNA se v piipadé mRNA ukazuje
byti nedostatecnym. Diivodem je maly vytézek, s tim souvisejici nedostacujici rozliSovaci schopnost
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spektrofotometru a zejména jiny pomér mezi mRNA a celkovou RNA v ziskanych frakcich. Mnohem
presnéjsi je odhadnout mnozstvi mRNA dot blot hybridisaci s oligo(dT) nebo oligo(rU) probou a
porovnanim se standardem o znamé koncentraci.

Spektra bilkovin syntetisvanych pfi in vitro translaci zviditelnime pomoci SDS-PAGE (Obr. 1).
Takto mame moznost porovnat informacni obsah jednotlivych populaci RNA.

T 77T Obrl
= Spektrum bilkovin syntetisova-nych
. in vitro v heterolognim transla¢nim
i lj systému na zakladé matrice mRNA
1 obsazené ve frakci volnych RNP
- s (RNP), v polysomalni frakei (PS) a
v semihomolognim systému s
pouzitim celych polysomu (pol).
a Jako vychozi material byl pouzit
—— = nezraly pyl tabadku (Nicotiana

RNP PS 1
pe tabacum).

Druhy obrazek nam ukazuje zapis distribuce RNP ¢astic v linearnim sacharosovém gradientu.
Peaky odpovidaji zvysené koncentraci komplexti obsahujicich RNA v jednotlivych vrstvach gradientu.
Obvykle jsme schopni rozlisit ti1 skupiny peakti odpovidajici volnym RNP, monosomiim a polysomutim.

5. Mame na to?

Ve srovnani s jinymi molekularné biologickymi postupy nepatii popisované metody k financné
ohodnocené. To plati pochopitelné pouze v piipadé, Ze neni nutno predem investovat do rotoru nebo
nedej boze do centrifugy. Jeden ¢loveék mtize bez problémt zpracovat Ctyii vzorky najednou a cely

60% sacharosa 10% Obr.2
Polysomalni profil ziskany ze stadia 3
nezralého pylu tabdku (Nicotiana
tabacum).Distribuce

g ribonukleoproteinovych ¢astic byla
b zjistovana v linedrnim gradientu 10-
60% sacharosy.
(PS-polysomy, MS-monoso-my, RNP-
volné RNP)

PS MS RNP

protokol je 1ze zvladnout za jeden den v ptipad¢ sacharosovych gradientti ¢i za dva dny, pouzivame-li
polstarkovou metodu.

6. Ceho bychom se méli vyvarovat

Polysomy jsou velice citlivé na pifitomnost RNas, vyssi teplotu, koncentraci soli a maji tendenci
se Casem rozpadat. Proto je nutné drzet vzorky neustale na ledu a minimalisovat dobu mezi jednotlivymi
kroky. Za samozdiejmost povazujeme piisné dodrzovani prostiedi prostého RNas, bez n¢hoz nemtizeme
oc¢ekavat uspokojivé vysledky.

Jinak jsme pii pouzivani popsanych metod nenalezli vazné&jsich uskali. Pouze povazujeme za
vhodné upozornit na nutnost diikladné homogenisace vzorku s tekutym dusikem a nasledné dodrzeni
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jeho piiblizné patnactiminutového odpocinuti na ledu, kdy dochazi k uvoliiovani ribonukleoproteinovych
¢astic z bunécnych struktur.
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Syntéza a purifikace oligonukleotidi

Koneéna. H.
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Brno
tel: 05/41 12 93 71, fax: 05/41 12 93 72, e-mail: hanak@sci.muni.cz

Pokrok v mnoha oblastech molekularni biologie by nebyl mozny bez existence automatickych
syntetizatori oligonukleotidd. Jejich produkty maji nespocet aplikaci, zejména v oblasti
rekombinantni DNA (PCR, sekvenovani, konstrukce duplexti, hybridiza¢ni proby, mistn¢ cilena
mutageneza aj.). Analoga oligonukleotidii jsou intenzivné studovana jako potencidlni protirakovinna
aantivirova lé¢iva. Miligramova mnozstvi oligonukleotidti vyzaduji strukturalni rentgenové analyzy
aNMR spektroskopicka studia.

DNA je chemicky syntetizovana obracené nez in vivo, tedy od 3" k 5" konci. Cyklickym
procesem, ktery se odviji od 3 "terminalni baze zakotvené na kolonce nebo membranég, jsou postupné
pfipojovany jednotlivé monomery podle zadané sekvence. Cely cyklus se sklada z ptipojeni
aktivovaného monomeru k rostoucimu fetézci, deaktivace nezreagovanych 5koncti, oxidace
labilniho tfivalentniho fosforu na pentavalentni a odblokovani ochranné skupiny na 5 ’konci. Tim
je fetézec pripraven na dalsi cyklus, ktery se opakuje tak dlouho, az je zadana sekvence kompletni.
Pak je produkt odstépen z pevné taze a podroben finalni deprotekci obvykle pfes noc.

Kvalitni syntéza probihd s ucinnosti 98 - 99% na jeden cyklus, coz pro bézny 20-mer
znamena, ze oCekavany oligonukleotid bude ve vysledném produktu tvotit 67 - 82 %. Béhem
syntézy se spektrofotometricky nebo konduktometricky sleduji odstépené tritylové skupiny, které
funguji jako markery u¢innosti pfipojeni nasledujici baze. Vytézek syntézy se stanovuje méfenim
absorbance pii 260 nm. Kvalita oligonukleotidii se nejcastéji kontroluje elektroforeticky (PAGE
nebo kapilarni elektroforéza), chromatograficky, event. se vyuziva hmotnostni spektrometrie.

Surovy produkt po syntéze obsahuje nejenom ocekavany oligonukleotid, ale také jisté procento
krat$ich nedosyntetizovanych fetézcti, minoritni frakci delSich fetézcli, amonné soli, benzamid,
isobutyramid a stopova mnozstvi dalSich organickych latek. Koncentrace nezadoucich latek vzdy
zavisi na kvalité syntézy a délce oligonukleotidu. Kvalitni produkt bézné délky nepotiebuje pro
vétSinu dalsich aplikaci zadné dodatecné Cisténi. Kazda purifikace zvySuje naklady a uzivatel
vzdy musi vzit v ivahu pfislusnou aplikaci. Pro sekvenovani a PCR mohou byt obvykle pouzity
surové primery majici 80% cistotu, event. primery po odsoleni. Odstranéni nizkomolekularnich
necistot se provadi etanolovou precipitaci nebo gelovou filtraci na kolonce Sephadexu G-25.
Pokud je pro n¢které aplikace nutné odstranit krat$i nedosyntetizované fetézce (napt. pro antisense
hybridizace), pouziva se purifikace na OPC (Oligonucleotide Purification Cartridge). Finan¢né

v

Na trhu je fada vysoce efektivnich syntetizatort, které ¢asto pracuji v rezimu nékolika syntéz
bézicich soucasné. V tomto oboru se zejména angazuji firmy Perkin-Elmer, PerSeptive Biosystems,
Pharmacia, Beckman a Cruachem. BéZny lyofilizovany oligonukleotid 1ze dokon¢it ve 24 hodinach.
Existuji i specidlni (drazsi) postupy, jak zkratit postsyntetické procesy, aby mohl byt oligonukleotid
dokoncen béhem nekolika hodin po zadéani. Syntetizatory umoziuji syntézu nejriznéjsich modifikaci
oligonukleotidti - fosforothioaty, znaceni biotinem, fluorescen¢nimi zna¢kami, uziti inosinu,
degenerované oligonukleotidy, amino derivaty uzivané pro postsyntetické derivatizace
oligonukleotidu (pfipojeni digoxigeninu aj). VEtSina syntetizatort je schopna syntetizovat kromée
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DNA téz RNA, produkt je vSak n¢kolikandsobné drazsi neZ DNA. Pouze syntetizator Expedite
8909 firmy PerSeptive Biosystems umoznuje navic i syntézu PNA (Peptide Nucleic Acid). To je
nova skupina informac¢nich molekul, které obsahuji neutralni, peptidu podobny fetézec s bazemi
dovolujicimi hybridizaci s komplementarni DNA nebo RNA.

Praktické rady pro uzivatele:

Rozsah syntézy (scale), kterou zadavate, neni finalni koncentrace budouciho oligonukleotidu.
Je to koncentrace 3" baze, zakotvené na kolonce ¢i membrané. Skutecny vytézek zavisi na kvalité
syntézy, délce oligonukleotidu, sekvenci a pouzité purifikacni metodé. Koncentrace surového
produktu stanovena méfenim absorbance pii 260 nm zahrnuje i ptitomné necistoty, je proto pouze
priblizna. Piesné€jsi odecet je mozny po odsoleni. Kazdy syntetizator umoznuje vybér z nékolika
koncentrac¢nich rozsaht, nas Expedite napt. nabizi pro DNA 50 nmol, 200 nmol, I m mol a 15
mmol syntézu. Pozadujete-li purifikaci na OPC kolonce, musi byt oligonukleotid syntetizovan s
posledni tritylovou skupinou ponechanou na 5 konci. Na zakladé hydrofobicity teto skupiny se
pak na reverzni fazi zachyti pouze kompletni produkt, vSechny ostatni necistoty jsou odmyty.
Tento typ purifikace nelze, na rozdil od gelové filtrace a etanolového srazeni, provést dodatecné.
Stejné to plati pro HPLC ¢isténi na reverzni fazi.

Degenerované pozice v oligonukleotidu je mozné navrhnout jako kombinaci bazi v piislusné
pozici, nebo pouzit 2’deoxyinosinu, ktery ma nizkou, ale nestejnou vaznost k ostatnim bazim. L.ze
téz vyuzit univerzalniho nukleosidu, ktery nehybridizuje se Zadnou ze Ctyt bazi.

Pocitacové programy jako Oligo (National Biosciences), Primer Designer (Scientific and
Educational Software), Primer Detective (Clontech Laboratories) vam pomohou vybrat optimalni
primer pro vasi konkrétni aplikaci. Hlavni zasady pro navrhovani PCR primeru: sekvence unikatni
pro danou oblast, nejdilezitéjsi je 3” konec. Na 3" konec zarad’te jeden az dva G/C nukleotidy,
které zajisti kvalitni “‘annealing”. Vyberte primer s nahodnou distribuci bazi, s obsahem GC
obdobnym jako ve fragmentu, ktery ma byt amplifikovan. Nepouzivejte fady purinti nebo pyrimidint
jdoucich za sebou. Vyhnéte se primertiim se stabilnimi sekundarnimi strukturami, zvlasté na 3’
konci. Zvlasté se vyhnéte primertim, které tvoii “hairpins” a jsou vzajemné komplementarni.
Nespoléhejte slepe na pocitac. Primery, které jsou programem zavrzeny jako nepouzitelné, nékdy
funguji a tzv. dobfe navrzené primery obcas nefunguyji.

Literatura:
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Analyza rostlinného genomu pomoci pulzni gelové elektroforézy
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tel: 05/41 51 71 78, fax: 05/42 21 12 93, e-mail: kovarik@ibp.cz

Teoreticky princip pulzni gelové elektroforézy (PFGE)

Pulzni elektroforéza je analytickd metoda, pomoci niz Ize analyzovat velké useky DNA o
délce 50-5000 kb. Nejcasteji pouzivand konvencni agardzova elektroforéza je v nejjednodussim
usporadani schopna separovat molekuly o velikosti 0.2 - 20 kb. Molekuly nad 20 kb pii konven¢ni
elektroforéze zaujimaji pfiblizné stejnou konformaci (maji srovnatelny gyra¢ni polomér) a tudiz
migruji stejnou rychlosti. Vysledkem je ztrata de€livosti gelu a rozmazany obraz heterogenni,
malo rozdélené populace molekul. V roce 1984 Cantor a Schwarz pfisli s revolué¢ni myslenkou
pouzit pro separaci dlouhych usekit DNA elektroforézu s dvémi elektrickymi poli orientovanymi
kolmo na sebe. Elektricka pole se navzajem periodicky zapinaji a vypinaji, coz indukuje reorientaci
kazdé molekuly DNA v gelu. Rychlost reorientace ve sméru nového pole je zavisla na velikosti
molekuly, pfi¢emz plati, Ze ¢im je vétsi velikost (délka DNA v kb) tim pomalejsi je jeji reorientace
pravdépodobné vlivem stérickych interakei s agarézovou matrici. Cas ztraveny orientaci molekuly
ve sméru nového pole je rozhodujicim parametrem pro separaci molekul DNA v PFGE. Na
molekularni Grovni je pohyb DNA v gelu "plazivy” a pfipomina klikatou ¢aru. Ponévadz vSak
velikost a ¢as sepnuti obou elektrickych poli jsou shodné vysledna celkova draha DNA fragment
je pfima.

Kritické parametry PFGE

1. Uniformita elektrického pole. Vlivem nehomogenity elektrického pole dochazi k nerovnomérné
migraci molekul a poktiveni drahy.

2. Délka ¢asovych pulzi. Variaci délky elektrickych pulzi Ize dosdhnout optimalniho rozdéleni
molekul v pozadované oblasti délek. U vétSiny komercnich systému je délka pulzi
programovatelna.

3. Pomér délek elektrickych pulzii v obou polich.

4. Vektor elektrického pole. Uspoifadani elektrod v podélném sméru urcuje tihel, pod kterym se
molekuly DNA reorientuji. Jako optimalni bylo zji$téno stiidani 60 a 120° v CHEF systému.

5. Relativni intenzita obou poli. Vy$$im napétim lze zkratit urychlit pohyb molekul a tim i zkratit
dobu béhu elektroforézy, avsak vzriistaji pozadavky na chlazeni systému.

Technické zabezpeceni

Elektroforeticka aparatura piedstavuje nejdtlezitéjsi ¢ast zafizeni nezbytného pro uskute¢néni
elektroforézy.

Technické uspotadani elektrod PFGE prodélalo béhem uplynulych let znaény vyvoj a v
soucasné dobé je z literatury zndmo az 7 riznych systémi. V béznych laboratotich vsak prevladaji
systémy FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) a CHEF (Clamped Homogeneous Electric
Field Electrophoresis). Systém FIGE periodicky ptepina elektrické pole v jednom sméru, takze
se molekuly orientuji o 180° pii kazdém piepnuti:
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Systém FIGE je schopen separovat fragmenty v rozmezi 20-700 kb, coZ postacuje pro znacnou
¢ast genomovych analyz. Cena zatizeni je rovnéz vyrazné nizsi (aZ 3 X) neZ u ostatnich systému a
predstavuje investici ca. 120 000 K¢. Systém CHEF zejména ve spojeni s pocitatem fizenymi
pulzy ptestavuje nejdokonalejsi usporadani umoziujici v optimalnich podminkach separaci molekul
az do 5 Mb. Systém je slozen z celkem 24 elektrod a jimi vytvoiené vektorové elektrické pole
stiidavé orientuje molekuly o 60° resp. 120°. Nejbéznéji pouzivany je systém CHEF-DRII-III
firmy Biorad v cen¢ ca 200 000 K¢. Pocitacem fizenym CHEF-MAPPER systém je az 3x drazsi.

Pulzni elektroforéza se obvykle provadi pii teplotach 12-16°C, a proto je nezbytné
elektroforeticky pufr recirkulovat pies chladici lazen nebo kryostat. Pro fluorescencni detekcei
fragmentiit DNA (pomoci ethidium bromidu) je zapottebi transiluminator.

Priprava vzorku pro PFGE

Vzhledem k tomu, Ze velikost analyzovanych fragmentti se bézné pohybuje od 50 - 1000 kb,
je tieba pii pripravé DNA dbat na to aby piipravena DNA byla nejméné 1000 kb dlouha. Pri
klasickych postupech izolace DNA zpravidla délka DNA molekul neptesahuje 50-100 kb.
Zkracovani je zpuisobeno mechanickym poskozenim vlivem stfiznych sil, ptisobici v roztoku
naptiklad pfi michani. Proto se pfi izolaci vysokomolekuldrni DNA vyhybame manipulaci v
roztoku a celou proceduru purifikace provadime v agardzovych bloccich, které zabranuji
mechanickému poskozeni. VSechny kroky jsou provadény v prostredi vysoké koncentrace EDTA,
ktera inhibuje vétsinu bunéénych nukleolytickych enzymii. Vychozim materialem jsou nejlépe
izolované protoplasty (buriky zbavené celulozové stény) nebo izolovana jadra v mnozstvi ca 2 x
10° bun€k na jeden blo¢ek. K suspensi protoplasti v koncentraci 4 x 107 bunék/ ml pFidame
stejny objem 1.5% nizkotuhnouci agar6zy v 0.4M manitolu zahtaté na 50°C, opatrné rozmichame
a suspensi zalijeme od formy. Formu poté umistime do lednicky, kde agar6za ztuhne. Po zatuhnuti
agar6zové bloCky se vzorky opatrné vyjmeme a preneseme do zkumavky s predem ptipravenym
roztokem obsahujicim Proteasu-K (400 ug/ml), 1% laurylsarkosin, 0.5 M EDTA. Blocky
inkubujeme pii 37°C pies noc. Poté vyménime lyza¢ni roztok a inkubaci opakujeme. Po 48-ti
hodinové deproteinaci by vzorky jiz nemély byt zelené - coz je diikaz, Ze doslo k lyze protoplastti
a uvolnéni chlorofylu. Proteasu-K poté inaktivujeme 1mM PMSF a blo¢ky uchovavame v 0.5M
EDTA pfi 4°C. Velmi ¢isté preparaty vysokomolekularni DNA jsou stabilni i nékolik let.

Manipulace DNA v agarézovych blo¢cich

Prakticky vétSina DNA analyz vyuziva restrik¢nich endonukleaz. Enzymova manipulace DNA
koncentrace enzymu. Rovnéz ne vSechny enzymy jsou schopny pracovat v prostiedi agarozy a
jejich seznam je mozno nalézt naptiklad v katalogu firmy NEB. Pro totalni Stépeni
vysokomolekularni DNA restrikénimi enzymy je zapotiebi alespont 5 nasobn¢ vyssi aktivity
enzymu nez pii Stépeni stejného mnozstvi DNA v roztoku, coz celou proceduru vyrazné prodrazuje.
Vzhledem k labilité n¢kterych enzymi doporucujeme opakované stépeni dvéma davkami enzymu.
Pred pfidanim enzymu agar6zovy blocek preinkubujeme opakované (2 x 30 min) s restrikénim
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pufrem. Na jedno Stépeni pouzijeme zhruba 50-100 jednotek enzymu, coz piedstavuje finanéni
zatizeni ca 100-200 K¢. Enzym se po Stépeni DNA inaktivuje pomoci EDTA a bloc¢ek se umisti
do komiirky gelu a eventuelné zalije nizkotuhnouci agardzou v elektroforetickém pufru.

Vyhodnoceni pribéhu elektroforézy

Vlastni elektroforeticka separace probiha nejcastéji po dobu alespon 16 hod, jsou vSak
popsany behy 1 48 hod. Dulezitou otazkou je programovani pulzniho zdroje. Pulzni zdroj napéti
naprogramujeme tak, aby se postupné pulzni ¢asy prodluzovaly, pficemz plati ¢im delsi fragmenty
pozadujeme separovat, tim delsi pulzni ¢as nastavime. Naptiklad pro separaci molekul 50-800
kb na CHEF-DRII systému volime na pocatku 10 sekundové pulzy, na konci béhu 60s. Jako
elektroforeticky pufr se nejcastéji pouziva Tris-boratovy pufr, pH 8.0 (0.045 M Tris-borat,
0:001 M EDTA) a je vhodné si tento jesté pied vlastnim béhem piedchladit na 12-16 °C. Napéti
privadéné na elektrody se pohybuje v rozmezi 160-200 V. Po skonceni béhu gel barvime roztokem
ethidium bromidu (1 ug/ml H,0) a prouzky DNA vizualizujeme pomoci UV svétla. V piipad€, Ze
pripravena DNA je intaktni, pohybuje se jako prouzek v zén€ komprese t.j. v oblasti limitniho
déleni elektroforetického systému (obvykle >800 kb). Gel 1ze poté blotovat na nylonovou membranu
a provést molekularni hybridizaci se specifickou sondou. Jako standarty pro porovnani délek
pouzivame ligované konkatemery faga 1 (50-1000 kb), pro vétsi délky pak chromozomy
Sacharomyces cerevisiae (225-2500 kb).

Uskali metody

Pt pouziti komerc¢nich elektroforetickych aparatur zpravidla odpadaji problémy spojené s
vlastni elektroforézou. Nejcastéjsim uskalim byva ptiprava vysokomolekularni DNA. Pfipravena
DNA ma Casto nasledujici nedostatky, které znemoznuji jeji dalsi analyzu: /. DNA neni intaktni,
ale je jiz degradovand na nizkomolekuldrni fragmenty. Na gelu se takovy vzorek projevi jako
Smouha smérem k ¢elu gelu. Znamena to, Ze béhem piipravy nebo ¢asto jiz v samém vychozim
materialu doslo k mechanickému nebo nukleolytickému stépeni DNA. Doporucujeme proto pri
piipravé protoplastli vychazet z mladych listli, ze svétlych casti kalusii a suspensich kultur v
exponencialni fazi ristu. Ve starSich nebo nekrotickych tkanich byva DNA ¢asto poskozena. Doba
inkubace tkané v protoplastovacim roztoku by méla byt co nejkratsi - pro deproteinaci ¢asto
postacuje jen ¢astecna degradace celulosové stény. 2. DNA neni Stépitelnd restrikcnimi enzymy.
Pro kontrolu stepitelnosti doporucujeme zaradit Stipani enzymy, které poskytuji kratké restrikéni
fragmenty (v priméru < 5 kb). Na gelu by tato draha neméla obsahovat zadnou viditelnou stopu
DNA, nebot’ kratké fragmenty vymigruji z gelu. Pokud DNA neni dobfe Stépitelnd pouzijeme
vetsi mnoZstvi enzymu Proteasy, eventuelné Celulasy pro dokonalejsi purifikaci. Rovnéz je tieba
dbat na diisledné odstranéni EDTA ze vzorku.

Aplikace PFGE

PFGE je unikatni, vysoce citlivd metoda urcena pro separaci vysokomolekularni DNA.
Poskytuje informace o vzajemné poloze gent, repetitivnich sekvenci v usecich, které jsou prili§
velké pro detailni sekvenovani nukleotid nebo naopak piilis malé pro analyzu pomoci hybridizace
in situ. Spojenim sekvenacnich technik, pulzni gelové elektroforézy a hybridizace in situ Ize
dosahnout ptfesné charakterizace genovych oblasti na chromozomu. Z tohoto divodu se vSechny
tf1 metody uplatiuji ve velkych komplexnich projektech, jako je mapovani genomt riznych
biologickych druht. Praktického vyuziti se PFGE dockala v rostlinné aplikované genetice, kdy
pomoci restrik¢énich polymorfismti Ize charakterizovat piibuzné biologické druhy nebo jednotlivé
kultivary hospodarsky vyznamnych plodin.

Literatura:
1. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (198893 Molecular Cloning. A Laboratory manual. 2nd
edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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ZKkuSenosti s genetickym analyzatorem ABI PRISM 310
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tel: 05/41 12 93 71, fax: 05/41 12 93 72, e-mail: nejedla@sci.muni.cz

Geneticky analyzator ABI PRISM 310 firmy Perkin- Elmer, divize Applied Biosystems
byl na trh uveden v roce 1995. V soucasnosti je to jediny pfistroj, ktery umoziuje provadét i
mens$im laboratofim plné automatizovanou sekvenac¢ni a fragmenta¢ni analyzu DNA. Analyzator
pracuje na principu elektroforetického déleni fragmenti ve velmi tenké kapilafe naplnéné specialnim
polymerem. Je vybaven automatickym davkovac¢em na 48 (resp.96) vzorkt. Pro kazdy vzorek je
kapilara naplnéna cerstvym polymerem, poté je automaticky nanesen piesny objem vzorku. Tento
postup zarucuje vysokou reprodukovatelnost analyz a zaroven se sniZuje pracnost, protoze odpada
potieba nalévani geli. Material a reagencie se vyuziji jen pro dany pocet vzorkl. Sekvenovani
probiha podle Sangerovy metody. Analyza je zaloZena na patentovaném procesu ABI PRISM -
detekce vicebarevné fluorescence ze znacenych primert, terminatortit (ddTNP) nabo
inkorporovanych nukleotidi (dUTP, dCTP) po excitaci argonovym laserem (excitacni spektrum
488 - 514 nm). Detekce emitovaného zafeni je provadéna pomoci citlivého CCD chipu s
maximalni citlivosti ve spektralnim pasmu 525 - 650 nm. Pfi jediném priichodu kapilarou je
proto mozné pii sekvenovani stanovit potadi vSech Ctyf bazi, nebo pfi analyze fragmenti
analyzovat 3 vzorky sou¢asn& (3 vzorky + délkovy standard). Rizeni celého procesu i zpracovani
dat probiha soucasné za pouziti vykonného pocitace Apple Power Macintosh a specialniho
software.

Spravna priprava vzorku je prvnim pfedpokladem tispésného sekvenovani. Ackoliv existuji
ruzné (levngjsi) postupy, jak ziskat ¢istou DNA, pro fluorescenéni sekvenovani je nejvhodné;si
izolace DNA pomoci produktli firmy Qiagen nebo alkalickou lyzou s PEG precipitaci. Sekvenovat
1ze plazmidovou DNA a PCR produkty. U PCR produktti je nutné pied sekvenovanim velmi
pecliveé odstranit vS§echny zbytky primerti a ANTP, protoZe by se zménily slozeni reakéni smési a
znaceni by neprobéhlo!

Dalsim dutlezitym faktorem je spravné uréeni koncentrace DNA (nejlépe pomoci
spetrofluorimetrické metody, protoze stanoveni z gelu neni pfili§ pfesné) a volba spravné
sekvenacni strategie. Doporuc¢ené koncentrace templati: ssDNA 50-100 ng/ul, 300-600 ng na
reakci, ds DNA 100 - 200 ng/ul, 0,6 - 1,2 ug na reakci, PCR DNA 10 - 30 ng/ul, 60 - 180 ng na
reakei..

Nekteré typy templatt (zejména GC, resp. AT - rich, templaty s dlouhou homopolymerni
sekvenci , templaty s dlouhymi repeaty nebo templaty, které tvori sekundarni struktury) jsou
obecné¢ hiife sekvenovatelné a je nutno upravovat sekvenacni strategii.

Priprava znacenych fragmenti probiha pomoci cyklického (PCR) sekvenovani a to
bud’ za pouziti znacenych primeru nebo terminatori. Znaceni probihé za pouziti ready-reaction
cycle sequencing kits , které obsahuji AmpliTag DNA polymerazu FS, smés d/ddNTP a pufr ve
stabilnim slozeni, které zaru¢uje pohodlnou praci a reprodukovatelnost metody. Po skon¢eni PCR
sekvenovani je nutné vzniklé fragmenty piesrazet a odstranit v§echny nezreagované slozky kitu.
Tento krok je dilezity zejména pfi praci se znacenymi terminatory. DNA se pak rozpusti v TSR
(Template supression reagent), provede se zavére¢na denaturace a vzorek se vlozi do analyzatoru.

Cely postup pripravy znac¢enych fragmenti probiha podle protokolu optimalizovaného firmou
Perkin Elmer. Trva 3,5 - 4 hodiny, vlastni analyza vzorku (600 bazi) 2,75 hod., pro kratsi PCR
produkty asi 90 minut (pfi pfesnosti sekvenovani 98,5 %).

Softwarové zpracovani dat trva pouze necelou minutu!

Naklady na 1 analyzu : ptiblizn¢ 500 K¢&.
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Vyhody: odpada narocné nalévani geld, reagencie se spotiebovavaji pouze pro dany pocet
vzorkt, automatické provadéni operaci zarucuje stale stejné podminky pro vSechny analyzy (¢imz
se zvysuje reprodukovatelnost stanoveni), piistroj miize pracovat pies noc bez dozoru, takze se
efektivné vyuziva i nejcennéjsi deviza - tj. ¢as!!!

Literatura:

The Qiagen Guide to Template Purification and DNA Sequencing - moZno objednat u firmy
Qiagen jako FREE Literature

ABI PRISM 310 - User’s manual Perkin - Elmer

DNA Sequencing - Chemistry guide Perkin - Elmer

ABI PRISM ™ Dye Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Protocol

ABI PRISM ™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Protocol

ostatni firemni literatura Perkin - Elmer
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Metody transformace rostlin pomoci agrobacteria

Pavingerova. D.

Ustav molekularni biologie rostlin AVCR, Branidovska 31, 370 05 Ceské Bud&jovice
tel.: 038/777 55 05, fax: 038/414 75, e-mail: daniela@umbr.cas.cz

Principem vSech metod transformace rostlinnych pletiv pomoci agrobacteria je zabezpecit
kontakt poranénych rostlinnych bun¢k s burikami baktérie rodu Agrobacterium, coz odstartuje
ptenos T-DNA do rostlinného genomu. K tomuto tc¢elu byla vyvinuta fada metod, z nichZ se na
pracovisti UMBR nejéastéji pouzivaji tii: diskova metoda, transformace semen a infiltrace.

Diskova metoda:

Metoda transformace listovych diskt predstavuje idedlni kombinaci vysoké transformacni
frekvence se snadnou a rychlou selekci regenerovanych transformantii. Poprvé ji popsal Horsch
etal. (1985) a postupné byla modifikovana v mnoha laboratofich tak, Ze je pouzitelna na jakoukoli
¢ast rostliny (kofen, hypokotyl, internodia, stonkové segmenty atd).

Metoda je velmi jednoducha a nevyzaduje Zadné specialni vybaveni. Zvolenou ¢ast in vitro
kultivované rostliny rozstfihame na segmenty asi 1 cm dlouhé, u listd na teréiky asi 5x5 mm, a ty
ponofime do ptipravené bakterialni suspenze tak, aby vSechny fezné plochy pfisly s touto suspenzi
do styku. Po urcité dobé kokultivace ¢asti rostliny s baktériemi se transformované segmenty
pfenesou na médium, které eliminuje rist baktérii, umoziuje proliferaci jen transformovanym
burikdm a navozuje kalogenezi s naslednou regeneraci stonkd.

Jak pripravit bakterialni suspenzi?

Baktérie kultivujeme pies noc v LK médiu (Langley and Kado, 1972) na tfepacce ve tmé pii
28°C. Pted vlastni transformaci je vhodné baktérie stocit (2 minuty pti 10000 rpm), supernatant
odstranit a baktérie roziedit ve stejném mnozstvi 10 mM MgSO,. Je rovnéZ mozné ptimo natedit
bakterialni suspenzi stejnym mnozstvim tekutého kultivaéniho média (napt. MS). Nedoporucuji
pouzivat bakteridlni suspenzi ptimo bez pfedchoziho fedéni, jelikoz miize v n€kterych piipadech
pusobit na rostlinna pletiva toxicky.

Jakou ¢ast rostliny pouzit?

Pro transformaci pouzivame tu ¢ast rostliny, ze které spolehlivé umime ziskat v podminkach
in vitro dostate¢ny pocet regenerantd. Vyhodné je zajistit jednobunéény pivod regenerované
rostliny, napt. vyuzitim somatické embryogeneze a pod.

Jak dlouha kokultivace?

VyzkousSena optimalni doba kokultivace bakteridlni suspenze s rostlinnymi segmenty je 15 -
30 minut. Po této dob¢ se transformované ¢asti rostliny pfenesou na nékteré zakladni agarové
médium (napt. MS) bez antibiotik, kde se ponechaji 24 - 48 hod. Pii 24 hod kultivaci neni nutné
osuseni segmentd filtraénim papirem, jak se casto uvadi. U nékterého rostlinného materialu je
mozné nahradit kultivaci na agarovém médiu kultivaci v tekutém médiu (segmenty se tfepou 24
hod pfi laboratorni teploté). AZ po této dob¢ se aplikuji antibiotika pro vyhubeni baktérii a
selekéni Cinidla.

Jak eliminovat baktérie?

Baktérie eliminujeme pomoci vhodného antibiotika (podle pouzitého kmene agrobacteria),
které pridavame do kultivaéniho média. Antibiotikum neklavujeme, pouzivame sterilizaci filtrem
nebo autosterilizaci (antibitikum rozpustime ve sterilni vod¢ ve sterilni kadince a nechdme 2 - 3
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hodiny stat). Na médiu s antibiotikem kultivujeme rostliny i nékolik mésict, aby eliminace baktérii
byla dokonala. Casto je vhodné pouzit smés dvou antibiotik.

Nejbéznéji pouzivana antibiotika nejcastéji pouzivana koncentrace
Ticarcillin (Ticarpen) 500 mg/1
Carbenicillin 500 mg/1
Vancomycin 500 mg/1
Cefotaxime (Claforan) 200 mg/1
Augmentin 300 mg/1
Timentin 300 mg/1

Jak stanovit koncentraci selekéniho antibiotika?

K selekci se v soucasné dobe¢ vyuziva predevsim gen pro neomycinfosfotransferazu II (nprl),
ktery vnasi do rostlin rezistenci ke kanamycinu a gen pro hygromycinfosfotransferazu (ipt), ktery
navozuje rezistenci k hygromycinu. Ponévadz tato antibiotika maji zabranit rtstu
netransformovanych rostlin, musime nejprve otestovat, na jakou koncentraci antibiotika dané
rostliny reaguji. To snadno zjistime kultivaci kontrolnich rostlin na médiu s koncetra¢ni fadou
prislusného antibiotika. Vyznamnym a ¢asto rozhodujicim znakem byva fakt, zda rostlina kofeni,
¢inikoli. Je si vSak tfeba uvédomit, Ze koncentrace antibitika pouzita pro selekci regenerovanych
rostlin, nemusi souhlasit s koncentraci aplikovanou té€sné€ po transformaci rostlinnych segmentt.
Ta se casto musi snizit, pfipadné upln€ vynechat, a antibiotikum vyuzit az pro selekci
regenerovanych rostlin. Zde neexistuje jednotny navod, koncentraci selekéniho antibiotika je u

kazdého rostlinného druhu nutné vyzkouset. Rozdily se mohou vyskytnout i mezi odrtidami téhoz
druhu.

Transformace semen:

Tuto zajimavou metodu transformace zavedli v roce 1987 Feldmann a Marks u Arabidopsis
thaliana. Semena A. thaliana se nechaji v 50 ml vody piedklicit (tfepat pti laboratorni teplote)
po dobu 12 - 16 hod. Poté se k nim ptidaji 3 ml pfes noc narostlé bakterialni suspense a spolecn¢
se kultivuji dalsich 24 hod. Po této dob¢ se semena nékolikrat proplachnou vodou a vyseji na
perlit provlh¢eny Zivnym roztokem. Ziskané rostliny se oznacuji jako T1 generace. U T2 generace
provadime selekci na ptislusném antibiotiku.

Vyhody:

1) Moznost ziskani velkého poctu transgennich rostlin pii praci v nesterilnich podminkach.

2) Neni nutna eliminace baktérii pomoci antibiotik (finan¢ni pfinos).

3) Nedochazi k tvorbé kalusu, ¢imz je vylou¢ena somaklonalni variabilita.

Nevyhody:

1) Velka variabilita vysledkd.

2) Metoda zatim pouzitelna pouze u Arabidopsis thaliana.

Infiltrace:

Jedna se o novou metodu transformace, kterou publikoval Bechtold et al. v roce 1993 a
stejné jako predchozi metoda se Uspésné pouziva zatim jen u Arabidopsis thaliana. Spociva v
transportu bakterialnich bun¢k do rostlinnych pletiv vlivem podtlaku. Rostliny ve stadiu kvetent,
kdy se jiz zacinaji objevovat prvni plody se ponoii (otocenim kvétinace) do infiltracniho média.
Infiltrace probiha ve vakuu (10* Pa) po dobu 15 - 20 min. Rostliny se pak oplachnou pod tekouci
vodou a nechaji odkvést. T2 semena se vysévaji na selekéni médium.
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Predpoklada se, ze baktérie proniknou do vodivych pletiv rostliny, kterymi se dostanou az k
meristémim kvétnich zékladd, kde se mize T-DNA zaclenit do genomu gamet. Vyhodou této
metody je rovnéz vylouceni somaklonalni variability.

Ptiprava infiltraéniho média: Bakterialni suspenzi (OD = 1,2) sto¢ime a fedime do 1/3 ptivodniho
objemu tekutym MS médiem s 5% sachar6zou a s 10 mg/l BAP. Uvadi se, ze ve dvou litrech
bakterialni suspenze je mozné infiltrovat 100 - 500 rostlin.

Literatura:

Bechtold, N., Ellis, J., Pelletier, G.: In planta Agrobacterium mediated gene transfer by infiltration
of adult Arabidopsis thaliana plants. C. R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie/Life sciences
316:1194-1199, 1993.
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Langley, R.A., Kado, I.: Studies on Agrobacterium tumefaciens conditions for mutagenesis by N-
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Cilena a nahodna mutageneze DNA v podminkach in
vitro. Priklady a pouziti

Rotrekl. V.

Katedra biochemie, Pfiodovédecka fakulta MU, Kotlaiska 2, 611 37 Brno
tel: 05/41 32 13 74, e-mail: rotrekl@chemi.muni.cz

Laboratorni technika prosla v poslednich desetiletich obdobim bouilivé revoluce, jejimz
vysledkem jsou pfistroje, které nam umozniuji studovat vztah struktury a funkce DNA a proteind.
Existuji dva sméry, kterymi je mozné k tomuto studiu pfistupovat. Je mozné indukovat in vivo
nahodné mutace a izolovat nasledné jedince s ur¢itym fenotypem a studovat na molekularni tirovni
zmeény, které k danému fenotypu vedly. V opaéném sméru se pak da vnést bud’ ndhodna nebo
fizena mutace do urcitého useku DNA in vitro a studovat bud’ zmény ve struktufe proteinu
kédovaného timto usekem DNA nebo ptimo vliv této mutace na organizmus po zpétném vneseni
DNA do organizmu. Diky tomu, Ze se ve druhém uvedeném ptistupu da do jisté miry vynechat
zavérecny krok studia in vivo, a Ze tento piistup umoziuje studium zmén ptimo na molekularni
urovni (struktura a funkce proteinti kodovanych DNA nesouci mutaci), tési se tato technika v
posledni dob¢ ve svété velké obliby.

Mistné fizena mutageneze je technika, s jejiz pomoci miizeme vnaset, deletovat ¢i zaménovat
nukleotidy v ramci ndm znamého segmentu DNA. Na rozdil od jinych technik mutageneze, kde
jsou vysledkem vétsinou velka mnozstvi nejriiznéjSich mutantti, respektuje mistné fizena mutageneze
(alespon vétSinou) nazor experimentatora na polohu a strukturu mutované DNA. Vzhledem k
presnosti jakou Ize od této techniky o¢ekavat, 1ze ji vyuzivat ke specifické zméné individualnich
kodont aminokyselin v ramci kodujicich tsekti DNA, nebo k vnaseni definovanych mutaci majicich
regulacni funkci. Mistné fizena mutageneze tak mohla vnést v mnohych piipadech svétlo a poznani
do naseho chapani vztahi struktury a funkce proteinti. V jinych pfipadech tak mohla byt vyuzita ke
konstrukei novych vektort, ¢i chimernich genti. Pies zdanlivou dokonalost této techniky je si vSak
titeba uvédomit také jeji omezeni. Proteiny jsou nesmirné komplexni struktury a mnohdy by bylo
tieba ptilis mnoho jednotlivych mutantti k porozuméni konkrétni funkce konkrétni oblasti proteinu.
Jinymi slovy, ke srozumitelnému vykladu vysledku mutageneze je také tteba velké predstavivosti
autora které, jak minulost jiz ukézala, neni vzdy dostatek.

V soucasné dobé existuje celd fada variaci a technik, které je mozné pouzit k mistné fizené
mutageneze. VSechny tyto techniky maji v§ak spole¢ného jmenovatele. Je to oligonukleotid nesouci
mutaci, ktery ndm umoziuje zavedeni mutace. Tento oligonukleotid, ktery je aZ na limitovany
pocet pozménénych bazi komplementarni, hybridizuje k jednotetézcové templatové DNA. Invitro
je poté dosyntetizovan komplementarni fetézec s pouzitim uvedeného oligonukleotidu jako primeru.
V tuto chvili je mozné odtusit existenci nékolika principd, kde je mozna aplikace vySe uvedeného
principu. Mutaci nesouci oligonukleotid (primer) je mozné pouzit k PCR amplifikaci nami
pozadovaného useku DNA. Ten pak mutize byt naptiklad pouzit k tzv. kazetové mutageneze. Pti
této technice je vyuZito rozpoznavacich sekvenci restrikénich endonukledz na koncich mutovaného
useku DNA. Cely usek je pak mozné pouzit jako kazetu, kterd se zaméni za homologni usek DNA
divokého typu. Jinym velmi uzite¢nym piikladem techniky vyuzivajici vySe zminéného principu
je pouziti vektoru, ktery je schopen existovat jak v jednofetézcové, tak ve dvojietézcové forme
DNA. DNA, ktera ma byt pozménéna, je naklonovana do tohoto vektoru. Oligonukleotid nesouci
mutaci je pouzit opét jako primer, tentokrate vsak k syntéze komplementarniho fetézce. Tento
fetézec je dale zacelen pomoci ligdzy. Dvojfetézcova molekula DNA je nasledné amplifikovana
in vivo, nejcast&ji s pouzitim bakteridlniho hostitelského kmene E. coli. Pivodné byla tato metoda
popsana s pouzitim vektoru M13. V soucasné dob¢ jsou vSak komeréné dostupné vektory
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kombinujici vyhodné vlastnosti klasickych plazmida a fagové DNA. Tyto vektory jsou znamy
jako fagemidy, z nichZ snad nejznamé;jsim (avsak zdaleka ne jediny) ptikladem je pBluescript.

Je jasné, ze vysledkem popsanych mutageneznich postupti bude vzdy smés ptivodni
nezmutované DNA s jeji mutovanou formou. Proto jejich vysledkem bylo mozné dosdhnout v
idealnim piipad¢ padesatiprocentni ucinnosti metody. Vzhledem k faktu, zZe v realnych podminkach
je prakticky nemozné takového vysledku dosahnout byla vynalezena cela fada modifikaci
uvedenych postupti vedoucich ke zvysent jejich t¢innosti. Pfikladem nam mtize byt T.A. Kunkelem
popsana modifikace poskytujici velmi silnou selekci proti templatovému fetézci neobsahujicimu
mutaci' 2. Metoda je zaloZena na syntéze templatové DNA v bakterialnim kmenu E. coli obsahujicim
mutace dut a ung’ . Tato bakterie je deficitni v enzymové aktivité enzymt dUTPazy a uracil-N-
glykozylazy. V disledku téchto mutaci se zvysuje pravdépodobnost zabudovani uracilu na misto
thyminu do nascentniho fetézce DNA. Jednofetézcovy temlat je z syntetizovan s pouzitim pomocného
faga, odvozeného z faga M13*. Syntéza komplementarniho Fetézce nesouciho mutaci nasledné
probiha in vitro za standardnich podminek tak, aby nascentni fetézec neobsahoval zadny uracil.
Takova hybridni molekula je posléze amplifikovana v normalnim kmenu E.coli, coz vede k
degradaci fetézce obsahujiciho uracil. Vysledkem celého procesu je tedy DNA nesouci mutaci, v
idealnim pfipad¢ bez kontaminaci DNA mutaci neobsahujici. Jinym piikladem systému selekce
fetézce DNA nesouciho mutaci (opét komeréné dostupnym) je pouziti vektoru, obsahujiciho
bodovou mutaci v oblasti b-laktamazoveé rezistence proti antibiotiku. V pribéhu hybridizace mutaci
nesouciho oligonukleotidu je souc¢asné hybridizovan i oligonukleotid komplementarni s ptivodni
sekvenci divokého typu b-laktamazové rezistence. Se zavedenim nami pozadované mutace je
tedy v tomto systému mozné o¢ekavat vzrist rezistence vuci antibiotiku. Selek¢ni tlak je tedy
vyvijen pomoci antibiotik pii amplifikaci DNA v E.coli .

Navzdory existenci modifikaci pivodni metodiky mistné fizené mutageneze je vSak nutné
pfiznat, Ze pouze malo piipadil se svoji uc¢innosti vySplha nad padesat procent. Velmi dtlezitym
krokem je proto pii provadéni fizené mutageneze u¢inny skrining. K vyhodnoceni vysledku mame
z praktického hlediska tfi ptistupy. Nejjednodussi a nejrychlejsi metodou je restriktazova analyza.
Pti navrhovani oligonukleotidu je v n¢kterych ptipadech mozné zavést ¢i vymazat soucasné se
zavedenim mutace také rozpoznavaci sekvenci restrik¢éni endonukledzy. Ovéreni zavedeni mutace
pak spociva v analyze S$tépi nami vytvoiené DNA. Tato metoda je velmi vyhodna predevsim
proto, ze je mozné analyzovat velkou skupinu potencidlnich mutanti. Pfes snadnost provedeni a
ekonomicnost metody ji mnohdy neni mozné aplikovat. V takovychto piipadech mame k dispozici
dalsi velmi jednoduchou metodu. K jejimu provedeni potfebujeme dalsi oligonukleotid, ktery je
homologni bud’ s ptivodni molekulou divokého typu, nebo s mutantem. 3 -konec tohoto
oligonukleotidu musi pak byt v mist¢, které bylo podrobeno mutaci. Paklize poté pouzijeme tento
oligonukleotid k amplifikaci useku DNA pomoci PCR, zalezi vysledek amplifikace na
komplementarité¢ 3’-konce oligonukleotidu a templatové molekuly®. Tento postup nam opét
umoznuje analyzovat velké mnozstvi mutant(i a navic mnohdy je mozné pouzit k amplifikaci piimo
bakterialni kolonii, bez nutnosti izolovat DNA. Ani tato metoda vSak neni aplikovatelna vzdy. Ne
kazda kombinace bazi poskytuje pfi aplikaci této metody spolehlivy vysledek. Proto je v mnohych
piipadech nutné ptistoupit k metod¢ sice trochu tézkopadné, zato vSak velmi presné, jakou je
sekvenace useku DNA obsahujiciho mutaci. Omezenimi této metody jsou jeji financni narocnost
amensi kapacita tykajici se mnozstvi vyhodnocenych mutanti (ve srovnani se dvéma predchozimi
metodami).

Jelikoz naSe znalosti o vztazich struktury a funkce regulacnich usekit DNA a proteint nejsou
zdaleka ucelené, neni mozné abychom vzdy mohli prfedpovédét jaka zmena struktury by mohla mit
za vysledek nami pozadovanou zménu funkce. Pro tento pifipad byly vyvinuty a zdokonaleny
metodiky nahodné mutageneze. Vysledkem aplikace této techniky je knihovna mutantt, s rtizné
(vice mén€ nahodné) pozménénou strukturou DNA. Existuje cela fada technik (zahrnujicich
predevsim rizna mutagenni chemicka Cinidla) poskytujici v rizné mife (spiSe ne)kompletni
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knihovnu mutantd. Velmi dobré vysledky byly dosazeny s pomoci enzymové metody’. Prvnim
krokem této metody je hybridizace DNA s oligonukleotidem pod mistem uréenym k mutageneze.
Druhym krokem je in vitro syntéza komplementarniho fetézce za rizné limitujicich podminek
jednotlivych ANTP. V prabehu této ¢asti experimentu je vyrobena sada vSech moznych 3"-koncii
(prodluzujiciho se primeru) v tseku DNA, ktery chceme mutovat. V dalsim kroku dochazi k
zavedeni tii nespravnych bazi na 3 -konec kazdé sady oligonukleotidi za podminek ve kterych
neprobiha kontrola ¢teni. Poslednim krokem je zkompletovani fetézce do formy, kterda muze
podstoupit dalsi selekci a amplifikaci. Selekce proti nezmutovanému (templatovému) fetézci mize
probihat Kunkelovou metodou (viz vyse). Na zavér je vSak tfeba si uvédomit, jednu z hlavnich
limitaci této techniky. K tispéSnému pouziti a interpretaci této techniky v ramci experimentu je
nutné mit k dispozici uc¢inny skriningovy, respektive selekéni mechanizmus s jehoz pomoci miizeme
vybrat nami poZzadované¢ho mutanta.
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Vnaseni genii do rostlin prostirednictvim agrobakterialnich vektori

%

Riha, K.

Biofyzikalni ustav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: riha@ibp.cz

Genove upravené rostliny se uplatriuji nejen v zakladnim vyzkumu, ale v poslednich nékolika
letech se transgenoze rostlin stale vice pouziva pro Slechténi novych odrid hospodaiskych plodin.
S prohlubujicimi se znalostmi molekularnich mechanismti fyziologickych a vyvojovych procest
rostlin se zvysuje i pocet znakd, které je mozné pomoci transgenoze cilené upravovat ¢i menit.
Proto také vyvstava potieba zvladnout proces transformace nejen u nékolika modelovych rostlin,
ale také u celé fady druhti a kultivarti zemédélsky vyznamnych plodin. Bylo vytvofeno mnoho
postupti umoznujicich zac¢lenéni cizorodé DNA do rostlinného genomu, t¢émét vSechny vsak Ize
rozdélit do dvou zékladnich skupin. Prvni skupina metod vyuziva ptimé introdukce DNA do
bunék, jejichZ membrany, popiipadé bunééné stény, byly prechodné naruseny bud’ mechanicky
(mikroinjekce, particle bombardment, silikonova vldkna), elektrickym pulsem (elektroporace),
¢i chemickymi ¢inidly (polyetylénglykol). Druhou moznosti je vyuzit bakterii rodu Agrobacterium,
které jsou schopné konjugovat s rostlinnymi buiikami a vnaset do nich ¢ast své DNA.

Princip prenosu DNA do rostlin pomoci agrobakterii

Pldni bakterie A. tumefaciens zpisobuje v misté napadeni rostlin tvorbu kalusovitych nadort,
tzv. crown galls. Béhem infekce se pfendsi ¢ast 7i plazmidu nazyvana T-DNA do rostlinného
genomu. T-DNA je ohrani¢ena kratkymi repeticemi. Obsahuje geny pro syntézu metabolitd, které
vyzivuji bakterie, a dale pak onkogeny (onc) kodujici tvorbu auxint a cytokinind. To zplsobuje
hormonalni disbalanci v napadenych burikach a vede ke vzniku crown galls. Pienos T-DNA do
rostlinné bunky zajist'uji geny virulence (vir), které se také nachéazeji na 7i-plazmidu. Vir operén
je aktivovan chemickymi latkami - acetosyringony , které se uvolnuji z poranénych bunéénych
stén rostlin. Vazbou acetosyringonu na membranovy receptor VirA dochazi k aktivaci
transkripéniho faktoru VirG, jenz spousti prepis ostatnich vir genti. Po aktivaci dochazi k nastépeni
hrani¢nich sekvenci T-DNA a uvolnéni jednotetézcového T-vldkna. Na tomto procesu se podileji
proteiny VirD2, VirD1 a VirC, pfi¢emz VirD2 zlistava kovalentné navazany na 5” konec T-fetézce
anese signaly pro smérovani do rostlinného jadra. Jednotetézcova T-DNA je stabilizovana proteiny
VirE2, které ji chrani pied rostlinnymi nukledzami. T-DNA je z bakterialni do rostlinné burky
transferovana proteinovym kanalem, ktery je tvofen produkty genti virB. Zatimco pienos bakterialni
DNA do rostlinné buriky je plné fizen bakteridlnimi geny, integrace T-DNA do rostlinného genomu
je s nejveétsi pravdépodobnosti zprostiedkovavana reparacnimi mechanismy hostitelské burnky.
7da se, ze T-DNA se preferenc¢né zaclenuje do transkribujicich se oblasti genomu ilegitimni
rekombinaci.

Pro pienos DNA z agrobakterii do rostlin jsou dilezité dvé oblasti 7i-plazmidu:hrani¢ni
sekvence vymezujici T-DNA a vir geny. Bylo zjisténo, ze transformaéni G¢innost neni nijak
ovlivnéna, jsou-li deletovany onc geny a nachézi-li se T-DNA na jiném plazmidu neZ vir geny. Na
zaklade téchto poznatki byly vyvinuty dva typy vektort: (a) kointegrativni vektory, které nesou na
7i plazmidu modifikovanou T-DNA bez onc gent a do které se transgeny zacletiuji homologni
rekombinaci. (b) binarni vektory, coZ jsou relativné malé plazmidy nesouci upravenou T-DNA,
do které jsou transgeny klonovany v E. coli a poté je cely plazmid pfenesen do vhodného
agrobakteridlniho kmene, jenz obsahuje 7i plazmid s upravenou nebo tplné deletovanou T-DNA.
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Pro snadnéjsi manipulovatelnost a vétsi univerzalnost se ve vét$ing€ laboratofi pouzivaji vektory
binérni.

Metoda kokultivace listovych disku

Nejrozsifenéjsi metodou transformace rostlin je tzv. kokultivace listovych diska. Pii této
metode¢ se rostlinné explantaty kokultivuji s agrobakterialnim vektorem nesoucim v T-DNA gen
selektovatelny v rostlinach, poté se explantaty pfenesou na médium, které umoznuje regeneraci a
obsahuje latku umoznujici selekci transformantii. Agrobakterium se nakultivuje v tekutém médiu
(napt. YEB, LB), pfipravené explantaty se na n¢kolik minut ponoti do bakterialni suspenze a poté
prenesou na misky s kokultivatnim médiem - tim je “rostlinné” médium, vétsinou bez fytohormoni.
Nasleduje n¢kolikadenni kokultivace, pii niz je nutné kontrolovat, zda agrobakterium piilis
VétsSinou nestaci pouhé pieneseni explantatli na médium s antibiotiky, ktera eliminuji rast
agrobakterii (cefotaxim, vancomycin). Dilezité je n¢kolikrat dikladné omyt explantaty ve vodé,
osusit na filtraénim papife a potom teprve pirenést na médium, jez obsahuje fytohormony pro
regeneraci rostlin, antibiotikum pro selekci transformanti a antibiotikum potlacujici rist
agrobakterii. Tento postup je velice ucinny pii transformaci snadno regenerujicich rostlin citlivych
k agrobakterialni infekci - napt. rostlin ¢eledi Solanaceae. Mnoho rostlinnych druhti je vSak
malo citlivych k agrobakterialni infekci a cely transformacni protokol je tfeba krok za krokem
optimalizovat.

Optimalizace metody

Stojime-li pfed tkolem transformovat druh nebo kultivar, u kterého doposud nebyl vypracovan
transformacni protokol a rozhodneme se pouzit metodu kokultivace listovych disk1, je nezbytné
najit vhodné podminky pro uc¢innou regeneraci celych rostlin. U vétSiny druhti se vyuziva indukce
prytl, a to bud’ pfimo nebo pres stadium kalusu. Velice u¢innym se zda byt postup, pfi némz se po
kokultivaci nejdiive indukuje tvorba kotenti a z t€chto po selekci nasleduje regenerace celych
rostlin. Kofeny jsou vice citlivé k selek¢nim antibiotikiim, coz snizuje chimérizmus a mnozstvi
netransformovanych regenerantti, jenz unikly selekci (Zhan et al., 1997). Jako selek¢ni markery
se nejcastéji pouzivaji neomycin fosfotransferaza (rezistence ke kanamycinu), hygromycin
fosfotransferaza (rezistence vici hygromycinu) nebo fosfinotricin acetyltransferaza (rezistence
k fosfinotricinu). JelikoZ rizné druhy maji odlisSnou rezistenci vic¢i vyse uvedenym latkam, je
nutné zjistit koncentraci selekéniho Cinidla vhodnou pro selekci transgennich rostlin - prilis
nizka koncentrace dovoluje regenerovat i netransformovanym rostlindm, zatimco pftili§ vysoka
koncentrace brzdi i rast transformantti. Vedle selektovatelnych gent je vyhodné zaclenit do T-
DNA i geny reportéroveé, jejichz expresi lze snadno sledovat jak kvantitativng, tak i histochemicky.
Nejrozsitenéj$im reportérovym genem u rostlin je uid4 gen kodujici beta-glukuronidazu. Pomoci
substratu X-Gluc je mozné histochemicky detekovat expresi transgenu jiz nékolik dni po
kokultivaci. Mista exprese transgenu na explantatu reprezentuji jednotlivé transformac¢ni udalosti,
atak se da predbézn¢ vyhodnotit u¢innost transformace, aniz by bylo nutné ¢ekat nékolik mésicu
na tvorbu rezistentnich kalusiti nebo regenerujicich pryti. Takto je mozné relativné rychle testovat
vliv riznych faktort na uc¢innost transformace a v kratké dob¢ optimalizovat cely transformacni
postup pro dany rostlinny druh. Timto zptisobem byly napiiklad nalezeny optimalni podminky
pro transgenozi u hrachu a karafiatu (de Kathen a Jacobsen, 1995; van Altvorst et al., 1995).

Prvnim krokem pfi optimalizaci metody by meél byt vybér agrobakterialniho kmene
virulentniho pro transformovanou rostlinu. Rozsah virulence urcitého kmene je determinovan
geny na 7i-plazmidu. Byla odvozena celad fada odzbrojenych vektort, které se lisi v typu 7i-
plazmidu (GV3101, LBA4404, EHA101, GV2206). Jsou dvé mozZnosti jak vybrat nejvhodnéjsi
kmen pro transformaci dané rostliny: bud’ se explantaty kokultivuji s divoky kmenem a sleduje se
tvorba crown gallii, nebo se pouzije odzbrojeny kmen nesouci binarni vektor s uid4 genem a
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detekuje se exprese transgenu. Nejenom virulence agrobakterialniho vektoru, ale i kompetence
rostlinnych bun¢k rozhoduje o uspéchu transgenoze. Typ explantatu je do znacné miry predurcen
jeho schopnosti regenerace: hypokotyly se pouzivaji u brukve (Mukhopadhyay et al., 1992),
kotenové explantaty u husenicku (Clarke et al., 1992), korunni platky se osvédcily u karafiatu (Lu
et al.,1991). Bylo zjisténo, ze kompetenci bun€k je mozném zvysit pfidanim auxinu do
kokultivaéniho média (de Kathe a Jacobsen, 1995). Frekvenci transformace ovliviiuje mnoho
dalsich faktort, jako je délka kokultivace, hustota bakterialni suspenze, piidavek acetosyringonu
nebo stari a fyziologicky stav rostliny. U n€kterych rostlin méné€ senzitivnich k agrobakterialni
infekci mize nalezeni optimalnich podminek vyrazn¢ zvysit efektivnost transgenoze.

Jiné metody vyuzivajici agrobakterialniho prenosu DNA

Nevyhodou metody kokultivace listovych diskll je nutnost regenerace trnsformantt
v podminkach in vitro. Ne vSechny rostlinné druhy jsou schopny in vitro regenerace a ¢asto také
tento krok vede k somaklonalni variabilité. Proto byla u Arabidopsis thaliana vypracovana metoda
in planta transformace pomoci agrobakterii. Principem je inokulace bakterii na poranéna mista
nebo infiltrace bakterialni suspenze do celych rostlin. F1 generace takto transformovanych rostlin
je vystavena selekénimu antibiotiku a pifezivajici rostliny by mély nést integrovanou T-DNA
(Bechtold et al., 1993; Katavic et al., 1994). Agrobakterialni vektory jsou velice ucinné pii
transformaci dvoudéloznych rostlin, zatimco jednodé€lozné rostliny jsou k agrobakterialni infekci
odolnéjsi. Zde se uplatnuje tzv. biolistickd metoda (particle bombardment), pfi niz se DNA vaze
na mikroskopické ¢astecky zlata, které jsou vstrelovany do rostlinnych pletiv. Dochazi k integraci
cizorodé DNA do rostlinného genomu a poté je mozné izolovat transgenni rostliny. Nevyhodou
je, ze transformanty ¢asto nesou vice kopii transgent a dochazi k jejich nestabilni expresi. Hansen
a Chilton (1996) spojili vyhody biolistické a agrobakterialni metody: do bunek tabaku vstielili
selek¢ni gen umistény mezi hrani¢ni sekvence T-DNA a soucasné plazmid nesouci agrobakterialni
geny virDI a virD2 tizené promotorem CaMV35S. Byl zde vyuzit biolisticky transfer DNA do
bun¢k a k zaclenéni cizorodé DNA doslo stejnym zplisobem jako po agrobakterialni infekci.
Tato prace byla vypracovand v ramei projektd GACR (521/96/1717) a GA AV CR (A5004601).
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Knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia, ¢eled Caryophyllaceae) je
oblibenym dvoudomym modelem ke studiu determinace pohlavi i struktury a funkce heteromorfnich
pohlavnich chromozomii. Z hlediska schopnosti regenerace in vitro i transgenoze vsak patii mezi
vyrazné rekalcitrantni rostlinné druhy. Cilem této prace bylo proto: (a) vypracovat podminky k
regeneraci rostlin z riznych typt explantati samicich i sam¢ich rostlin odlisného stupné ploidie,
(b) izolovat kofenové bunééné linie typu hairy-roots k cytologickym tc¢eltim a (c¢) vnést do rostlin
reportérové transgeny, které by slouzily ke sledovani genové exprese v semenném potomstvu v
zavislosti na pohlavi vychoziho rodi¢e (gameticky imprinting). Z fady testovanych ekotypti naseho
i zahrani¢niho ptivodu se uspésna regenerace z explantatli zdatila pouze u samicich genotypt
puvodem z Francie a Belgie (ziskany laskavosti prof. I. Negrutia). Fragmenty fapiki, listovych
cepeli a kofend, extirpované z rejuvenilizovanych axenickych kultur, vyvaiely cetné regeneranty
na agarovych médiich typu B5 s nizkymi koncentracemi NAA a BAP. Tyto genotypy (diploidni,
triploidni a tetraploidni) byly déle vyuzity k transformacnim studiim kokultivaci s agrobaktériemi.
Nékolik onkogennich kmenti Agrobacterium rhizogenes bylo pouZito k izolaci kultur hairy-roots,
které jsou idedlnim materidlem k piipravé mitotickych protoplastii a analyze pohlavnich
chromozomi. Z fady testovanych kmenti 4. rhizogenes se podatilo pfipravit stabilni kofenové
kultury prostfednictvim kmenti A R Il a AR12. Na bezhormonovém médiu BS regenerovaly kofeny
pfedevsim z fragmentt listovych ¢epeli. Frekvence tvorby hairy-root kultur vsak byla vyrazné
niz$i nez u kontrolnich pokusti s tabakem. Karyologicka analyza kotfenovych kultur M. album
prokazala jejich vysokou stabilitu u vSech typti ploidie (samici linie 2n, 3n a 4n, sam¢i linie 27 a
3n). Kotfenové a listové explantaty odvozené z axenickych kultur vyselektované diploidni samici
rostliny byly kokultivovany s odzbrojenym kmenem A. tumefaciens AGLO (nesoucim reportérovy
gen gus s intronem) a selektovany na médiu s kanamycinem. Histochemické analyzy regenerujicich
kultur s pomoci substratu X-gluc prokazaly expresi vneseného transgenu. V obou typech experimentti
(infekce A. rhizogenes a A. tumefaciens) aplikace acetosyringonu zvySovala frekvenci transformaci.

Podgkovani: Tento vyzkum byl provadén za finanéni podpory GA CR (521/96/1717).

101



Methods in Plant Sciences

Klonovani diferencidlné exprimovanych mRNA
na modelu indukce mikrosporové embryogenese repky (B. napus L.)
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Identifikace diferencidlné exprimovanych mRNA je velmi ¢asto pouzivany postup, pro
studium molekulérnich mechanismt daného biologického systému. Rozdily ve fenotypu bun¢k
popt. pletiv, jak anatomické tak funkéni jsou na molekuldrni Grovni ur¢eny zménami v genové
expresi.

Termin diferencidlni zahrnuje jednak prostorové tak asové zmény v genové expresi tj. mezi
riznymi pletivy, riznymi vyvojovymi stadii, nebo béhem rtznych fysiologickych podminek.

Pro porozumnéni diferencidlni genové exprese daného biologického systému, je dtlezité
urcit jaky podil tvofi a na jaké urovni citlivosti dané metody budou diferencidlné exprimované
mRNA identifikovany. Pro vhodnost zvolené metody je proto nutné znat, zda-li a v jaké mite
identifikuje celé spektrum abundantnich a vzacnych mRNA. Parametr abundance urcuje pocet
klont potfebnych k vyhledavani v cDNA knihovnach a ten je dale ovlivnén zvolenou hladinou
pravdépodobnosti. Pomoci saturac¢nich a kinetickych studii bylo zji§téno, ze jednotlivé typy
bunék exprimuji 20 - 30 000 rtiznych druhti RNA, z nichz 99% je vzacnych. Téchto 99% piedstavuje
pouze 50% z celkového mnozstvi mRNA, proto zbyvajicich 50% piedstavuje pomérné maly
pocet (cca 300) abundantnich mRNA. Optimalni metoda musi identifikovat diferencialné
exprimované mRNA nezavisle na jejim zastoupeni. Usp&$nost metody zavisi proto na zvoleni
vhodnych dostate¢né odlisnych experimentalnich systémi.

Vyhledavani genu na zakladé homologie K jiz existujicm gentim/proteintim z jinych
organismu. Je mozné postupovat pomoci vyhledavani v ¢cDNA knihovnach pomoci DNA
hybridiza¢nich sond popt. v expresnich knihovnach pomoci existujicich protilatek. V soucasnosti
je velmi popularni PCR postup pomoci vhodné zvolenych primert.

Hlavni pozornost vénuji vyhleddvani novych gend popt. pro komplexni charakterizaci
biologickych systému. Na zacatku je nutné si uvédomit, jaké mnozstvi definované¢ho materidlu
budeme mit k dispozici, jakou hladinu citlivosti zvolené metody budeme pozadovat ajak komplexné
budeme dany systém chtit popsat. Nejdiive pouzivana, ale nejméné citliva technika je diferencialni
screening cDNA knihoven (Sambrook et al., 1989). ¢cDNA knihovna zhotovena z jednoho typu
pletiva nebo bunék je prohledavana pomoci znac¢enych sond z jiného typu pletiv nebo bunék.
Autoradiograficky signal kazdé kolonie pak predstavuje zastoupeni odpovidajici sekvence v dané
tkani. Pomoci oznacenych cDNA sond celkové mRNA je mozné detekovat jednotlivou mRNA
predstavujici kolem 0,1% v populaci. Citlivost této metody je mozné zvySit pouzitim
subtrahovanych cDNA sond. Timto zptisobem je mozné detekovat jednotlivou mRNA piedstavujici
0,005% z celkové populace.

Klasicka subtrakéni hybridizace (Duguid a Dinauer, 1990, Sargent a David, 1983,
Sambrook et al., 1989) je zaloZena na srovnani dvou mRNA populaci, z nichz jedna predstavuje
tester ( mRNA pletiva jehoz exprese nas zajima) a druhd jenz je v piebytku predstavuje driver
(mRNA pletiv jenz chceme eliminovat). Z isolavané mRNA testeru se ziska pomoci reverzni
traskripce ss-cDNA ata je v roztoku hybridizovéna s 10 - 30 nasobnym piebytkem driver mRNA.
Reverzni transkripce je nutna pro ziskani komplementarniho fetézce a prebytek driveru pro ucinné
vychytani spoleénych mRNA. Nezhybridizovana ss-cDNA je pomoci hydroxyapatitové
chromatografie oddélena od DNA-RNA hybrida a pouzita pro syntézu ds-cDNA s naslednym
naklonovanim do vhodného vektoru. Ziska se subtrahovana ¢cDNA knihovna, nebo se
radioaktivné/neradioaktivné oznaci a pouzije jako subtrahovana ¢cDNA sonda. Existuje

102



Molekularné-genetické pfistupy ke studiu rostlinné buriky

elegantnéj$i moznost vyuzivajici afinity streptavidinu k biotinu a magnetickych ¢astic ( firma
Dynal).

Touto technikou je mozné obohatit transkripty, jez nas zajimaji, ptiblizné 10 krat a nasledné
tak snizit pocet prohledavanych klonti. Nevyhodou této metody je velké mnozstvi potiebného
vychoziho materidlu, pfiblizné 5 mg polyA mRNA, vys$si pravdépodobnost vyhledani
abundantnéjSich mRNA a jeji jednosmeérnost tj. detekce pritomnych, chybé&jicich mRNA - typu
ano, ne.

Elektronicka subtrakce (Adams etal., 1993, Franco et al., 1995, Itoh et al., 1994, Okubo
etal., 1992), zahrnujici rozsifenou sériovou analyzu genové exprese (SAGE), predstavuje metodu
jenz je vyuzivana pouze velkymi laboratoiemi, vybavenymi automatickymi sekvenatory. Spociva
totiz v sekvenovani nahodné vybranych cDNA klonti (fadove nékolika tisicit) a ve srovnani jejich
¢etnosti s jinou cDNA knihovnou. Pomoci modifikované metodiky bylo takto identifikovano nékolik
desitek tisic EST - expressed sequence tags. U vSech zminénych metod nésleduje ovéieni
diferencialni exprese pomoci RNA blotu, jenz obvykle pfedstavuje ¢asoveé nejnaro¢néjsi ¢ast,
ale nezbytnou pro vylouceni faleSnych positivli. Pro zachyceni vzacnych sekvenci s 95%
pravdépodobnosti je nutné analyzovat 120 000 az 500 000 klonti v zavislosti na komplexité¢
systému. Technika SAGE (serial analysis of gene expression) vyuzivajici restrikce ziskanych
cDNA a ligace do jednoho fetezce, zredukuje tento pocet, ale stale je Casove a pracovné prilis
naro¢na (Velculescu et al., 1995).

Nedavno zavedené techniky diferencialniho PCR - differential display PCR ( Liang, Pardee,
1992) a velmi piibuzna technika ndhodné primerovaného PCR - RNA arbitrary primed PCR
(Wetsh, et al., 1992) jsou zaloZeny na piepisu isolované celkové RNA popt. mRNA pomoci
specifickych primert a nasledné sady PCR reakci s ndhodnymi primery. Primery jsou zvoleny
tak, aby byla amplifikovana pouze ¢ast cDNA, ktera je radioaktivné oznacena a nasledné rozlisSena
pomoci gelové elektroforézy.

Existuje mnoho modifikaci zdkladni metodologie:

1. Odlisnost v délce a typu pouzitych PCR primera, nejcastéji byly pouzivany kratké decamery,
které jsou nejcastéjSim zdrojem nespecifickych PCR fragmentti, vzhledem k nizké teploté nasednuti
na templat. Proto se pieslo k uzivani delsich 20mert.

Celkova RNA reverzné piepsana pomoci oligo dT primeru a nasledn¢ amplifikovana poskytuje
pouze 3'-UTR. Pti pouziti mRNA piepsané pomoci smési nahodnych hexamera je vétsi
pravdépodobnost ziskani kodujici sekvence.

2. Vzhledem k citlivosti PCR je tfeba zbavit RNA piitomnych zbytki genomové DNA, nejlépe
pomoci DNazy I.

3. Stringentnosti PCR reakce v zavisloti na délce pouzitych primera. Volbou primert je mozné
zacilit PCR reakei k isolaci specifickych transkriptii urcitych genovych rodin, pot. homologt.

4. Velmi dulezity je typ enzymu pro PCR, nejcastéji rizné druhy Taq polymeraz, nejvice
doporucovany je Stoffel fragment (Perkin-Elmer), ktery je procesivnéjsi a mén¢ citlivy ke
koncentraci Mg** a optimalizaci pribéhu PCR.

5. Nejvétsi odlisnosti jsou pak ve zptsobu separace a detekce ziskanych PCR fragmentti. Pivodni
metoda vyuziva sekvenacni gel a radioaktivni znaceni, nevyhodou je vsak pfilis vysoka citlivost,
projevujici se velkym poc¢tem falesnych positivii a obtiznost vyfiznuti dané¢ho fragmentu na zaklad¢
autoradioagramu.

Proto v jednodussich verzich se vyuziva agar6zové elektroforézy a fluorescen¢ni detekce pomoci
EtBr nebo citlivéjsich barviv, popt. pfenos digoxigeninem znacenych fragmenti na membranu s
naslednou detekci pomoci protilatek.

Vzhledem k moznosti dlouhodobého uchovani a piimé vizualizace fragmenta je nejzajimavejsi
vyuziti citlivého barveni DNA stfibrem.
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Existuje mnozstvi podobnych technik, ale doporucuji postup pouzivanou firmou Promega ve spojeni
s vyuzitim specialnich f6lii firmy FMC (Gel Bond PAGE + AcrylAide), umoznujici polymerizaci
polyakrylamidového gelu k této folii s velmi snadnou manipulaci. Osvédcilo se mi jednodussi
usporadani formatu proteinovych elektroforéz.

6. Atraktivni je vyuziti magnetickych afinitnich ¢astic (Dynal), umoziujici praci s mnohem mensim
mnoZzstvim materialu a optimalizaci vSech enzymatickych krokti, vzhledem ke snadnéjSimu prenosu.

Nejdulezitéjsi je opét oveéreni exprese pomoci RNA blotu. Tato analyza je materidloveé a
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obsahoval vice délkové stejnych DNA fragmentt, popi. nebyla potvrzena diferencialni exprese.

Hlavni vyhody DD-PCR:

1. Velmi malé mnozstvi potiebného vychoziho materidlu, fadoveé nékolik nanogramit mRNA popi-.
1 mg celkové RNA.

2. Unikétni moZnost srovnani nékolika vzorkl najednou, limitujici je pouze kapacita gelu.

3. Teoreticka zavislost pouze na sekvenci primeru a ne na abundanci danych mRNA.

4. Moznost detekce up - down regulovanych gend.

Hlavni nevyhody DD-PCR:

1. Pomérné vysoky pocet falesnych positiva.

2. Deklarovana systemati¢nost studia genové exprese je dosazitelna pouze za cenu vysokého
poctu PCR reakci a naslednych gelt.

3. Ptitomnost vice fragmentli v jednom PCR fragmentu detekovaném na gelu zté¢Zuje nasledné
ovéteni exprese.

4. Diskutovatelna detekovatelnost nizce abundantnich transkriptt.

5. Kratka délka naklonovanych fragmentt, v pfipad¢ origindlni metodiky piedstavujici pouze
nekddujici 3" konec.

6. Diskutovatelna je rovnéz snadnost a reprodukovatelnost provedeni postupu. Byla demonstrovana
zé&vislost na mnozstvi vychoziho materidlu a tedy na abundanci RNA.

Doporuceni :
- pouzivat jako vychozi material isolovanou mRNA a piepisovat ji pomoci smési nahodnych

hexamerti pomoci reverzni transkriptazy postradajici Rnazovou H aktivitu ( napt. SuperScript
II, BRL ), nebot’ takto je mozné ziskat delsi cDNA s vétsi pravdépodobnosti kodujici sekvence.

- jako dalsi krok je nutné odstranit RNA templat pomoci Rnazy H, tento krok doporucuji provést
v kazdém ptipadé¢.

- pouzity typ PCR enzymu je velmidulezity, doporucuji nesetfit a pouzit napt. Stoffel fragment
(Perkin-Elmer), Expand High Fidelity (Boehringer).

- pouzivat nejlépe 20mery pro PCR reakci, umoziujici nasednuti pfi teploté 55°C.

- pouzit nejdiive jeden méné stringentni PCR krok, 95°C 1min, 45-50°C 5 min., 72°C 2min., a
nasledn¢ 30 cykla 95°C 1min., 55°C 1 min., 72°C 1min.

- pfi daném uspotadani je mozné amplifikovat fragmenty o délce 0,5 - 2 kbp (5-30 fragmentii v
zavislosti na pouzitém primeru) s naslednym rozliSenim na 5% Gel Bond PAGE a detekci
pomoci stiibra.

Zaveérem bych se chtél zminit o nové metodice subtrakéni hybridizace vyuzivajici PCR
technologie. Tato technologie byla vyvinuta n¢kolika autory ( Diatchenko et al., 1996, Gurskaya
etal., 1996 ) a na trh uvedena v kompletni formé PCR-Select cDNA Subtraction Kitu firmou
Clontech.
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Metoda spociva v syntéze cDNA dvou populaci testeru a driveru, piicemz driver muze byt
slozen z nékolika rtiznych pletiv, jejichz mRNA chceme ve vzorku testeru eliminovat. Prepsané
ds - cDNA jsou enzymaticky St€peny pomoci Rsa I, pro ziskani kratSich 1épe amplifikovatelnych
a klonovatelnych zatupenych fragmentt. Populace testerové cDNA je rozdélena do dvou frakcei,
jimz jsou naligovany odlisné adaptory. Poté jsou provedeny dvé nasledné hybridizace za piebytku
driverové cDNA. Koncentrace vysoce a nizce abundantnich cDNA jsou tak normalizovany a
zastoupeni ss-cDNA je vyznamné zvySeno. Béhem druhé hybridizace jsou tyto hybridiza¢ni mixy
spojeny bez denaturace a poté je ptidana denaturovana cDNA driveru. Béhem tohoto kroku tak
vzniknou nové molekuly ds-cDNA testeru majici rizné adaptory na koncich. Béhem PCR molekuly
driveru nemajici odpovidaji sekvence adaptorti nejsou amplifikovany viibec, molekuly testeru
majici jen jeden typ adaptoru na jednom svém konci jsou amplifikovamy pouze linearné, molekuly
testeru majici stejny typ adaptoru na obou svych koncich jsou sice amplifikovany , ale nasledné
diky efektu suprese (Siebert et al., 1995, U.S. patent # 5,565,340), kdy se vytvoii forma vlasenky
vzhledem ke stejné koncoveé sekvenci a zamezi se tak amplifikaci, pouze molekuly testeru majici
po hybridizaci dva rtizné adaptory na svych koncich jsou amplifikovany exponencidlné.

Béhem sekundarniho PCR, pouzitim nested primert je dale eliminovano pozadi a dale
obohaceny diferencialn¢ exprimované cDNA. Takto ziskané fragmenty je mozné ptimo klonovat
do vhodného vektoru nebo je zaroven pouzit jako hybridiza¢ni sondu pro vyhledavani v takto
vytvofené popt. jinych DNA knihovnach.

Pro presnost a eliminaci faleSnych positivii se doporucuje proveést paralelni reverzni subtrakei,
kdy jsou zaménény ulohy testeru a driveru. Vybrané klony je vhodné usporadat v 96 jamkovém
formatu na duplikaty filtru a provést jednu hybridizaci s forward (positivn¢) a druhou s reverse
(negativné) subtrahovanou sondou. Poté je jiz mozné ptistoupit k ovéreni exprese pomoci Nothern
blotu.

Metoda umoziiuje :

1. pouzit malé mnozZstvi vychoziho materidlu, v optimalnim ptipad¢ je tieba 0,5 - 2 mg mRNA,
popf. je mozné pii nedostatku vhodného materialu provézt PCR amplifikaci.

2. U&inné obohatit frakei nizce exprimovanych mRNA.

3. Neni tfeba provadeét fyzickou separaci ss- a ds-cDNA molekul, jenz vede k jisté ztrat¢ casti
populace.

4. Tato metoda je velmi rychla, v optimalnim provedeni je tfeba jen 2-3 dnti pro naklonovani a
spolecné s hybridizaci je mozné béhem jednoho tydne znat vysledek.
Pti pouziti ptivodniho kitu firmy Clontech, je mozna pribézna kontrola vSech kroku postupu
vzhledem k pouziti kontrolniho setu.

5. Umoznuje provadét rovnéz vyhledavani down-regulovanych gent, vzhledem k provedeni
reverzni subtrakce.
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Analyza DNA v rostlinné taxonomii a ekologii

Storchova, H.

Botanicky tstav AVCR, 252 43 Priihonice u Prahy
tel: 02/67 75 01 88 1. 285, e-mail: storch@ibot.cas.cz

Pomérmné novou oblasti molekularni biologie je vyuziti analyzy DNA v rostlinné taxonomii a evolu¢ni
biologii. Druha polovina osmdesatych let pfinesla pokrok v laboratornich metodikéch, a tak byl spInén
zakladni pozadavek - analyza velkého mnozstvi vzorkll v rozumném ¢ase. Rozsahlého vyuziti se dockal
revoluéni objev polymerazové fetézové reakce. Rada komeréné dostupnych chemikalii, enzyma a tzv.
kitti (reak¢nich souprav) zptistupnila molekularné biologické techniky i terénnim ptirodovédctim.

Historicky starsi jsou prace vyuzivajici porovnani restrikénich map ¢i proste jen souboru restrikénich
fragmentti daného useku genomu u dvou rtiznych jedincti. Tyto postupy jsou zalozeny na DNA:DNA
hybridizaci (Southernova metoda). Potiebujeme specifické sondy - naklonované useky sledovaného
géndému. Tyto sondy musi byt vybrany tak, aby cilova mista byla dostatecné polymortni a aby hybridizace
byla jednozna¢na. Ke znac¢eni sond se zpravidla pouziva radioizotopt, a tak je nutna radioizotopova
laboratof. Proto se RFLP (restriction fragment length polymorphism) uplatnil zejména pti studiu
ekonomicky vyznamnych plodin - kukufice, pSenice, ryZe, tabaku, raj¢at. Vitané zjednoduseni ptineslo
vyuziti nespecifickych sond - ndhodné vybranych tisektit DNA, zpravidla kratsich. Tyto sondy miZzeme
pouzitiurostlin, u nichz neméame k dispozici znalost jakékoliv sekvence. Empiricky byly nalezeny
takové sondy, které davaji rozumné vysledky u vétSiny rostlin. Piikladem je 15 nukleotidti dlouhy usek
faga M 13.Tento bakteriofag ovsem s rostlinami nema nic spole¢ného. Kratké nespecifické sondy jsou
zpravidla protéjSkem stfedné repetitivnich sekvenci - tzv. minisatelitd. Cilovych mist je v génomu mnoho,
atak je vysledkem tohoto typu DNA analyzy “Zebtic¢ek™ podobajici se ¢arkovému kédu na zbozi v
samoobsluze. ProtoZe repetitivni sekvence jsou velmi proménlivé, mize byt “Zebric¢ek” individualné
specificky, mize charakterizovat jedince podobné jako oznacuje konkrétniho ¢loveéka otisk prstu.
Proto hovoiime o DNA fingerprintingu.

Moznost odliseni morfologicky zcela shodnych jedincti nabizi terénni biologii nepieberné mnozstvi
aplikaci. Mizeme stanovit otcovstvi vajicek v pta¢im hnizdg, rozlisit jednotliva mycelia prorustajici
trouchnivéjici patez, stopovat historii Sifeni rostlinnéch druhi. Ochrané piirody pomaha znalost genetické
variability ohrozeného druhu. Jen zdanlive futuristicka, ve skute¢nosti zhave aktualni, je moznost
identifikace uniklych transgentl.

Objev PCR (polymerazova fetézova reakce) na sklonku osmdesatych let vnesl do rozvoje DNA
fingerprintingu neo¢ekavanou dvnamiku. Naro¢né techniky se velmi zjednodusily a staly se dostupné i
pracovistim napt. muzejniho typu (v Némecku). Podstata PCR spoc¢iva v selektivnim namnozeni
vybraného mista v génému. Potiebujeme znat sekvenci bezprostiedné sousednich mist a dle této
informace si nechat nasyntetizovat homologni primery. Tyto primery poslouzi jako ocka termorezistentni
DNA polymeraze, ktera Zadany usek opakované replikuje. Vysledek replikace se pak stava matrici
nasledujiciho cyklu, a tak zddany usek DNA ptibyva exponencialni rychlosti. PCR probiha v
termocykleru, ktery ¢asové presné definovanymi zménami teplot reakei fidi.

Analogii klasického DNA fingerprintingu se stal PCR fingerprinting, vyuzivajici kratkych ndhodnych
primert. Jakakoliv znalost sekvenci studovaného organismu neni rovnéz nutna. Timto kratkym primerem
mitiZe byt tieba vyse zminény oligonukleotid odvozeny od M 13. Zvlastnim piipadem PCR fingerprintingu,
ktery si od svého objevu v roce 1991 ziskal nesmirnou popularitu, je RAPD (random amplification of
polymorphic DNA). Jak tomu béva, zprvu vystupovaly do poptedi vyhody tohoto piistupu, pozdéji se
pocalo upozoriiovat na rizna uskali. Nejvétsi vyhodou je jednoduchost. K provedeni RAPD analyz
pottebujeme pouze termocykler, oby¢ejnou horizontélni elektroforetickou aparaturu, agarézu,
transiluminator, a fotoaparat (osvédcil se stary vyfazeny Pentacon na svitkové filmy). Z chemikalii je
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jediny primer (nikoliv dva rizné, jak je tomu u klasické PCR), dlouhy deset nukleotidu. Teplota prisednuti
primeru je nizsi, dovoluje méné specifickou hybridizaci. Pocet replikacnich cyklt je naopak vyssinezu
klasické PCR. Vysledkem takového postupu je, Ze nekteré fragmenty DNA zreplikujeme téméi u
jakéhokoliv studovaného organismu. Naopak se velkym problémem stdva mira reprodukovatelnosti, a
to v téze laboratoii. Mezi riznymi laboratofemi nejsou RAPD “Zebiicky” reprodukovatelné viibec,
muZeme porovnavat jen interpretace. Na fad¢ obrazki z nasi laboratoie je dokumentovana zavislost
vysledki RAPD na koncentraci hot¢iku, primeru a DNA, déle na Cistote vloZzené DNA, typu DNA
polymerazy a teploté ptisednuti primerti (annealing). Vyznamnym ¢€initelem je pouzity termocykler (toto
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Obr.1. Dva riizni jedinci dubu pyfitého (Quercus pubescens). RAPD analyza byla provedena postupné tiemi
primery (OPA-02, 0PA-03, 0PA-04) ve tfech provedenich. Zcela vpravo standard molekulovych vah pBR 322/
Alu.

ukazano neni, protoZze mame jenom jeden). Naopak obr.1 ukazuje,ze pres vSechny obtiZe 1ze dosdhnout
rozumné reprodukovatelnosti vysledki a rozdily v RAPD “Zebriccich” odrazeji riiznost dvou genomu.

V nasi laboratofi uzivame RAPD k identifikaci klonti tif druhti trav z krkonosské louky pro potieby
ekologt, dale se RAPD osvédcily pii porovnavani riznych apomiktickych populaci jestfabniki a ke
studiu vnitro- a mezipopula¢ni variability u pomnének. Pro posuzovani fylogenetické ptibuznosti ¢i
dokonce ke konstrukci vyvojovych diagramti se RAPD ptili§ nehodi. Odhaluji variabilitu na piilis nizké
taxonomické urovni. Pro tyto potieby bude nutno sahnout k jinym variantam PCR. Rozsifené je v
posledni dobé pouziti univerzalnich primera replikujicich vhodné tseky DNA. NamnoZzené fragmenty
DNA se nasledné $tépi vhodnymi restrikénimi enzymy.

Molekularni biologie vSak nemusi slouZit jen popisu evolucnich udalosti, miize piinést necekana
odhalenti tykajici se podstaty evoluce géndmu. Poslednich pét let prinasi prekvapiva zjisténi o piitomnosti
velkého mnozstvi neaktivnich retropozomt u rostlin. Tyto derivaty retrovira se ve vétSim rozsahu u
rostlin nepfedpokladaly. Ukazuje se vsak, Ze jsou odpoveédné za velkou délku a extrémné vysokou
promeénlivost rostlinné mitochondrialni DNA. Nase znalosti jsou dosud omezeny na laboratorni modely.
Studium vhodnych rostlin nasbiranych v terénu mtiZe objasnit pfipadnou roli retropozomu v evoluci
rostlin i jako mediatort horizontalniho pfenosu genetické informace.

Prace je umoznéna diky podpofe grantti 202/94/0660 GACR a A6005602/1996 GA AV CR.
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Uziti fluorescen¢nich sond pro in vivo stanoveni fyziologickych
charakteristik rostlinnych bunék

Albrechtova. J.T.P.

Albert-Ludwigs-Universitit, Biologie II./Botanik, Schinzlestr.1, D-79104, Freiburg,
Deutschland

tel: (049) 761/203 26 37, fax: (049) 761/203 28 40, e-mail: jolana@ruf.uni-freiburg.de
Adresa ¢eského pracoviste: UEB AVCR, Ke dvoru 16, 16630, Praha 6-Vokovice

Fluorescen¢ni sondy jsou fluorescencni barviva, kterd méni své fluorescenéni vlastnosti
(intenzitu, excitani a/nebo emisni vinovou délku) v zavislosti na okoli. Detekovat Ize timto
zptisobem koncentrace iontti (pH, vapnik, hot¢ik, zelezo, apod. - spektrum indikatord se neustale
rozsifuje), membranovy potencidl a prichodnost membran - napt. jako test vitality bun¢k. V
dal$im textu se zamé&fim predevs§im na stanoveni pH, vapniku a membranového potencialu, coz
jsou jednak nejcastéji uzivané aplikace, jednak s nimi sama pracuji.

Sondy Ize do buné¢k injikovat, coz omezuje pouziti na dostate¢n¢ velké a stabilni bunky.
Kromé toho je nutno pocitat s ranovou reakci, ktera ovlivni aktivitu iontovych kanalti. Podle toho,
zda injikujeme do cytoplasmy ¢i do vakuoly, dostaneme riiznou distribuci sondy v buiice. Druha
moznost (popsana dale v tomto textu) je pouzit modifikované sondy, vybavené transportni skupinou
(nejcastéji acetoxymethylester). V burice je tato skupina bunéénymi esterdzami odstépena, a teprve
potom sonda reaguje na dany iont. Pro sondy indikujici vlastnosti membran a membranovy
potencial problém transportu odpada.

U sond vykazujicich posun spektra pfi vazbé na iont 1ze urcit kvantitativné koncentraci iontu,
pokud dé€lime vzajemné obrazky (mapy intenzity fluorescence) snimané pii dvou nastavenich
filtru. Vylou¢ime tak vliv distribuce sondy v burice a koncentrace sondy v dané burice na vyslednou
mapu intenzity. Nejlépe je k tomu ucelu pouzit konfokalni mikroskop s moznosti souc¢asného
snimani ve dvou kanalech. U konfokalniho mikroskopu rovnéz odpada vliv tloustky objektu.
Pokud sonda neméni vinovou délku, Ize aplikovat soucasné¢ druhou sondu s opa¢nou reakci na
dany iont v dostate¢n¢ odlisné vinové délce, nebo sondu na dany iont nereagujici a pouzit jeji
mapu fluorescence jako konstantni “referenc¢ni” obrazek.

Prakticky vSechny pouzitelné pH-indikatory jsou derivaty fluoresceinu, pro detekci vapniku
existuje celd fada barviv na nejriznéjsi bazi. Pro méfeni membranového potencidlu jsou v podstate
dvé moznosti: jednak “pomalé” distributivni sondy (napf. na bazi oxonolu), distribuujici se na
obou strandch plasmalemy v zavislosti na gradientu nadboje pies membranu. Je ovsem znaény
problém kvantifikovat vysledky. Jednak “rychlé” sondy (napi. ANEPPS), jejichz molekuly jsou
pomoci lipofilniho konce zakotveny v membrané a v zavislosti na elektrickém naboji v okoli
méni konformaci opa¢ného, fluorescen¢niho, konce, a tim i intenzitu fluorescence. Tyto sondy ale
po urcité dobé prostupuji membranou, ¢imz se meéni jejich koncentrace na plasmalemé. Lze je
tedy pouzit jen pro kratkodobé experimenty.

Chceme-li pouzivat fluorescencni sondy, potiebujeme:

1: Vybrat vhodnou sondu. Prakticky jedina firma, ktera se cilen¢ zabyva vyvojem novych sond a
jejich uvadénim na trh, je Molecular Probes se sidlem v Eugene (USA) a evropskou pobockou
Molecular Probes Europe Inc. v Leidenu v Holandsku. Sondy se 1i$i citlivosti k danému iontu,
dale citlivosti k dal$im faktortim v burice (jinym iontum, apod.), fluorescen¢nimi vlastnostmi
(excitaéni a emisni vinové délky, typ zmény v reakci na dany iont - napf. jen zména intenzity, ¢i
zaroven i posun spektra, atd.), podminkami transportu pfes membranu, distribuci v burice (napf.
jinou sondu potiebujete pro detekci v cytoplasmé, jinou pro chloroplasty, jinou pro
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mitochondrie...), toxicitou, a mnoha dal§imi parametry. Vybér tedy zavisi napi. na tom, zda chcete
detekovat rychle vyrazné zmény (signaly), nebo spise malé zmény v distribuci (zmény v ramci
steady state). Dale na pokusném materialu, a technickych moznostech (zda mate moznost pouzit
UV, jaké filtry mate k dispozici, kvalita mikroskopu...), a zda ptipadné chcete aplikovat vice sond
soucasng¢ Ci barvit néjaké struktury pro lepsi orientaci v materialu. V neposledni fad¢, jak dlouho
ma pokus trvat - nékteré sondy jsou vhodné jen pro okamzité pouziti, jiné reaguji pomaleji, ale je
mozno sledovat zmény v prubéhu nékolika hodin. Autofluorescence chloroplastu je detekovatelna
uz od cca 600nm. Spektrum sondy pro méteni v zeleném pletivu tedy nesmi prekrocit tuto hranici.
Autofluorescence bunécnych stén (v modre oblasti) je relativné slaba a tudiz pii méfeni nerusi.
Casto je nutno vyzkouset vice sond, zvlasté pokud pro dany material &i danou problematiku neni
dost udaja v literatufe. Citace k jednotlivym sondam jsou uvedeny v katalogu Molecular Probes.
2: Dobry fluorescen¢ni mikroskop. Nejlépe konfokalni, s moznosti vicekanalového snimani -
zejména pokud chcete kvantitativni data (viz vyse).

3: Analyzu obrazu. U konfokalniho mikroskopu obvykle soucast vybaveni, byva vSak vyhodnéjsi
neblokovat mikroskop, a zpracovavat na samostatné analyze. Nékdy je tieba ptipadné specielni
vybaveni analyzy (konkrétn¢ aritmetické déleni dvou obrazkii vzajemné musi mit nadprimeérnou
uroven). Ponékud problematické byva pouziti analyz zaméfenych ptivodné na pouziti v pramyslu
¢i na nerosty. Je 1épe vybrat firmu specializovanou na biologické aplikace. Z tuzemskych 1ze
akceptovat Laboratory Imaging, je vSak nutno pfizpusobit zdkladni program konkrétnim
pozadavkim, ptipadné ¢asti doprogramovat. Cenovée srovnatelna, kvalitou nejlepsi ze vSech (mn¢
znamych) produkttli je obrazova analyza némecké firmy Visitron Systems. O néco drazsi a témert
stejné kvalitni je BioRad, rovnéz velmi kvalitni (ale velmi drahd) je firma Zeiss. Je vS§ak moZno
(po prizptsobeni programu) pouzit i néktery z mnoha dalSich systémii. Pro déletrvajici pokusy s
nutnosti kontinuelni detekce znam jen analyzu Visitron Systems v On-line verzi.

Postup prace:

Objekt pouzivame zasadn¢ nefixovany. Pfipravime pracovni roztok sondy v pufru (viz pozn.),
objekt inkubujeme v tomto roztoku asi dvacet minut. U nékterych objekt nutno barvit déle. Po
barveni objekt pfeneseme do Cistého pufru, a ihned snimame obrazky (viz déle).

Pozn.: Koncentraci sondy a druh pH pufru je nutno vyzkouset, pficemz Ize vychazet z navodu pro
jednotlivé sondy, dodavane Molecular Probes pii zasilce. Je nutno dodrzet popsané zasady prace
(napt. zmrazit, ¢i nechat v pokojove teplote, jak dlouho 1ze uchovavat pracovni roztoky, apod.),
jinak sonda ztraci pozadované vlastnosti. Zpravidla se pfipravuje zadsobni roztok sondy v DMSO,
ktery 1ze zmrazeny uchovavat nékolik mésicti. Pracovni roztok v pufru se pfipravuje az tésné pred
pouzitim, nechava v pokojové teplote, a je stabilni nékolik hodin. Doporucuje se pouzit pufr,
ktery dobie uchovava strukturu membran. Uziva se fosfatovy pufr, MES, pro basi¢téjsi pH HEPES.
Pufr ma mit pted piipravou pracovniho roztoku pokojovou teplotu, pii jiné teplot€ ma jiné pH!
Obvykle se pouziva pH pracovniho roztoku v rozmezi 6.0-7.0.

Priklad protokolu pro méreni pH:
Material: merlik cerveny (Chenopodium rubrum L.)
Roztoky: MES pufr (25mM, pH 6) - uchovavat v chladnicce
carboxy SNARF-1 (z&sobni roztok: 50mg SNARF v 100ml DMSO - Ize uchovavat
nekolik dni v chladnicce, nejlépe je nechat asi den rozpustit a pak zmrazit v alikvotech
po Iml)
Postup préce:
Nejméne den pred métenim pripravime pufr a zasobni roztok sondy. Pied zacatkem prace nechame
oba roztoky vytemperovat na pokojovou teplotu. Pfipravime pracovni roztok sondy (1ml zasobniho
roztoku v 500ml pufru). Na vibratomu zhotovime Cerstvé podélné fezy apikalniho meristému.
Rezy pieneseme na podlozni sklicko do pracovniho roztoku sondy, inkubujeme 20 minut. Pak
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prekryjeme krycim sklickem a ihned snimame obrazky. Snimame simultann¢ ve dvou kanalech.
Nastavent filtru napt.: excitace 488nm, detekce v prvnim kandlu 520-600 nm, ve druhém kanélu
610-660nm. Ve druhém kanalu Ize detekovat od 610nm bez horniho omezeni, icelem uvedené
horni hranice je odstinit autofluorescenci chloroplastti v zelenych pletivech sousedicich s apikalnim
meristémem. Obrazky z obou kanalu zkorigujeme na vSechny nepiesnosti a artefakty (viz dale -
“Vyhodnoceni vysledka” a”Tipy”). Obrazky pak vzajemné vydélime a podle kalibrace urc¢ime
pH v jednotlivych burkach.

Casova naro&nost: po ziskani zb&hlosti lze jeden vyse popsany experiment zvladnout asi za dvé
hodiny. Pii jednom experimentu miiZete zpracovat az ¢tyti objekty. Pii nasledném zpracovani
obrazkl zalezi na kvalité obrazka ziskanych pii experimentu, mnozstvi nutnych korekci, a
pozadavcich na kvalitu vysledku. Zalezi také na kvalité a rychlosti vasi obrazové analyzy.

Vyhodnoceni vysledk:

podstaté 1ze pouzit pro méteni i horsi mikroskop, pokud ziskané obrazky korigujete na vSechny
artefakty zanesene pouzitim daného mikroskopu a daného postupu (viz dale - “Tipy”). K analyze
obrazu viz vyse. Obecné se obrazky musi korigovat na hladinu Sumu (intenzita fluorescence
prazdného obrazku), vysledky se prepocitavaji podle kalibra¢ni kiivky. Kalibraci 1ze provadét
in vitro nebo in vivo, u nékterych sond jen in vivo. Je nutno provést kalibraci pro kazdy mikroskop,
a pro kazdé nastaventi filtru. Pii praci na konfokalnim mikroskopu byva problém fotonasobic -
zesiluje linearné obvykle jen v uréitém useku. Bud’ musite kalibrovat pii nastaveni citlivosti
fotonasobictl, které pouzivate pti experimentech, nebo lze zvlast “zkalibrovat” fotonasobic v
celém rozsahu, a vysledné obrazky pak korigovat na nelinearnost fotonasobice. Pfi dvoukanalovém
snimani je pomeér nastaveni citlivosti fotonasobice pro oba kanaly zavisly na pouzitych filtrech,
musi vSak zlistat konstantni pro danou kalibraci i experimenty.

Dalsi zpracovani vysledku - statistika, vytisknuti obrazku apod. - zalezi na vasich pozadavcich.
Pokud potrebujete zvlast kvalitni obrazky, napr. pro prezentaci, je nejlepsi ofotografovat obrazky
primo z obrazovky. I pro bezne pouziti vsak potrebujete velmi kvalitni tiskarnu. Pri nekvalitni
reprodukci jsou obrazky “necitelne”. Pro prezentace je vhodne prevest obrazky do pseudobarev -
tj. na zaklade kalibrace si vytvorit kontrastni barevnou skalu, aby rozdily pH v rozsahu ocekavanych
hodnot co nejlepe vynikly.

Tipy:

K ptipravé zadsobnich roztokti: Doporucuji zmrazit zasobni roztok rozdéleny do eppendorfek na
alikvoty nutné vzdy k ptiprave jedné davky pracovniho roztoku. Vyhnete se tim nutnosti zasobni
roztok mnohokrat rozmrazovat a znovu zmrazovat. Zasobni roztok skladovat v exikatoru. K piiprave
pouzit rad€ji bezvody DMSO. Piitomnost molekul vody snizuje stabilitu roztoku.

Ke koncentraci: Koncentrace sondy v DMSO je uréena co nejmensi konecnou koncentraci DMSO
v pracovnim roztoku (DMSO je pro buiiky toxické). Sondy je nejlépe objednat ve formeé “special
packaging”, tj. 20 baleni po 50 mg (=jedna davka pro piipravu zadsobniho roztoku). Je o néco
drazsi, ale 1ze pracovat daleko pfesnéji, a vyhnete se plytvani sondou. Minimalni koncentrace
sondy v pracovnim roztoku je ur¢ena dostatecnou viditelnosti fluorescence v burnce, maximalni
koncentrace je omezena zhasenim fluorescence molekul sondy pfi jejich Castém kontaktu a toxicitou
pro bunku - je Iépe volit pon¢kud nizsi pii déletrvajicich experimentech.

K transportu do bunék: Pfi transportu pfes membranu pomoci AM-skupin zejména u rostlinnych
bun¢k je Castd komplikace s extracelularnimi esterazami. Jejich vlastnosti se 1isi u rizného
materialu. Pomoci mtize zména pH pracovniho roztoku - 1ze ovSem jen v rozsahu akceptovatelném
burikou. MiZe byt pouzito vakuum (nebezpeci poskozeni bun€k), nebo krajeni pletiv na mensi
Casti (esterazy Casto nejaktivnéjsi v epidermis, a staci pak obnazit dalsi b. vrstvy). Ranova reakce
je v pripad¢ Setrného krajeni minimalni. Potfebujeme Cerstvé fezy. Nejvhodnéjsi pro krajeni je
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vibratom (specielni mikrotom, uréeny ptivodné k fezani mozkové tkan¢), a krajet pletivo pfimo v
pufru. Krajet pletivo je tfeba rovnéz v ptipade, Ze chcete monitorovat i bunky umisténé v pletivu
ve vétsich odstupech. Limit hloubky detekce je u riiznych typti konfokalnich mikroskopi ruzny. V
ramci tohoto limitu zjistite potfebné parametry pomoci 3D-rekonstrukei.

K pozorovani pod mikroskopem: Piili§ velky leakage sondy z bun€k, tj. intenzita fluorescence v
burikach slabne a v pozadi se zvysuje: pozorovat objekt pfimo v pracovnim roztoku (nepieneseny
do ¢istého pufru). Obvykle se ustavi rovnovaha mezi sondou v burice a v roztoku. Nevyhoda je
siln€jsi pozadi, a nebezpeci postupného zvysovani koncentrace sondy v buiikach. Dale 1ze leakage
omezit napt. zménou koncentrace DMSO v pracovnim roztoku (DMSO ovliviiuje propustnost
membran a rizné€ objekty jsou rizné citlivé na jeho plisobeni), zménou koncentrace sondy, zménou
pH, zménou typu pufru. Pokud zadny zptisob nepomaha: provést korekei na slabnuti fluorescence,
tj. snimat zménu fluorescence v ¢ase a spocitat kiivku snizovani intenzity fluorescence v burice.
Touto kiivkou pak korigovat vSechny vysledky.

Pokud se snizuje intenzita fluorescence v bunkach, ale v pozadi se neméni, jde spiSe o zhaseni - v
tom piipade¢ je tieba volit nizsi koncentraci sondy, nebo blednuti preparatu - pak je tieba snizit
intenzitu excita¢niho svétla.

Nerovnomérn¢ osvétlené obrazky (Casto svételny gradient nebo rozdilné osvétleni stiedu a okrajti
zejména pii pouziti klasického fluorescen¢niho mikroskopu a snimani obrazk pies kameru, ale
muZe se objevit i u mén¢ kvalitnich konfokalnich mikroskopii): nutno sejmout “slepy’ obrazek, a
tim pak vSechny ziskané obrazky korigovat.

Pro tlustsi objekty je 1épe pouzivat objektivy s del$i pracovni vzdalenosti (“long distance”
objektivy) a podlozni sklicka s komurkou. Objekty pii pozorovani piekryt krycim sklickem, omezite
tim vysychani roztoku a pohyblivost objektu. Pokud povrch objektu neni rovny, Ize sejmout sérii
obrazkt a slozit maximalni hodnoty intenzit t€chto obrazk - ziskate tim zaostieny obrazek po
celé plose objektu.

K vyhodnocovani obrazkt: Obrazky nesmi byt piili§ slabé, musi se dostatecné odliSovat od
pozadi, a nesmi byt presvétlené. Zpravidla je k disposici na konfokalnim mikroskopu i na obrazové
analyze 255 stupnti Sedi, a tuto Skalu ma obrazek optimalné vyuzit. Kontroluje se na histogramu.
V optimalnim pfipadé nema kiivka rozlozeni intenzity fluorescence zacinat uz na nule (je pak
nebezpeci ztraty bodl pod hranici detekovatelnosti), I€pe je spektrum posunout o n¢kolik jednotek.
Toho Ize docilit u klasickych mikroskopu zesilenim intenzity excita¢niho svétla, u konfokalnich
mikroskopu lze pfimo nastavit. Pfed dalSim zpracovanim pak kazdy obrazek posuneme na nulu.
Stejné tak ma koncit niz, nez u 255 - u piesvétlenych bodti uz nelze rozlisit rozdily intenzity. Jinak
ma kiivka optimalné vypliiovat celé spektrum. Je vyhodné, lisi-li se obrazky z obou kanali v
umisténi maxim (tj., je-li obrazek z jednoho kanalu vzdy trochu slabsi nez ze druhého). Da se pak
po jejich vzajemném vydéleni presnéji urcit vysledné pH.

Alternativni metody

Jedina alternativni metoda jsou mikroelektrody. VZdy pfitom bunku poranite (pfi srovnani relativni
velikosti bunky a Spicky vasi elektrody, nemtizete ocekavat od bunky zadné nadseni). Ranova
reakce je v tomto piipad¢ lokalni - pravé v misté€, kde je vase elektroda. Kromé toho nemiizete
meéfit distribuci, tj. vas vysledek je zavisly na tom, kam pravé mikroelektrodu umistite. Prave
vnitini distribuce daného iontu miize byt pro dany stav klicova. Nelze také méfit v celém pletiva,
ani v malych bunkach.

Pro méfeni vapniku se slibn¢€ rozviji metoda uzivajici genetickou transformaci materialu a detekci
pomoci fluorescencniho proteinu aquaporinu.
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Predlozena praca sumarizuje viaceré protokoly, ktoré boli pouzité pri izolécii fotobiontov
z lisajnikov (symbiotickych eukaryotickych rias), pri stadiu ich fyzioldgie a biochémie, mimo
interakcii s mykobiontom (hubova zlozka lisajnika). Ked’Ze pri vSetkych protokoloch sa dodrziava
viac-menej rovnaky sled logicky jednozna¢nych krokov, autori tohto prispevku ich spojili do
jednej “metody” s alternaciami Ciastkovych krokov, podl'a moznosti jednotlivych pracovisk.
[zola¢na metoda je nenaro¢na na materialne vybavenie.

Vyber materiilu a jeho priprava

Na izolaciu fotobiontov z lisajnikov nepotrebujeme ¢asto ani ¢erstvo nazbierany material.
Pri izolacii fotobiontov Trebouxia sp. (symbiont va¢Siny Eurdpskych druhov lisajnikov) sa
pouzili viac ako jeden rok staré herbarové polozky lisajnikov Cetraria islandica a Cladina
mitis (Backor, nepublikované udaje).

Pri vizudlnom pozorovani odstranime vsetky necistoty zachytené na povrchu stielky
(odumreté zbytky organizmov, podu, iné druhy lisajnikov ... ) jemnym Stetcom, alebo prepara¢nou
ihlou. Vel'a mikroorganizmov a spor hiub mozeme odstranit’ energickym premytim destilovanou
vodou, alebo te¢ucou vodou. Pri izolacii je tiez vyhodné nastrihat’ stielku liSajnika (v pripade
tzv. makroli$ajnikov) na mensie kusy. Yamamoto a kol. (1993) na izolaciu pouzili priblizne 1 cm?
stielky liSajnikov s lupenovitou morfolégiou stielky, resp. 1 cm stielky odobratej s koncovej Casti
lisajnikov s krickovitou morfologiou stielky. Ascaso (1980) pouzil priblizne 2 g vlhkej stielky.

Homogenizacia

Pripravena stielka lisajnika sa musi (okrem tzv. “thallus fragment method”, kde sa malé
fragmenty navlhcenej stielky priamo prenest na mineralne agarové médium) mechanicky rozrusit’.
Jedna z moznosti je homogenizacia stielky v trecej miske, so sterilnym morskym pieskom (napr.
Yamamoto a kol., 1993). Ascaso (1980) stielku nasledne homogenizoval niekol’kymi t'ahmi
v Elvehjem-Potterovom homogenizatore. Priklaname sa k tejto alternative homogenizacie, pretoze
je mimoriadne jednoduchd, pricom vel'mi l'ahko dosiahneme sterilitu prostredia (pri praci
v o¢kovacom boxe) a tak vyznamne znizime kontamindciu cudzorodymi mikroorganizmami. Vo
vSetkych nasledujucich krokoch pracujeme v sterilnom prostredi!

Pri pouziti tzv. “micropipette method” (Ahmadjian, 1967; Ahmadjian, 1993) sa kusky
odobratej vrstvy fotobiontov zo stielky lisajnika jemne roztla¢ia medzi mikroskopickymi sklickami.
Pri tejto metdde sa zo zelenej suspenzie daju izolovat’ jednotlivé bunky fotobiontov mikropipetou.

Cistenie homogenitov a selekcia fotobiontov

Homogenat obsahuje zmes roznych buniek (bunky fotobiontu ako aj hyfy mykobiontu).
V pripade pouzitia Elvehjem-Potterovho homogenizéatora odporacame hruby homogenat filtrovat’
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cez niekol'ko vrstiev naskladanej sterilnej gazy. Nasledna selekcia fotobiontov zavisi od ivahy
experimentatora.

a) Yamamotova metoda
Tato metdda (Yamamoto, 1993) vyuziva filtraciu homogenatu cez filter, s vel’kostou pérov
500 mm a nasledne cez druhy filter, s velkostou pérov 150 mm. Zvysok, na druhom filtri, sa 3
krat premyva sterilnou vodou. Po naslednej selekcii (kontrola mikroskopicky) sa riasy prenesu
do kvapalného, resp. este lepsSie na pevné, agarové mineralne médium.

b) Mikropipetova metoda
Pomocou mikropipety (idealna vel’kost’ otvoru je 50-75 mm) sa bunky prenasaju cez sterilné
kvapky na podloznom mikroskopickom sklicku dovtedy, pokial’ neziskame zriedenu suspenziu
jednotlivych buniek fotobiontov, ktoré prenaSame na agarové médium. Tato metoda je ndro¢na na
manualnu zru¢nost’. Detaily uvadza Ahmadjian (1967; 1993).

¢) Centrifugacné metody

7, centrifugacnych metdd sa najCastejsie vyuzivaju techniky diferenciacnej centrifugacie a
gradientovej centrifugacie. Pre vac¢sinu fotobiontov sa vyuzivaju empiricky ziskané poznatky.
Napr. malé fotobionty, tak ako Coccomyxa sp. sa centrifuguju pri nizkych otackach (menej nez
500 rpm), ale vel'a buniek zostava v supernatante. Pri izolécii rias Trebouxia sp. sa testovali
viaceré kombinacie. NiZsie otacky (okolo 100 x g) sa vyuzivaju na odstranenie vel'kych fragmentov
stielky, vy3sie zase na zber neporusenych buniek z bunkovych fragmentov pletiva. Casto sa
centrifugacia kombinuje s filtraciou cez rozne filtre s definovanou vel’kost'ou pérov.

Gradientova centrifugacia je osved¢end metdda na izolaciu buniek fotobiontov. Ascaso
(1980) po naslednej homogenizacii stielky liSajnikov bunky resuspendoval v 0,25 M sacharéze
(2 ml) a opatrne ich navrstvil na roztok CsCl, (denzita 1,550 g.cm™, ml). Po 10 min. centrifugécie
pri 4 500 rpm (g nie je udané) zbieral bunky fotobiontov v interfaze. Rovnako uspesne sa da
pouzit’ aj roztok KI, hoci pri dlhsej aplikacii moze byt skodlivy.

Mnozstvo inokula sa vo véc¢Sine prac neudava. Pri mikropipetove] metode sa do jednej
banky umiestiiuje asi 15 buniek. Pri pouziti centrifugacnych technik odporucame vytazok
fotobiontov postupne riedit’ v pomeroch 1: 10 a automatickou pipetou preniest’ niekol'’ko ml na
pevné agarové médium. Infikované banky vyrad’'ujeme obzvlast’ v prvych diioch kultivacie.
Niektoré fotobionty (napr. Trebouxia) rasti vel'mi pomaly a mozno ich vizualne pozorovat po 4
az 6 tyzdnoch po uspesnej inokulacii. Pri izolacii fotobiontov sa vyzaduje zvladnutie zadkladov
rutinnych mikrobiologickych technik. Podmienky kultivacie (teplota, svetlo, zloZzenie a pH
pouzivanych médii) z priestorovych dovodov neuvadzame, ale mozno ich najst’ vo viacerych
pracach (Ahmadjian, 1967; Ahmadjian a Hale, 1973; Ahmadjian, 1993).
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Metody cytochemie in situ

Benes. K.

Biologicka fakulta Jiho¢eské university, BraniSovska 31, C.Bud&jovice,
tel: 038/777 55 04, fax: 038/459 85

V tomto referaté bych rad splnil dva zaméry. 1. Nejprve bych chtél charakterizovat
cytochemické metody vcelku a pak 2. bych chtél podrobnéji pojednat o jednom jejich typu -
prikazu enzymu na fezech pomoci barevnych reakci.

Pokud jde o prvni téma, mame zde na mysli sledovani lokalizace latek, metabolickych déji a
odpovidajicich regula¢nich systémi na irovni bunééné, ale i subcelularni a supraceluléarni. Jisté
je si tteba uvédomit, na jaké arovni hierarchie biologickych systémi pracujeme. Za podstatnéjsi
vSak zde povazuji jiny aspekt - lokalizaci.

Mgjme né&jaky objekt, v némz 99% objemu piip. masy predstavuji buriky typu A a 1% bunky
typu B. Budeme sledovat aktivitu néjakého enzymu, napft. v zavislosti na ¢ase. Vime, Ze sledovany
enzym je pouze v bunkach typu B. Tiebaze v téchto bunikach dochazi k dramatickym zménam v
aktivité, ptjde jen o malé rozdily, uvazujeme-li nas objekt jako celek.

Druhy piiklad bude analogicky. Budeme sledovat aktivitu né¢jakého enzymu ptitomného napt.
v mitochondriich. Mame-li k dispozici udaje, ziskané studiem suspenze vyizolovanych
mitochondrii, nic to nevypovida o tom, zda jsou v burikach daného objektu v§echny mitochondrie
stejné, anebo zda se v sledované aktivité lisi. Mize jit ptitom i o rozdilnost populaci mitochondrii
v jednotlivych burikach.

V prvnim i druhém ptipadé se jedna o to, do jaké
miry a jakym zpisobem mizeme lokalizovat, t.j. nakolik
se v nasich zavérech uplatni princip zobrazeni. To je
kritérium, jimz rozliSime metody in situ a extra situm (=
in vitro). V obou pfipadech jde o lokalizaci. Bud’ N n
muzeme pracovat s fezy a strukturni hledisko aplikovat
pfimo, anebo musime dany material n¢jak frakcionovat,
t.j. rozlisit a izolovat jeho strukturni komponenty a ty
pak analyzovat. Zde je pak strukturni hledisko - zobrazeni
- respektovano pouze nepiimo a opira se o prislusné
morfologické studie. Piehled o situaci v této oblasti
podavaji obr. 1, 2 a 3.

Tématem, kterého jsme se zde dotkli, se zabyval Benes 1968 a novéji pak Benes a Pilny in
Prosser et al. 1989, kde Ize nalézt i charakteristiky jednotlivych in situ metod a dalsi literaturu.
Rovnéz Vitha et al. v manualu Gartland a Davey 1995 probiraji tuto problematiku.

Druhym nasim zdmérem bylo popsat postup prikazu enzymt na fezech jako ukazku barevné
reakce in situ. Cely proces lze rozd¢lit na tii faze:

1. faze predinkubacéni, 2. vlastni inkubace a 3. postinkuba¢ni faze.

Predinkubacni faze zahrnuje zpracovani materidlu (patii sem tedy otazka fixovat:nefixovat, fezani
materialu atd.). Postinkubac¢ni fazi byva obvykle vénovana mala pozornost, i zde vsak jde o
zavazné otazky, jako je rozpustnost a krystalizace vysledného reakéniho produktu. Protoze
predinkubaéni a postinkubaéni fazi se zde zabyvat nebudeme, je tieba zdlraznit, Ze na vysledku
se podileji vSechny tfi faze. Sebelepsi inkubace nestaci, kdyz je objekt pied a po ni nevhodné
zpracovan.

Uvedeme zde postup pfi lokalizaci karboxylové esterazy (KE) v kofenové Spicce.

Princip. Lokalizace KE je zde provadéna na zdkladé jeji katalytické aktivity azokopulacni
technikou. Jako substrat je pouzit ester kyseliny octové a naftolu, resp. jeho derivatu - a - naftylacetat

Obr.1. Organ sestavajici ze dvou typt bunék.
Buiikky minoritniho zastoupeni jevi
positivni reakci.
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a naftol AS acetat. Inkubaéni faze, kterou zde
sledujeme, ma dve etapy: 1. St€peni substratu aktivitou [ R I 0 R I
KE; rozstépenim esterové vazby dojde k uvolnéni
naftolu, 2. vizualizacni reakce; azokopulaci B B [ [0 [
uvolnéného naftolu s diazoniovou soli vznika
nerozpustna barevna latka. Tento vysledny produkt je O [ OO0 O
lokalizovan v mistech (burikach), kde je aktivni KE.
V nasem piipad¢ probihaji ob¢ etapy v témze N
inkuba¢nim mediu, nebot’ to obsahuje jak substrat, tak N
diazoniovou stl. Jde tady o tzv. simultanni azokopulaci. o

. N . . . Obr.2. Srovnani dvou bunék, z nichZ jedna ma
Diazoniova stl reaguje nejenom s naftolem, uvolnénym : , ; .

o g L . Y heterogenni a druha homogenni populaci

aktivitou KE, ale také s fenolickymi latkami v burikach sledovanych organel.
a v pletivu. Tato nespecificka reakce muze vést k
faleSn¢ pozitivnim naleziim. Proto vysledky porovnavame s fezy, které byly inkubovany v kontrolnim
mediu bez substratu (diazoniova stl samotnad)

Bezpecnosti opatreni. Substraty jsou derivaty aromatickych uhlovodikt, je podezieni na
karcinogenni ucinky. Vyvarovat se kontaktu s kiizi. Diazoniova stil ma podobné a navic drazdivé
ucinky. V praskovém stavu je traskava.

Rostlinny material. Kotfenové $picky bobu Vicia Paba L. byly fixovany 1 hodinu v ledové lazni
v Bakerové fixazi (1 g CaCl, 90 ml H,O, 10 ml formalinu neutralizovaného pomoci CaCO;,), pak
vypirany ve vyménovaném 5% ethanolu opét v ledové 1azni a uloZzeny v 5% ethanolu v lednici pii
+4°C.

Chemikalie a roztoky. Pufr fosfatovy, pH 6.0 (pfipraven smisenim 1,1 M NaH PO, a
0,IM NaHPO,).

Substraty: a - naftyl acetat, nebo naftol AS acetat. Zasobni roztok je ptipraven rozpusténim 25 mg
substratu v 5 ml ethanolu. Vydrzi nékolik dni.

Diazoniova siil bud’ Fast Blue BB salt nebo Fast Blue RR salt. Pfipravit vzdy Cerstvy roztok.
Inkuba¢ni medium: Ke 4 mg diazoniové soli pfidat 3,8 ml pufru, po rozpusténi piidat O,2 ml
zasobniho roztoku substratu. (Pokud dojde k prudké barevné zmén¢, znamena to, Ze substrat je
¢astecné rozlozen - v tom pripad¢ nutno inkuba¢ni medium piefiltrovat).

Kontrolni medium (bez substratu): Ke 4 mg diazoniové soli pfidat 3,8 ml pufru, po rozpusténi
pridat 0,2 ml ethanolu.

Postup. 1. Na zmrazovacim mikrotomu zhotovit pti¢né fezy koifenovou $pickou. Lze pouzit i
rucnich ezl z nefixovanych objektli. Ru¢ni fezy pak fixovat a vyprat jak uvedeno.
Rezy prenaset do epruvet opatienych na jednom konci gazou, které jsou umistény ve
vychlazeném 5% ethanolu.

2. Nekteré epruvety s fezy inkubovat v plném inkuba¢nim mediu, jiné (z téhoz objektu) v
inkubac¢nim mediu bez substratu. Obé media se ptipravuji Cerstva. Po nékolika minutach
se nafezech v plném mediu za¢nou projevovat barevné zmény. Nechat reakci probihat
tak dlouho, az je zbarveni fezl dostaten¢ intenzivni.

3. Vypirat ve vod¢ asi 5 minut.

4. Rezy montovat do vody, mikroskopovat. Srovnat fezy inkubované v plném mediu a v
mediu bez substratu.

Vyhodnoceni. V piipadé pouziti a- naftylacetatu je vysledné zbarveni Cerné a je positivni cely
fez. U naftol AS acetatu je vysledny produkt modry, je positivni periferie fezu, t.j. ¢epicka (pokud
je jesté fezem zasaZena) a zejména pak stiedni valec, hlavné jeho lykové poly.
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K prikazu daného enzymu, v nasem piipade KE, 1ze pouzit rovnéz metody jinych typt. Takovéto
- rizné - metody lze pak pouzit k lokalizaci fady dalSich hydroldz. Samoziejmé Ize na fezech

metody histochemie
a cytochemie

extrakce, digesce / \
\ analysa utvard

barevné reakce in situ in vitro vytiidénych pouzitim

/ proudové cytometrie
fluorescence

(fluor. sondy a j.)

frakcionace

. homogenata
ultramikroanalysa 9

materialu isolovaného

interakce makromolekul . o e .
z rezl disekci

(imunocytochemie,
in situ hibridizace) mikroautoradiografie

cytofotometrie,
historadiografie,
interfer. mikroskopie

Obr.3. Tabelarni piehled cytochemickych metod in situ a in vitro

lokalizovat i enzymy jinych tiid. Zde se pak ovSem pouziva piislusnych jinych technik. Protoze
enzymy jsou proteiny, l1ze je také lokalizovat imunocytochemicky. Jsou k dispozici metody pro
prikaz enzymu na urovni elektronmikroskopické.

Pro nase ucely bohaté postaci prehled metod k pritkazu hydrolaz Benes 1972, kde je citovana
dalsi literatura, dostupna dnes vétSinou v novych vydanich.
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Histochemical localization of aluminium and cell wall substances
In maize roots

Budikova, S.

Institute of Botany, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 14, 842 23 Bratislava, SK
fax: (0421) 07/37 19 48, e-mail: botubud@savba.savba.sk

Solutions:

* morin (2°,3",4",5,7-pentahydroxyflavonone), Sigma: 0.0015 g dissolved in a little amount of
DMSO and final volume made up to 50 ml with destilled water; should be stored in the darkness
at the room temperature

* (0.05% aqueous solution of aniline blue, Sanitas Bratislava

* hematoxylin stain: 200 mg hematoxylin + 20 mg sodium iodate NalO3 dissolved in 100 ml of
deionized water

* 100 mM DDG (2-deoxy-D-glucose), Sigma

* (0.1 M DMSO (dimethyl sulfoxide)

Devices:

* fluorescence microscope with UV filter combination for callose (excitation 398 nm, emission
495 nm) and aluminium (excitation 440 nm, emission 515 nm) detection

* light microscope for Al dye hematoxylin

Methods:

Seeds of maize Zea mays L., cv. TO 360 were germinated for 72 h in darkness at 25 °C.
Seedlings with mean root length 4.5 cm were grown in 0.1 mM CaCl, (control solution), 50 mM
AICl,, 100 mM DDG or 50 mM AICIL, + 100 mM DDG in control solution (pH 4.5) for 24 h.

For callose detection free-hand sections of fresh roots were stained in aniline blue and
immediately observed.

Various methods from Al indicators - hematoxylin (Polle et al. 1978, Rincdn and Gonzales
1992, de Andrade et al. 1997, Moon et al. 1997), morin (Tice et al. 1992, Larsen et al. 1996,
Vitorello and Haug 1996) and aluminon (Haridasan et al. 1986) - to more sophisticated techniques
including EDX-analysis (Marienfeld et al. 1995), atomic absorption spectrophotometry (Rincon
and Gonzales 1992) and pyrocatechol violet colorimetry (Ishikawa et al. 1996) have been used
for Al detection in plant material. The fluorescence staining for Al was performed according to
modified technique of Vitorello and Haug (1996). Intact roots were stained in 100 mM morin,
rinsed in 0.1 M DMSO and cut with a razor blade. Aluminium localization with hematoxylin
which serves as a mordant for Al3+ ions was performed as previously described by Polle et al.
(1978). Roots incubated with hematoxylin for 40 minutes were rinsed in destilled water for 10
minutes and sectioned for light microscopic examinations. The method is based on the colorimetric
property of hematoxylin to give a blue-purple stain when complexed with Al3+ and has been
commonly used to screen Al-tolerant cultivars of wheat.

Results:

Treatment with 50 mM Al** for 24 h induced occurrence of cracks in peripheral root cell
layers within the distances of 2 to 15 mm behind the root tip and swelling of proximal 5 mm to
this region.

The primary maize root that was not exposed to Al but stained with hematoxylin showed a
lack of staining in all tissues along the whole axis. The hematoxylin staining result of Al-treated
roots revealed Al3+ accumulation in the 1/ apical region including outer cap cells and rhizodermis
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of meristem, 2/ cracked region (all peripheral tissues up to the fifth cortical layer) and 3/ rhizodermis
of'the transition zone between the cracked and swollen regions. The negative results were obtained
in more proximal root parts.

Hand sections from control roots stained in morin solution revealed only weak blue
autofluorescence. In Al-treated roots the intensive green fluorescence confirming the positive Al
localization was observed in outer root cap cells and rhizodermal cells of meristem and in
epidermis, hypodermis and outer cortical cells of the cracked region. The rhizodermis of the
transition zone fluoresced also intensively green. More basal root parts including the swollen
region showed no positive staining for Al. It can be concluded that the staining pattern of both
dyes is very similar. When free hand sections were stained for Al detection, many artifacts, such
as intensive fluorescence of central cylinder, were observed.

In control roots, fluorescent callose deposits were present in cell walls of sieve elements.
After 24 h of Al-treatment callose could be found also in rhizodermal cell walls and all cortical
layers including endodermis in apical 2 cm. Recently, the callose deposits were observed after
staining with Sirofluor in root cap, rhizodermis and outer cortical walls of soybean (Wissemeier
et al. 1987) and a sensitive wheat line (Schreiner et al. 1994), the regions which are considered
to have a close association with stress perception. Using DDG (callose synthase inhibitor) fewer
deposits of callose and almost no deposits with callose degradating enzyme were detected
(Schreiner et al. 1994). In our work, the DDG treatment alone caused the diminished callose
fluorescence in sieve elements. The pattern of staining for callose was similar also for roots
treated with both DDG and Al.
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Sample preparation for microsporogenesis observation in
Karwinskia parvifolia (Rhamnaceae), plant with a high content of
secondary metabolites, in TEM

Hanackova, Z.

Institute of Botany, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 14, 842 23 Bratislava, SK
fax: (421) 07/37 19 48, e-mail: botuhan@savba.savba.sk

Solutions:

fixation

1: 2.8% glutaraldehyde (v/v) in 0.1 M HEPES buffer (pH 7.2) and 0.02% (v/v) Triton X-100

2: 2% glutaraldehyde, 2.5% paraformaldehyde, 0.2% tannic acid, 0.5mg/ml saponin in 10 mM
PIPES/ 3 mM EGTA buffer, pH 7.4

3: 2.5% (v/v) glutaraldehyde, 0.2% tannic acid (w/v) and 0.05% Triton X-100 (v/v) in 10 mM
Hepes/ 3 mM EGTA bufter, pH 7.4.

post-fixation

1: 1% aqueous OsO,
2: 2% aqueous OsO,
3: 1.5% aqueous OsO,

dehydratation
1. acetone series (10% increments)
2. graded ethanol series (10% increments)

- propylene oxide (PO)
- Spurr’s embedding medium
- 2% collodion in amyl acetate

staining:

1. 0.5% aqueous uranyl acetate and lead citrate

2. saturated solution of uranyl acetate in 50% ethanol and 2% aqueous lead citrate
3. 2% uranyl acetate in 50% ethanol and 2% aqueous lead citrate

Devices:
rotator, ultramicrotome, vacuum pump, thermostat, TEM

Methods:

1. Method according to Owen, Makaroft (1995)

Whole buds of Arabidopsis thaliana were fixed overnight in fixative solution 1. Buds were
rinsed twice in 0.1 M HEPES buffer (pH 7.2) for 15 min each wash and post-fixed in solution 2
overnight. Tissue was dehydrated in a graded acetone series and embedded in Spurr’s resin
(Spurr 1969). Ultrathin sections were stained with 0.5% aqueous uranyl acetate and lead citrate.
2. Method according to Pérez-Munoz et al. (1993)

Anthers of Vigna vexillata were fixed overnight at room temperature in buffered aldehydes
(fixative solution 2), postfixed for up to 12 hr in post-fixative solution 2, dehydrated through an
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acetone series, infiltrated for about 1 week in Spurr’s resin and embedded. Silver sections were
stained with staining solution 2.

3. Modified method

Whole buds of Karwinskia parvifolia were fixed 18 hours at the room temperature in fixative
solution 3. Buds were rinsed several times in buffer and postfixed for 24 hr in post-fixative 3.
Tissue was dehydrated (2 days) in a graded ethanol series, infiltrated in ethanol/ propylen oxide
mixture (3:1, 1:1, 1:3 and pure PO, 45 min. each) and then for 10 days in Spurr’s resin (PO: resin
7:1,5:1,4:1,3:1,2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, pure resin, 24 hr each), embedded and polymerized
8 hr at 69-70°C. For transmission electron microscopy, silver to gold sections (LKB Nova
ultramicrotome) were mounted on collodion-coated copper grids, stained with solution 3, and
observed with Zeiss transmission electron microscope operating at 60 kV mode.

Results:

1. Many artifacts occured in our specimens elaborated according to Owen and Makaroff (1995)
because of poor infiltration of both fixatives and Spurr’s resin. Although the cell walls were
sufficiently preserved, the cytoplasm was degenerated. Since many artifacts were observed in
tapetal and other cells, the mature pollen stage was satisfactorily preserved, the problem resulted
likely from the high content of secondary metabolites which was confirmed by chemical analysis
of specimens (Hanackova, Waksman, unpublished results).

2. Fixation was effective but the specimens were not sufficiently infiltrated by embedding medium
resembling the results obtained by method 1. Problems with accessibility of chemicals and financial
demands occured too.

3. From experiences with the specimen elaboration of vegetative organ of Karwinskia parvifolia
we found out that the ethanol dehydration should be used to wash off at least a part of secondary
metabolites (dissolvable in ethanol) which restrained the specimen preparation. Propylene oxide
is a useful intermediate stage for the medium-infiltration. We combined this knowledge with
method 2 which is advantageous for microsporogenesis of other species and prolonged the time
of fixation, dehydration and infiltration. The specimens were inceasingly rotated. Inspite of saponin
which was not accessible in our laboratory other detergent, Triton X-100, was added to improve
fixative penetration. Tannic acid was used to increase the contrast. Similarly, uranyl acetate in
ethanol was applied for ultrathin section staining because aqueous solution did not stain sufficiently
in the case of microsporogenesis in K. parvifolia. Measurement of pH is important for EGTA
solubility. It would be suitable not to fix whole buds but extracted anthers only. In our case it is
less the technical than metodological problem because the bud size of K. parvifolia before anthesis
is2 mm.

References:

Owen, H.A., Makaroff, C.A., 1995. Ultrastructure of microsporogenesis and microgametogenesis
in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ecotype Wassilewskija (Brassicaceae). Protoplasma 185:
7-21

Pérez-Munoz, C.A., Jernstedt, J.A., Webster, B.D., 1993. Pollen wall development in Vigna
vexillata. 1. Characterization of wall layers. Am. J. Bot. 80(10): 1183-1192

Spurr, A.R., 1969. A low viscosity epoxy resin embedding medium for electron microscopy. J.
Ultrastr. Res. 26: 31-42

124



Cytologické a obecné fyziologické pfistupy ke studiu rostlinné buriky

Studium priduchového aparatu listi analyzou obrazu
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1. Pocitacova analyza obrazu je moderni metoda pro méteni a hodnoceni makroskopickych a
mikroskopickych objektd. Nasla Siroké uplatnéni napt. v I€kaistvi, kriminalistice,
potravinafstvi, materidlové analyze, ale i v rostlinné anatomii a fyziologii (Frey et al. 1996,
Opatrna 1997, Ticha et al. 1997). Podstata metody spoc¢iva v nahravani obrazi pomoci televizni
kamery a dal$iho nezbytného HW vybaveni do pocitace. Obrazy se zpracovavaji specialnim
SW. Touto metodou lze méfit parametry objektti nebo poli.

2. Pro studium praduchového aparatu listi pouzivame mikroskop OLYMPUS BX 40 a systém pro
analyzu obrazu LUCIA G (verze 3.51), ktery se sklada z TV kamery COHU, obrazového
procesoru COMET RGB, fidiciho poc¢itace PENTIUM 100 (32 MB RAM) a programu LUCIA.
Prvnim krokem je ptiprava otiskovych preparatii listového povrchu. Na stied ¢epele (mimo
stiedni zilku) se nanese tenka vrstva bezbarvého laku, ktera se po zaschnuti stahne za pomoci
prouzku prihledné lepici pasky. Preparat 1ze pozorovat téméi okamzité. Mista vybrana v
zorném poli mikroskopu se nasnimaji a nactou do paméti pocitace. Je tieba mit dostate¢nou
kapacitu paméti i HDD (na jeden barevny obraz asi 850 kB). Z barevného obrazu se vytvoii
obraz bindrni, ktery se dle upravuje funkcemi matematické morfologie. Z upraveného binarniho
obrazu se pomoci programu LUCIA ziskaji pozadované parametry priduchii: napt. délka,
Sitka, plocha, obvod, pocet na jednotku plochy. Program LUCIA pocita i zakladni statistické
udaje.

3. Casova naro¢nost metody je relativng velikd, i kdyz ve srovnani s promé&fovanim priducht
mikroskopem mé zna¢né piednosti. Z financniho hlediska je systém LUCIA nékladnd investice.

4. Problémem pii méfeni priduchi analyzou obrazu je skutecnost, Ze systém oznacuje objekty
podle zvolené typické barvy, ktera je u epidermalnich a priduchovych bunék na otiskovych
preparatech stejnd, tzn. oznaci se nejen praduchy, ale i epidermalni bunky. Ty vsak Ize z
méteni vyloucit vhodné€ zvolenym omezenim, tj. pro méfeny parametr stanovime rozmezi, ve
kterém se objekt musi nachdzet, jinak neni do méfeni zarazen. Vylouceni epidermalnich bun¢k
1ze dosahnout diky jejich zna¢né tvarové odlisnosti od bunék praducht.

5. Pti oznacovani typické barvy objekti je vhodné&jsi oznacit si bunééné stény nez vlastni buiiky.
Binarni obraz bunék pak Ize ziskat inverzi obrazu bunéénych stén. Je to vhodnégjsi z dtivodu
dal$ich uprav binarniho obrazu funkcemi matematické morfologie, nebot’ pouhym oznacenim
nelze ziskat vhodny obraz k méfeni.

6. Praduchové charakteristiky Ize stanovovat také mikroskopem. Je to vS§ak mnohem pracnéjsi,
mén¢ piesné a objem ziskanych dat je mensi.
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Studium fotosyntézy Kkyslikovou elektrodou a PAM fluorometrem
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Po dopadu zafeni na list se ¢ast zafeni odrazi, ¢ast listem projde a Cast se absorbuje.
Energie zateni absorbovaného fotosyntetickymi strukturami se miize vyuzivat ve fotosyntetickych
procesech nebo vydavat ve formé fluorescence ¢i tepla. Pro studium energetickych premén
absorbovaného zéieni v intaktnich tylakoidnich membranéch chloroplasti se v dnesni dob¢ ¢asto
pouziva aparatura, kterou lze soucasné méfit fotosyntézu jako vydej kysliku a fluorescenci
chlorofylu a ve fotosystému II (PS II) vyuzitim tzv. metody satura¢nich pulzt. Princip metody
spociva v tom, Ze se na list aplikuji velmi silné svételné pulzy, kterymi se nasyti fotochemicka
konverze energie v PS II. Tim se pfechodné kvantovy vytézek PS II potlaci na nulovou hodnotu a
kvantové vytézky fluorescence a nezafivé disipace energie vzrostou na maximalni hodnoty. Tento
pristup umoziuje ziskat tidaje o fotosyntetické ucinnosti a fotosyntetické kapacité, o kvantovém
vytézku PS II a kvantovém vytézku fluorescence, o rychlosti transportu elektrond, o stupni
fotoinhibice apod. (napt. WALKER 1990, KRAUSE a WEIS 1991, SCHREIBER et al. 1995).

Pro méteni produkce kysliku béhem fotosyntézy a spotieby kysliku béhem temnotniho dychani
pouzivame na PiF UK kyslikovou elektrodu Clarkova typu (LD2/2, Hansatech, Kings Lynn, UK).
Tato elektroda je tvofena platinovou katodou a stfibrnou anodou, které jsou zasazeny do disku z
epoxidové pryskyfice. Jako elektrolyt se pouziva nasyceny roztok KCI. Po pfipojeni ke zdroji
napéti se elektroda polarizuje. Jestlize elektricky potencial na katodé dosdhne 600-700 mV, za¢ne
se na jejim povrchu redukovat kyslik. Na anodé soucasné probiha oxidace stiibra a vznikajici
chlorid stfibrny se zde usazuje. Proud, ktery v tomto okamziku prochézi obvodem, je
stechiometricky pfimo timérny mnozstvi kysliku spotfebovaného na katod¢. Tento proud se prevadi
na vystupni signdl a zaznamenava ptipojenym zapisovacem (WALKER 1990).

Elektroda Clarkova typu tvofi stiedni ¢ast metici komory temperované vodouna 25 °C.
Nad elektrodu se vklada listovy teré¢ik o maximalni plose 10 cm? a vlozka ze savého materialu
napusténa 200 ml 2M roztoku KHCO, a 20 ml roztoku enzymu karboanhydrazy. Tento enzym
zajistuje saturacni koncentraci oxidu uhli¢itého pro fotosyntézu v métici komote rozkladem
KHCO,. Nad méfici komoru se upeviiuje Bjorkmanova halogenova lampa (LS2H, Hansatech,
Kings Lynn, UK) jako zdroj aktinického zafeni pro fotosyntézu, jehoz intenzita se reguluje
neutralnimi Sedymi filtry.

K méfeni fluorescence pouzivame PAM fluorometr (Walz, Effeltrich, SRN). V nasi aparatufe
je tvofen dvéma jednotkami, PAM 101 a PAM 103, a svétlovodnymi vldkny. Jednotka PAM 101
obsahuje emitor a detektor zafeni, jednotka PAM 103 idi spusténi a dobu trvani satura¢niho
pulzu svételného zateni (zdroj KL 1500, Schott, SRN).

Princip PAM fluorometru je mozné vysvétlit nasledujicim zptisobem (SCHREIBER et al.
1986): Fluorescence v listovém terciku se budi pulzy svételného zareni o délce jedné mikrosekundy,
které jsou emitovany LED diodami (’light emitting diode™) s frekvenci 1,6 nebo 100 kHz. Tyto
pulzy svételného zafeni s maximem ve vinové délce 650 nm prochazeji cestou k povrchu listu
pres opticky filtr, ktery nepropousti zafeni delSich vinovych délek nez 680 nm. Fluorescencni
signal emitovany listem jako odpovéd’ na kazdy budici pulz se monitoruje fotodiodovym
detektorem. Cestou k tomuto detektoru vsak jeste prochazi ptes ochranny filtr, ktery propousti
pouze zatfeni delsi nez 700 nm. Z tohoto rozmisténi optickych filtrG vyplyva, Zze nemuize dojit k
chybné detekei budiciho pulzu ¢i rozptyleného zateni misto zateni fluorescenéniho. Zachyceny
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fluorescen¢ni signal, ktery ma vzhledem k pulzni povaze budiciho zateni rovné€Zz nespojity charakter,
je selektivné zesilovan vykonnym dvoustupiiovym zesilovacem.

Nejproblematic¢té)si fazi pii praci s aparaturou je ¢isténi a potahovani kyslikové elektrody.
Pred zacatkem vlastniho méfeni je nutné z elektrody velmi peclivé odstranit usazeny chlorid
sttibrny, k cemuz pouzivame kancelaiskou pryz (1ze pouzit také zubni pastu). Katoda a anoda se
spoji cigaretovym papirkem, ktery je napustén elektrolytem. Pies cigaretovy papirek se pretahne
tenka teflonova membrana, ktera je propustna pouze pro molekuly plyni (WALKER 1990). Je
tteba davat pozor, aby pod teflonovou membranou nezistaly bublinky vzduchu a aby nedoslo k
jejimu protrzeni. Elektroda se necha polarizovat. Méfici komora se proplachne dusikem. Kyslikova
elektroda se kalibruje 0,5 ml vzduchu o teploté 25 °C.

Vlastni méteni probiha napt. podle schematu: pokusnou rostlinu zatemnime na 20 - 30
minut (uplné zoxidovani neboli "otevieni” vSech reak¢nich center PS II). Vykrojime listovy tercik
aumistime ho do méfici komory. Ve tmé soucasné s rychlosti temnotniho dychani (R)) méfime F,
(zakladni fluorescence emitovand temnotn¢ adaptovanym listem) a F,, (maximalni fluorescence
emitovana temnotn¢ adaptovanym listem po aplikaci satura¢niho pulzu). Rychlost ¢isté fotosyntézy
(P,) m&fime pii dvou hladinach (velmi nizké a saturacni) ozafenosti soucasné s F (ustalena
hladina fluorescence emitovana listem pii dané ozafenosti) a F," (maximalni fluorescence
emitovana fotosyntetizujicim listem pii dané ozarenosti po aplikaci satura¢niho pulzu). Po kazdém
méfeni P nasleduje méfeni R, F a F,,. Zméfeni jednoho listu trva zhruba jednu hodinu. Po
odecteni hodnot z grafického zaznamu slouZi tato data k vypoctiim dalSich parametr (napf.
maximalni fotochemické uc¢innosti PS II, aktualni fotochemické uc¢innosti PS II ¢i stupné redukce
primarniho chinonového akceptoru elektronti - viz GENTY et al. 1989, KRAUSE a WEIS 1991).
Velkou vyhodou pro vyhodnocovani experimentalnich dat je pfipojeni poc€itace piimo k aparatufe.

Poftizeni této aparatury vyzaduje velkou investici (ca 33.000,- DM), ale provozni naklady
jsou relativné nizké. Aparatura je prostoroveé nenaroc¢na a jeji obsluha je po zapracovani pomérné
jednoducha.

Aparatura byla PiF UK darovana nadaci Volkswagen (grant ¢. [/68918).
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Stereologické hodnoceni ultrastruktury rostlinnych bunék
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1. Ultrastruktura rostlinnych buné€k je pozorovana a fotografovana v transmisnim elektronovém
mikroskopu (TEM) a ziskané snimky jsou stereologicky hodnoceny.

2. A/ Jetieba TEM, ultramikrotom, knifemaker pro pfipravu nozii a bézné laboratorni vybaveni.

B/ Pouzivam standardniho postupu ptipravy preparatt pro TEM (Kutik et al. 1984, 1993):
fixace (napt. kousk listové ¢epele) glutaraldehydem ve fosfatovém pufru, vyprani pufrem,
postfixace kyselinou osmicelou v témze pufru, odvodnéni ve vzestupné alkoholové fadé,
zaliti (pfes propylénoxid) do epoxidové pryskyfice (Spurrova nizkoviskozitniho média),
kontrastovani ultratenkych fezii (sklenéné noze) uranylacetatem a citratem olova. Na pozitivech
snimkti z TEM stanovuji objemové hustoty (relativni parcidlni objemy) bunécnych struktur
(napt. slozek chloroplastil) pomoci bodovych rastrii (Gundersen a Jensen 1987) a skutecné
rozméry organel. C/ K vyhodnoceni ziskanych dat postaci jednoduchy pocitacovy program:
vypocet zakladnich statistickych parametri doplnény napiiklad Studentovym t-testem.

3. TEM, ultramikrotom a knifemaker jsou nakladné investice (dohromady nejméné 2,5 mil. K¢).
Piiprava preparatii pro TEM trva v zasadé étyfi dny. Casové naroéné a pracné je stereologické
hodnoceni - zatim se je nedafi (alespon pro chloroplasty) pievést na automatickou analyzu
obrazu.

4.,5., 6. Pro stereologické hodnoceni musi byt ultratenké fezy dobte orientované

a kontrastni. Metoda dava pomérné komplexni obraz o ultrastruktufe studovanych

objektt.
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Analyza obrazu v rostlinné fyziologii
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vvvvvv

pro ziskani kvantitativnich idajti a z nich odvozenych morfologickych charakteristik umoziujicich
popis, porovnani a hodnoceni rostlinnych organt, pletiv a buné€k, ale i barevnych reakei,
fluorescence, elektroforeogramd, autoradiogramui, a pod. Principy metod obrazové analyzy budou
podrobné uvedeny na tomto seminafi v presentaci firmy Laboratory Imaging. Zde tedy stru¢né
uvedu jen zakladni udaje tykajici se metody.

Prvnim piedpokladem prace je ziskani kvalitniho digitalniho obrazu studovanaho objektu.
K tomu ucelu miize byt pouzit scanner nebo TV kamera s piisluSnym objektivem nebo pfipojenim
na mikroskop. Obraz barevny nebo ¢ernobily dostateéné vysokého rozlieni, mize byt potizen
pfi svrchnim osvétleni objektu nebo pii prosviceni svétlem bilym, UV, atd.. Podobné¢ 1ze snimat i
fotografie, diapositivy nebo xerokopie rostlinnych objektt. Ve stejném usporadani jako snimame
objekty je tfeba sejmout i redlné meétitko, které nam umozni kalibraci systému a tim méteni
v realnych jednotkach. Druhou ¢asti prace je zpracovani obrazu, kalibrace a méteni zvolenych
charakteristik studovanych objektl. Je otazkou kvality obrazového procesoru, pocitacového
vybaveni a pouzitého softwaru jakd méfeni nam umozni. Archivace ziskanych obrazi a dat a
jejich zpracovani podle pozadavki nasledné presentace (protokol, zprava, publikace, plakatové
sdéleni) zalezi na vybéru piisluSenstvi a moznostech kazdého uzivatele.
V dalsi ¢asti uvedu piiklady a zkuSenosti s pouzitim obrazové analyzy systémt LUCIA M a LUCIA
D (Laboratory Imaging, s.r.0.) ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, kde toto zatizeni pracuje
3 roky.

ARCHIVACE OBRAZU je pouzivana pro uchovani obrazu pro dokumentaci vysledk
pozorovani, charakteristickych objektd a pod. Kvalitu ukladané¢ho obrazu lze zvysit upravou
kontrastu, barevného tonu, vytezem, doplnit textem, Sipkami, méfitkem a pod. Zaroven lze ulozit
legendu a popis. Archivace je pouzivana také jako soucast experimentalni prace pro priubézné
ukladéani soubor béhem pokusu ¢i pozorovani. To umoziiuje jejich méfeni a hodnoceni jednim
standardnim postupem az v dobé¢ po ukonéeni experimentu.

Uskalim archivace je pomérné znaéna potieba paméti. Je tedy nutné zvazit jak veliky soubor Ize
ulozit na hard disk nebo zda je tieba pouzit komprese dat nebo néktery z dostupnych vné&jsich
pamétovych systémil (na pt. Syquest s vyménnymi disky na 270MB).

PRIKLADY POUZITI:

V naSem ustavu byly pfipraveny archivy obrazi do rizného stupné poskozenych listt, hliz, plodi,
semen rostlinnym skidcem doplnéné kvantitativnim idajem % zasaZené plochy. Jsou vyznamnou
pomuckou pro vySkoleni persondlu na hodnoceni projevi choroby v porostech v polnich
podminkach nebo pro praci inspekénich pracovnikd.

Na nékolika vysokych §kolach jsou pfipravovany soubory obrazi pro didaktické ti¢ely, obsahuji
grafy, ilustrace, ale i originaln¢ nasnimané obrazky makroskopické i mikroskopické vztahujici se
k pfedmeétu vyuky. Mohou byt pouzity pti vyuce, opakovani i zkouseni student. .

Vyznamné urychleni prace pii studiu vlivu chladového stresu na frekvenci mitos v kofenovych
Spickach piineslo uloZeni souboru obrazli jednotlivych zornych poli roztlakovych preparatti na
externi disk Syquest. Frekvence mitos a velikost jader byla hodnocena automaticky vzdy pro
vSechna zornd pole jednoho roztlaku pomoci makra (viz déle).
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Hodnoceni in vitro probihajicich selek¢nich testti na kanamycinovou resistenci u transgennich
brambor je naro¢né na rychlost provedeni (rychlé zavadani nodalnich segmentii) a pfesnost méieni
délky uzlabnich pupent (0,5 - 30mm). Nasnimani souboru jednotlivych vzorkd a nasledné
interaktivni méteni pupent (viz dale) pii odpovidajici kalibraci systému znacn¢ zjednodusi a
zpiesni praci.

MERENI Ize rozdélit na interaktivni a automatické.

Méreni interaktivni spociva v méfeni délek nebo profild po trajektorii (nejcastéji ptimce),
kterou si sam uzivatel zvoli. Soubory namétenych hodnot 1ze exportovat do statistického programu
(Excel, Quatro Pro) k dal§imu zpracovani.

PRIKLADY POUZIT:

Meéieni délky stonku, vysky rostlin (stromt), rozmeért listt, plodd, rastové analyzy. Pro orienta¢ni
arychlou dokumentaci pribéhu densit v elektroforeogramu lze pouzit funkci “Profil”. Densita je
meéiena v mistech kudy prochazi prolozena piimka. Tento zplisob byl postacujici na pf. pro
dokumentaci odchylnych spekter zasobnich proteinii pfi testovani &istoty osiv (UKZUZ). Pro
piesné vyhodnoceni densit v celé Sifce prouzku, vcetné korekci na tvar a délku stopy, jsou
distribuovany specialni programy (na pi. Elfo, Gel Manager).

Meéreni automatické predpoklada v prvnim kroku vytvoteni binarniho obrazu - uzivatel pomoci
kursoru oznaci struktury, které maji byt méfeny. Po odkliknuti jsou ozna¢ena umélou barvou
(overlay) vSechna mista stejné intensity, resp,. barvy (prahovani, segmentace, threshold). Pokud
pracujeme s ¢ernobilym systémem je prahovani zaloZeno na kontrastu pozadovaného objektu
vuci pozadi, u barevného systému pak probiha prahovani na zakladé barevné odlisnosti
hodnocenych struktur vii¢i okoli. Informace je tim redukovana na dva stupné: ano - ne. Vytvoieny
binarni obraz je pak v dal§im kroku méfen.

Uskali: V mnoha piipadech je viak kontrast pozadovanych struktur malo zfetelny, pii prahovani
v celé ploSe obrazu se oznacuji i nezadouci objekty nebo nerovnomeérnosti pozadi. Zde pak
nastupuje cely systém uprav, které¢ umozni vytvoreni binarniho obrazu co nejvérnéjsiho pozadované
skutecnosti. Systémy LUCIA maji k disposici rozsahlou skalu iprav kontrastu, zaostieni, barevnych
charakteristik redlného obrazu, zptisoby prahovani na zaklad¢ odvozenych programii z matematické
morfologie a kone¢né skalu uprav binarniho obrazu (erose, dilatace, close, open, fill holes..) a
moznost aritmetickych operaci mezi jednotlivymi obrazy. Optimalizovany sled ptikazl (makra)
1ze ulozit a pouzit jako program pro zcela automatické, na experimentatoru nezavislé, meéteni
rozsahlych souborti obrazi.

Nicméné, pfi rozhodovani co a jakym zptisobem chceme méfit by v prvné fadé méla byt vénovana
velka pozornost optimalizaci zptsobu snimani obrazu (osvétleni svrchni €i prosviceni, zaclonéni,
barevny filtr, obarveni objektu, kvalita preparatu, nastaveni mikroskopického obrazu a pod.) tak,
aby pozadovany objekt, struktura, byla zobrazena jasn¢, a kontrastné. Kvalitni obraz usetfi mnoho
prace programatorské a umoznuje rychlé zpracovani.

Pred vlastnim méfenim je tfeba nejprve zvolit parametry ( na pi. plocha, délka, Sifka, cirkularita,
densita.,...) které budou méteny a zvolit zptisob méteni (celé pole, objekty, oznacené jednotlivé
objekty). Dale je tieba vytvofit kalibraci systému tak, aby méfeni probihalo v redlnych jednotkach.
PRIKLADY POUZIT:

Méteni délky kotenového systému a poc¢tu postrannich kofenti je jednou z nejbéznégjsich tloh. U
jednoduchych kofent ( na pf. kofenovy systém 2 tydennich rostlin pSenice) se provadi méteni
piimo na rozprostienych kotfenech pii prosviceni. U vétSich 1ze pouzit na pt. metodu roziezani
kofentl na segmenty konstatntni délky a rychlé stanoveni jejich po¢tu na obrazové analyze nebo
kombinaci s metodami stereologickymi na pf. stanoveni poc¢tu pruseciki se siti rovnobéznych
primek.

Stanoveni_listové plochy je uloha jednoduchd, nicméné konvencnimi metodami zejména pii
Clenitych tvarech, casoveé naro¢na. Urceni plochy jehlic smrku na letorostech dava dal$i moznosti
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pii posuzovani fyziologickych charakteristik poskozeni lest (na pf. referen¢ni hodnota k méteni
fotosyntézy). V poslednich letech byly publikovany prace zabyvajici se vyuzitim obrazové analyzy
pro ziskani tvarovych charakteristik listu. Zpravidla se jedna o vytvofeni matematického vzorce
sestaveného z namétrenych parametra (na pf. délka,sitka, obvod, polomér kruznice vepsané a
pod.), ktery co nejlépe vystihuje ten ktery morfologicky typ.

Rada aplikaci byla vyvinuta pro posuzovani velikosti, tvaru a povrchu semen. Ty byly pouzity na
pf. pro posuzovani projevil genetické piibuznosti jednotlivych genotypu, ale t€Z pro urceni ¢istoty,
vyrovnanosti osiva nebo potravinaiskych kontrolach kvality potravin.

Siroké pouziti ma obrazové analyza v oblasti fytopatologie. Jako piiklady uved'me alespot :

stanoveni rozsahu 1¢€zi na listech po napadeni listi brambor fuzariem, stanoveni poctu sklerocii
rzi na listech trav, stanoveni procenta plochy listu ponic¢ené pozerem hmyzim Sktidcem, stanoveni
rozsahu poskozeni povrchu hliz houbovou chorobou, atd.
Na mikroskopické urovni uvedeme ptiklady nékolika typickych tloh: pii dostatecné kontrastnim
obarveni preparatu l1ze prahovat protoplasty (resp. stény bun¢k + invertovat binarni obraz) a pak
stanovit pocet, velikost a tvarové charakteristiky bun€k. S vyhodou 1ze pouzit nastaveni “masky”,
kterou miizeme vymezit méfenou oblast ¢i funkce “restrikei”, kdy méfené parametry miizeme
roztiidit na nékolik kategorii a na obrazovce je zpétne vizualizovat (na pf. tii velikostni skupiny).
Uskalim jsou materialy, které se obtizn& barvi nebo se navzajem prekryvaji, jako na pt. preparaty
bunécnych suspenzi. Pti stanoveni poctu bunék muize byt feSenim na pf. obarveni jader na pf.
DAPI a v odpovidajici fluorescenci stanovit pocet zaricich objekti, které se snadno naprahuji a
minimaln¢ prekryvaji.

Zcelanové moznosti dava obrazova analyza pro histochemické studie. Pti prahovani na barevny
odstin vysledného produktu reakce, je mozné urcit plochu positivné reagujiciho pletiva a pfi
vhodné kalibraci a respektovani prislusnych kontrol, ziskat i kvantitativni udaje o intensité
histochemické reakce. Podobné¢ 1ze i pocitat mnozstvi partikuli zlata (imnocytochemické metody)
nebo stiibra (autoradiografie).

Zameérn¢ vynecham pouziti obrazové analyzy pro cytogeneticka studia , protoze jim budou
vénovany samostatné referaty a také pouziti obrazové analyzy pro gelové elektroforézy je otazka
specialnich programa.

PREZENTACE. Digitalni obraz potizeny obrazovou analyzou a upraveny pro prezentaci (kontrast,
popis textem, Sipkami a pod.) 1ze vytisknout na tiskarné. Velmi se nam osvedcil thermoprinter
Mitsubishi P66 D, ktery tiskne ve velmi dobré kvalité levné obrazky (cena asi 2K¢), takze je
dostupny i jako protokolova dokumentace. Obrazky 1ze exportovat piimo do textu psaném na pf.
ve Wordu a podle nasich zkuSenosti jsou akceptovany i redakcemi Casopisi. Je tfeba upozornit,
ze tisky z Cernobilého termoprintru na ostrém svétle casem blednou (xerokopie, novy tisk). Pro
tisk barevnych obrazki Ize pouZit na pt. barevny printer Mitsubishi CP 52E. Pfi spravném nastaveni
je kvalita zcela srovnatelna s barevnou fotografii a je stabilni.

Obrazova analyza je vyznamnym metodickym pfinosem pro feSeni mnoha fyziologickych
problémt. Nejen, ze praci vyznamné zrychluje, ale v mnoha aplikacich ziskava udaje dosud
nedostupné. Metoda je ve velkém progresu. Pied tiemi lety na konferenci FESPP byla presentovana
sdéleni ze tii pracovist. V tomto roce bylo jiz do podzimu publikovano nékolik desitek praci
pouzivajicich obrazovou analyzu. Troufam si odhadnout, Ze do dvou let mohou byt kvantitativni
udaje ziskané objektivnim méfenim na obrazové analyze podminkou pro publikovatelnost vysledkii.
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Rostlinné HeLa buniky? Bunécné linie jako alternativa klasickych
rostlinnych modelii.

Opatrny, 7.

Katedra fyziologie rostlin, Piirodovédecka fakulta University Karlovy, Vini¢na 5, 128 44 Praha
2
tel: 02/21 95 32 79, fax: 02/ 21 95 33 06, e-mail : opat@mail.natur.cuni.cz

Linie in vitro péstovanych bunék vyssich organizmi patii jiz neodmyslitelné mezi biologické
materidly vyznamné a nezastupitelné jak z hlediska aplikace v experimentalnim vyzkumu, tak v
medicinské praxi. Navzdory srovnatelné historii existence vyzkumnych oblasti rostlinnych
(Haberlandt 1902) a zivocisnych (Roux 1892) in vitro kultur je prozatim nejen praktické,ale téz
experimentalni vyuziti rostlinnych bunéénych linii vyrazné¢ omezengjsi. Neni to zptisobeno jen
tradi¢né mensim obecnym impaktem rostlinnych véd oproti zivo¢isSnym, divodem je i fada
technickych ¢i metodickych nevyhod, které vétsinou rostlinné bunééné linie oproti zZivo¢iSnym
maji. Prvym problémem je jiZ sama moznost jejich cilené ptipravy a standardisace, dal§imi
jejich nizka cytologicka a fysiologickd homogenita, stabilita, ristova rychlost, omezené moznosti
jejich konservace a j. Srovnatelnost s parametry obecné pouzivaného modelu zivo¢isnych Hel a
bunék (“nesmrtelna” buné¢na linie , odvozena v 60-tych letech z cervikalniho tumoru Heleny
Langové , U.S.A. ) je, navzdory reklamnimu titulku publikace Nagata et al. 1992, samoziejmée
pouze castena. Rostlinna linie tabakovych bunék BY-2 je sice téz “nesmrtelnd™ sensu lato,
vyznacuje se vysokou rustovou rychlosti a viabilitou, je fenotypové stabilni za standardnich
kultivacnich podminek. Neni v§ak samoziejmé nadana kontaktni inhibici, neadheruje k podkladim
srovnatelné s piisluSnymi kmeny Hel a, neroste na nich v podob&é monolayeru , neni totaln¢ a
spontanné¢ disociovatelnd na jednotlivé buiiky, ma podstatné nizsi plotnovaci efektivitu atd. V
fadé parametrii vSak podstatné pievysuje dosud pouzivané rostlinné bunééné kultury, vyjma snad
jediné , t.j. linie VBI-0 (Opatrny 1971, Opatrny a Opatrnd 1976). Pro€ je tomu tak, je to dano
jen malou pili ¢i z4jmem badatelti ¢i odlisnostmi rostlinného materialu oproti Zivo¢isnému ?

Prispévek si klade za cil seznamit posluchace v prvé fad¢ se zakladnimi technickymi uskalimi
ptipravy raznych typa rostlinnych bunéénych kultur, moznosti selekce vhodnych bunéénych
populaci, zptsoby klonovani jednotlivych somatickych bunék. Budou posouzeny u¢inky riznych
faktorti na takové vlastnosti bunéénych kultur, jez bezprosttedné ovliviiuji jejich experimentalni
vyuzitelnost, zejména pak na rozpadavost (friabilitu), odolnost k riznym typim stresu, celkovou
rustovou rychlost a vytéZnost, Zivotaschopnost a starnuti, cytologickou i genetickou homogenitu,
synchronnost jednotlivych fazi bunééného i rtistového cyklu.

Typy bunéc¢nych kultur, kultivace jednotlivych bunék , kultivace bunéénych populaci

V podminkéch in vitro 1ze péstovat jak télni (somatické) buniky, tak buiky podilejici se
v generativnim rozmnozovani , zejména mikro- piipadné megaspory. Zvlastni typ kultur pak
predstavuji buiiky docasné zbavené bunécéné stény, t.j. izolované protoplasty. Ve vSech téchto
pripadech je mozné péstovat bunky bud’ jednotlivé (mikrokultury) nebo v podobé bunéénych
populaci nejriznéjsiho objemu. Kazda z technik ma samoziejmée své naroky a limity, uspésnost
pestovani jednotlivych bun€k je mj. podminéna dodrzenim vhodného poméru mezi objemem
kultivaéniho media a objemem biomasy. Densita inokuli niz$i nez 10* bunék na ml media je
vétSinou kriticka nejen pro jejich dalsi déleni, ale téz preziti. Pro klonovani bunék (pfipravu
”single cell clones™ fysiologicky a geneticky potencialné homogennich) je tak nutno aplikovat
techniku t.zv. nanokultur (p€stovani jednotlivych bungk resp. protoplasti v kapkach objemu desitek
nl). Alternativu predstavuje pouziti t.zv. kondiciovanych (conditioned) medii , t.j. ptid, v nichz
kratkodobé rostla vhodna kultura ¢i riizné techniky “chivy” (nurse culture), pfi nichZ tato pomocna
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kultura produkuje esencialni latky difundujici ke klonovanym buiikam. Fenomén “conditioningu”
je blize studovan i v souvislosti s vyzkumem chemické signalisace u rostlin v riznych fazich
vyvoje (ku pf. v rané embryogenezi, zygotické i somatické).
Rozpadavost a riistovd rychlost

Predpokladem vzniku bunéénych kultur je dostatec¢na spontanni rozpadavost péstovanych
pletiv, t.j. odlucitelnost zivotaschopnych dcefinnych bun€k naslednych generaci. V piirod¢ se
takovy jev vyskytuj jen ziidka (tekuté endospermy, zrani plodii a p.), v podminkach in vitro
kultury je podpoien slozenim kultiva¢niho media a imérnym mechanickym pohybem tekuté piady
(tfepani ¢i probublavani na tfepackach, rollerech, ve fermentorech). Odvozeni vysoce rozpadavych
bunécnych linii je az na vyjimKy vysledkem dlouhodobé (i viceleté) selekce bunécnych subpopulaci
s pravdépodobnym defektem syntézy mezibunécné centralni lamely. Techniky analogické
trypsinisaci zivociSnych tkani (ku pi. aplikace pektindz, celuldz, hemicelulaz) , prave tak jako
mechanickd frakcionisace kultur nevedou k uspéchu: vysledkem je vétSinou opakovana tvorba
kompaktnich buné¢énych agregati. Takové kultury Ize jen s rozpaky nazyvat “bunéénymi liniemi”
- v mikroprosttedi velkych agregatti se diferencuji bunky fysiologicky i morfologicky velmi
riznorodé, vyrazn¢ se lisici pribéhem bunééného cyklu, biologickou odpovédi na vnéjsi faktory
a p. Nizce rozpadavé kultury jsou nevhodné pro cytologické prace a mimoto maji vétSinou jen
nizkou rtstovou rychlost. Ziskani vysoce rozpadavé bunééné linie od konkrétniho rostlinného
materialu mize mit tedy pro dany typ pokust klicovy vyznam.
Taxonomickd / genotypovd/ orgdnovd specifita rozpadavosti linii

Mechanismus fenoménu rozpadavosti buné¢nych linii nebyl dosud hloub¢ji studovan. Je
nicmén¢ ziejmé, ze kromé nize uvedenych faktorti (medium, zejména jeho hormonalni slozeni,
kultivacni rezim) hraje podstatnou roli sam ptivod materialu. Existuji taxony, od nichz navzdory
soustavnému usili nebyly dosud vhodné bunééné linie odvozeny (ku pt. nékteré hospodaisky
vyznamné druhy cel. bobovitych - jako hrach ¢i konisky bob). Délici ¢arou pfitom neni ku pf.
puvod bylinny ¢i dievinny, kultury typu “Paul’s Scarlet Rose” (riize - viz ku pt. Weinstein et al.
1962) ¢i “sycamore cell line” (Acer pseudoplatanus - viz ku pt. Gould et al. 1974 ) patiily jiz
pred fadou let k oblibenym modelovym materialtim.
Vliv kultiva¢nich podminek: medium, kultivacni rezim

Kli¢ovouroli v navozeni a udrzeni rozpadavosti , prave tak jako rastové rychlosti a fenotypové
stability kultur hraji (zfejme) rastové latky. Dosud znamé , obecnéji vyuzivané bunééné linie (viz
nize) byly vesmés péstovany v mediich s pomérné vysokym obsahem (10-°M) syntetickych auxint
typu 2,4-D ¢i1 NAA, pii soucasné absenci cytokinini. Pfidavek cytokininti ma obecné za nasledek
zvySeni kompaktnosti i rozmért bunéénych agregatti. Snad proto téméi neexistuji kvalitni cytokinin
- dependentni bunécné linie.

Spontanni rozpadavost materialu se vétSinou méni v pribéhu subkultiva¢niho intervalu (SBI).
Je nejnizsi v pribéhu exponencialni faze ristu kultur, béhem niz se bunky ptivodniho inokula do
ruzné miry synchronné d€li a vytvareji fetizkovité ¢i sférické agregaty, stoupa s nastupem stationarni
faze, béhem niz se bunky dlouzi resp. rostou. Bunécna linie béhem obvyklého SBI tak do jisté
miry imituje chovani bun¢€k a pletiv in vivo : starnuti nékterych organti mize byt nasledovano
abscisi ¢i autolysou pletiv. Vhodnym subkultivac¢nim reZimem - zvolenou délkou SBI, densitou
inokula atd. mizeme tyto procesy do jisté miry ovlivnit. Velmi nizka densita inokula tak v pfip.
modelovych linii (VBI-0, BY-2, HBY-2) ma za nasledek tvorbu kompaktnich, mnohabuné¢nych ,
vétsinou sferisujicich agregatt. Pii subkultivaci pomoci vysoce densitnich inokuli (az 10° bunék /
ml) Ize naopak pribézné udrzovat linii v podob¢ velkych, ¢asto volnych bun¢k, jezjsou vhodné
pro cytologické ¢i cytochemické analyzy.
Genotyp, stabilita

Dosud existuje jen velmi malo udaji o genetické vyrovnanosti modelovych dlouholetych
linii typu SCL, BY-2, VBI-0. Jejich karyologicky obraz by bylo mozno definovat jako “dynamickou
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nestabilitu” v niz jsou extremni odchylky prubézné¢ spontanné eliminovany. V piipad¢ linie VBI-0
pretrvava tetraploidie (cca 4n = 48 chromosomul) s ob¢asnymi vykyvy +- 2-4 chromosomii, tedy
stav blizky ziejm¢ situaci somatickych pletiv tabaku. Pro prace fysiologického charakteru takové
kultury tedy predstavuji velice vyrovnany pokusny model.

Bunécny cyklus, synchronisace

I z téchto dtivodt vykazuji kvalitni bunécné linie pomérné zna¢nou spontanni synchronnost
bunécného déleni v pribéhu standardniho SBI. V piipadé linie VBI-0 (a také BY-2, za urcitych
kultiva¢nich podminek) mtiZe tato hodnota aktualniho mitotického indexu dosahovat irovné az
12-15% , tedy srovnatelné s hodnotami kofenovych meristému. Vysledky biochemickych analyz
1ze tak pomérné dobie korelovat s ur¢itou fazi zivotniho az bunécného cyklu bunék (pfinejmensim
s porovnanim mitotické bunky: interfazni bunky, viz ZaZimalova et al. 1995,1996) a naméfené
hodnoty (enzymovych aktivit/ hladin hormont, cukri, Skrobu/ kapacity vazebnych mist/
posttransla¢nich modifikaci proteinti/ inkorporovanych tézkych kovii atd.) vztahovat nikoliv na
jednotku biomasy ¢i proteinu, ale na jedinou bunku. Informace bézné skryté v “Sumu’ primérnych
vysledkt tak nahle poskytuji zcela novy logicky pohled na zkoumany déj (viz ptiklady uvedené v
prednasce).

Vyznamny metodicky pokrok samoziejmé piedstavuji prace s bunénymi liniemi docasné
cilené synchronizovanymi. V piipad€ linie BY-2 byla jiz uspésné vypracovana technika
kombinované synchronizace pomoci aphidicolinu (inhibitor DNA polymerazy alfa) a n¢kterych
mikrotubularnich jedt , blokujicich funkei déliciho vieténka (oryzalin ¢i propizamid) - blize viz
Nagata et al. 1992, Shibaoka 1993. Vysledkem mutze byt az 90-95% kumulace bunék v metafazi,
JiZ lze zrusit odstranénim inhibitorti a navodit dalsi, podstatné vSak jiz nizsi “mitotickou vinu”.
Takto synchronisované linie slouzi k nejrizn€j$im typtim analyz strukturalnich (ku pf. stav
cytoskeletu - Shibaoka 1993) ¢i biochemickych (histony - Reichheld et al. 1993, rustové latky -
Redig et al. 1996, cAMP - van Onckelen et al., unpublished a j.) v riznych fazich bunéného
cyklu. Vysledkem pak mohou byt zjisténi zasadniho vyznamu: tak ku pt. analyza asynchronni
populace bun¢k rostlinnych organt doposud poskytovala zcela rozporné ¢i spise negativni tidaje
o roli cAMP. Vysledky tymu prof. van Onckelena dosazené s pomoci synchronisované linie BY-
2 vykazuji zasadni rozdily hladin cAMP v rtiznych fazich cyklu, jez by pii “zprimérovani’ materialu
samoziejme unikly pozornosti.

U linie VBI-0 nebyla zatim tato synchronisacni technika aplikovana: ¢aste¢ného zvyseni MI
bylo dosazeno aplikaci hydroxymocoviny, veskeré dalsi doporucované postupy (hladovéni, teplotni
stres aj.) byly témef neti¢inné.

Fenotyp, stabilita

Vyznamnym, experimentaln¢ vyuzitelnym znakem bunécnych linii mohou byt vedle
biochemickych charakteristik i jejich morfologie. Rostlinné kultury se samoziejmé nevyznacuji
takovou mirou morfologické stability jako nékteré bunécné linie zivoc¢isné, jejich fenotyp neni a
priori urcen histogenetickym ptivodem. Bunécné linie odvozené z nejriiznéjSich organti resp.
pletiv mohou mit takika totozny vzhled, naopak z t¢hoz vychoziho explantatu 1ze cilené ¢i nahodile
odvodit linie kontrastniho fenotypu. Za standardnich kultiva¢nich podminek v§ak mohou byt ristové
schopnosti, tvar a velikost bun¢k, stavba bunéénych agregatii dané linie velmi stabilni - a naopak
vysoce citlivé k riznym vnéj$im faktorim. Buné¢na linie tak slouzi jako spolehlivy biotest u¢inku
ku pf. stresovych faktori, xenobiotik, rstovych latek aj. (pfiklady). Na bunécné trovni Ize tak
studovat fenomény polarity, regulace bunééného déleni a rlstu, primitivni stadia organogeneze ¢i
embryogeneze, projevy a mechanismy mezibunécné komunikace, interakce rostlinnych bunék s
mikroorganismy, mechanismy programované bunécné smrti (apoptosy) ap.

Bunécné linie jako alternativa komplexnich modeli: vyhody, omezeni, perspektivy

Neni jisté sporu o tom, Ze v podminkach in vitro kultury Ize simulovat jen ¢ast “normalniho
chovani” intaktnich rostlin Zijicich v pfirozenych spolecenstvech a pomoci buné¢nych linii jen
zlomek Zivotnich procesti komplexni rostliny. Piesto jiz nyni pfedstavuji unikatni dopliikovy
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pokusny model. Vedle béZné uvadénych piednosti (pfesné definované kultivacni podminky, vysoce
fysiologicky (?) a morfologicky homogenni material, snadna a synchronni aplikace studovaného
regulacniho faktoru) poskytuji moznost simultanni analytické prace na fad¢ trovni (biochemie,
standardni cytologie, cytochemie, in situ hybridisace), bezprostiedniho sledovani Siroké bunécné
populace, studia jejich adaptacnich reakei. Pouzitelné je spektrum mikrotechnik (mikroinjekce ¢i
jiné mikromanipulace) a technik obrazové dokumentace (Casosbérna fotografie,
mikrokinematografie, videozaznam,pulsni zdznam pomoci analyzy obrazu , véetné uplatnéni
konfokalni mikroskopie - piiklady).

Prozatim neuspésné byly pokusy o dlouhodob¢jsi udrzeni synchronné se délicich (a
vyvijejicich) bunécnych populaci - i pfi vysoké urovni prvni viny mitotickych bunék jiz nasledna
klesa nejmén¢ na polovinu, synchronisa¢ni u¢inek dale rychle odezniva. Lze si tedy zatim klast
otazku, nakolik "normalni” metabolické d&je stanovujeme v bunkach oné prvni, umélé viny.

Mozna bezvychodné je i usili o vyvolani bunééného (¢i opakované jaderného) déleni v
isolovanych protoplastech, tedy bezblannych burikach vyssich rostlin, tuto schopnost zatim vykazuje
pouze jeden mutantni kmen Chlamydomonas.

Velmi obtizna je i nadale kultivace fenotypove vyrovnanych bunéénych linii za extremnich
podminek - a to jak v podobe¢ “’single cells”, tak ve velkych objemech, potiebnych pro preparativni
analyzu. Teprve dalsi usili ukaze, zda pfi¢inou je sama podstata rostlinného materialu, ¢i pouze
nasSe dosavadni neznalost zadkonitosti, fidicich chovani rostlinnych bun¢k.
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Testy zZivotnosti a poSkozeni rostlinnych pletiv po piisobeni mrazii.

Prasil, 1.T., Prasilova, P.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, 16106 Praha,

tel: 02/36 08 51, e-mail: prasil@hb.vurv.cz

Typ Otuzovani Pisobeni mrazi Testy Zivotnosti Vysledky
- rastovy
Ptimy |v pfirozenych nebo prirozené nebo | - vodivostni absolutni

regulovanych navozené - stanoveni Rd , Pn  |jednotky,

podminkach v laboratofi - chl. fluorescence procenta,
-TTC ..... letalni teplota

LT50
Typ Otuzovani - Markery - Vysledky
v prirozenych nebo morfologické - tvar rustu...
regulovanych fyziologické - obsah vody...
Nepiimy | podminkach biofyzikalni - permitivita pletiv.. | relativni stupnice
nebo bez otuzeni genetické - gliadiny genova mapa?

Metody uréeni odolnosti rostlin vii¢i mrazu lze rozd¢lit na pfimé a neptimé (Prasil et al. 1994,

upraveno):

Pfi nepfimém stanoveni odolnosti nejsou rostliny vystaveny mrazu, nemusi ani projit fazi
otuzovani rostlin, ktera je spojena s indukci odolnosti. Pfimé metody jsou zaloZeny na pfimém
vystaveni rostlin resp. jejich pletiv mrazu. Potom nésleduje faze stanoveni Zivotnosti a poskozeni

Podstata testu

Druh testu

- schopnost riist a vyvijet se

- rastovy test
- tvorba kalusu
- regenerace nadzemnich i podzemnich ¢asti

- funkce plazmalemy a tonoplastu
- schopnost osmozy
- propustnost barviv
- rozdilny vytok latek

- porusenost membran
- udrzeni turgoru

- plazmolyzovy frekvencni test

- barveni vakuoly

- vodivostni metoda

- ninhydrinovy test

- m¢feni impedance pletiv

- vizualni metoda, infiltrace pletiv

- funkce cytoplazmy a organel
- enzymatické funkce

- fluorescence chlorofylu

- schopnost vydeje O2 resp. Prijmu CO2
- schopnost metabolizovat latky

- schopnost barvit struktury

- aktivita enzymu

- TTC test

- me¢teni fluorescence

- meteni rychlosti dychani resp.fotosyntézy
- znaceni latek

- barveni (testy s fluorescen¢nimi barvivy)
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pletiv (testy zivotaschopnosti), na jejiz presnosti zavisi moznost kvantifikace poskozeni a odolnosti
pletiv vii¢i mrazu.

V nasledujici tabulce uvadime nejcastéjsi testy zivotnosti pouzivané pii stanoveni odolnosti
pletiv vii¢i mrazu (zpracovano podle Palta et al. 1978, Calkins et Swanson 1990 a dalsi):

Testy lze dale délit podle toho jestli jimi stanovime neposkozené ¢i mrtvé ¢asti, nebo vratné
¢i nevratné poskozeni. V nasi laboratofi jsme uzili nebo uzivame tyto testy: ristovy (dlouzivého
rustu), regeneracni, stanoveni rychlosti dychani, fotosyntézy, fluorescence chlorofylu, TTC, udrzeni
turgoru, barveni cytoplazmy, impedance pletiv a vodivostni méfeni vytoku elektrolyti. Namétené
hodnoty jednotlivych charakteristik vyjadiujeme obvykle v procentech kontrolni varianty z O °C.
Pti uziti nékolika odstupiiovanych intenzit mrazu a vyhodnoceni dat vhodnymi statistickymi
metodami (probitova analyza nebo logisticka kiivka) vypocitame pro kazdou charakteristiku letalni
nebo-li kritickou teplotu LT50 (Janacek et Prasil 1991). Ta udava teplotu mrazu, ktera vede k
50% poskozeni dané charakteristiky a slouzi jako kvantitativni ukazatel jeji odolnosti. Z nasich
praci vyplyva rozdilna troven mrazuvzdornosti jednotlivych charakteristik v zavislosti na rastu
a vyvoji rostlin.

BliZe uvadime metodu méfeni elektrické vodivosti vyplavenych iontd. Tato metoda, nazyvana
také jako konduktometricka, je Siroce uzivana pii hodnoceni skod zptsobenych riznymi stresovymi
faktory (napt.chladem, horkem, suchem). Zalozena je na méfeni mnozstvi uvolnénych iontt
z poskozeného pletiva do vody a vychazi z predpokladu, Ze vyteklé mnozstvi iontd je tmérné
stupni poskozeni pletiv mrazem. Mnozstvi vyteklych iontl je ovSem ovlivnéno dalSimi faktory
jako jsou mnozstvi a obsah iontli a vody v pletivu, velikost, tvar a struktura uzitych segmentti pii
pripraveé vzorki a doba vytoku iont. Snaha oddé¢lit tyto rusici faktory od piesného stanoveni
poskozeni vzorkli mrazem vedla postupné k fad€ modifikacim vodivostni metody. Posledni upravy
jsouuvedeny v nasi praci (Prasil et Zamec¢nik 1997) a v zaklad¢ spocivaji na sou¢asném stanoveni
tzv. relativni vodivosti vzorkl kontrolnich (nezmrazenych) Ro a vzork usmrcenych mrazem Rf.
Relativni vodivost udava mnozstvi vyplavenych iontti ze vzorku v poméru k maximalnimu mnozstvi
iontl vyplavenych z téchto vzorkt po varu. Poskozeni pletiv zplisobené mrazem vyjadiujeme
v hodnotach indexu poskozeni It = (Rt-Ro)/(Rf-Ro), kde Rt=relativni vodivost vzorku vystaven¢ho
mrazu t. Index poskozeni nabyva hodnot 0 az 100%. Takto upravenou metodou Ize porovnavat
mrazové poskozeni riiznych druhti vzorkt, napi. listd, kofend, jehlic, vétévek, pupent, jednotlivych
Supin, vzrostnych vrchold, raznych tkani, jejich kultur a podobné. Touto metodou 1ze hodnotit
nevratnost nebo vratnost (reparaci) poskozeni rostlinnych pletiv v postresové dob¢. Uvadi se, Ze
konduktometricka metoda umoziuje méefit zmeény v semipermeabilité plazmalemy.
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Biotest na posobenie galaktoglukomananovych oligosacharidov v
predlzovacom raste indukovanom rastovou latkou

v

Sadlonova, K., Liskova, D., Kakoniova, D., Kubackova, M., Karacsonyi, S.

Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 842 38 Bratislava, SK
tel: (0421) 07/378 26 55, fax: (421) 07/37 38 11, e-mail: chemkari(@savba.sk

Metdda umoziiuje sledovat predlzovaci rast rastlin ovplyvneny roznymi rastovymi regulatormi a
ich vzajomné porovnanie.

Material a pristroje: semend hrachu (Pisum sativum L. cv. Tyrkys od firmy Selgen Slovakia),
hrubozrnny perlit, SAVO, tlmivy roztok, roztoky galaktoglukomananovych oligosacharidov
(GGMO) a rastovych regulatorov (2,4-D), stroj¢ek na sekanie segmentov z koleoptil, susiaren,
autoklav, trepacka, flow box v tmavej komore, tmava rastova komora, fotograficky zviac¢Sovaci
pristroj

Pracovny postup:

Semend hrachu sa pestuji v tmavej komore na jedencentimetrovej vrstve dobre navlhé¢eného
sterilizovaného perlitu a prikryté 1-2 cm vrstvou zl'ahka utlaéeného perlitu. Semena sa naklicuju
pri teplote 23 £1 0C 8 dni, pocas ktorych kli¢ne rastliny vytvoria tri internodia a dosahuju vysku
10-15 cm.

Vsetky nasledujuce kroky pokusu treba robit’ pri zelenom svetle. Pokusy je potrebné robit’ so
vSetkymi roztokmi sterilnymi a pracovat’ v sterilnych podmienkach. Z priblizne rovnako vel’kych
kli¢nych rastlin sa odstrihne tretie internodium hned’ za rastovym vrcholom a nasekajti sa pomocou
stroj¢eka segmenty 6 mm dlhé, ktoré sa hned’ vkladaji do zdkladného inkubaéného roztoku (10
ks/3ml roztoku). Robia sa dve paralelné vzorky, aby bolo moZné porovnanie. Sleduje sa rast v
kontrole, auxinovej kontrole a oligosacharidovej vzorke.

Zakladny inkubaény roztok (ZIR): K - fosfatovy timivy roztok 5 mM, pH = 6,1, 1% sachardza
latky pridavané do ZIR: 2,4-D (0,9 mM), oligosacharidy galaktoglukomananového typu, DP 4-8
(10-5 - 10-10 M)

Kontrola obsahuje ZIR.

Auxinovéa kontrola obsahuje ZIR a auxin (2,4-D) pridavany po 90 min.

Oligosacharidova vzorka obsahuje ZIR, auxin (2.,4-D pridavany po 90 min.), oligosacharidy (DP
4-8) pridavané na zaciatku pokusu.

Kinetika rastu sa zaznamenava v kratkodobych pokusoch od 2. do 6. hodiny inkubécie a pri
dlhodobych pokusoch od 6. do 24. hodiny (pripadne 48. h).

Vyhodnotenie pokusu:

Segmenty sa ukladaju na platiiu a pomocou fotografického zvacSovacieho pristroja pri zv. 1,4 sa
segmenty fotografuju. Na fotografiach sa meria dlzka segmentov milimetrovym pravitkom.
Vyhodnotenie experimentalnych dat:

L (AUX) - L(AUX + GGMO)

L(AUX) - L(K) x100

Vypocet percenta inhibicie sa robi pomocou vzorca:

kde L (AUX)je dizka segmentu inkubovaného v auxinovej kontrole (0% inhibicia)
L (K) je dlzka segmentu inkubovaného v kontrole bez auxinu (100% inhibicia)
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L(AUX + GGMO) je dizka segmentu inkubovaného v oligosacharidovej vzorke s
auxinom

Casova naro¢nost’:

Dizka klienia je 8 dni, realizacia a vyhodnotenie pokusu trvéa dna dni.

Uskalia metédy:

Rast kli¢nych rastlin je ¢asto nerovnomerny a pri pokuse je potrebné vybrat’ rastliny rovnake;j
dizky, ¢o znizuje mnoZstvo pouZitelného materialu. Rast nie je moZné zaznamenavat' kontinudlne
pri uvedenom mechanickom merani. Na meranie kontinualneho rastu je potrebny Specialny meraci
pristroj.

Tipy:

Pri sadeni sa semena hrachu prikryju 1 az 2 cm vrstvou perlitu, ktory sa zl'ahka utlaci, ¢im sa
dosiahne pribliZzne rovnaky rast kli¢nych rastlin. Pokial’ nie je k dispozicii fotograficky zvac¢Sovaci
pristroj, moéZeme meranie robit” aj priamo pomocou milimetrového papiera.
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Histochemické metody pri charakterizaci materialu vyplni
vodivych pletiv rakosu obecného

Soukup. A. a Votrubova, O.

Katedra fyziologie rostlin, Piirodovédecka fakulta University Karlovy, Vini¢na 5, 128 44 Praha
tel: 02/21 95 31 48, fax: 02/21 95 33 06, e-mail: votrub@prfdec.natur.cuni.cz

Pfi anatomickém zpracovani objektu Ize pouzitim histochemickych metod ziskat vysledky
nepostizitelné standardnimi biochemickymi postupy. Mikroskopicka histochemie pouziva fez
pletivem, na némz jsou aplikovany a hodnoceny jednotlivé chemické reakce. Stava se tak uzite¢nym
nastrojem, poskytujicim informaci o né€kterych kvalitativnich charakteristikach a jejich lokalizaci.
Tato vyhoda se projevi zvlasté ve chvili, kdy je zkoumana latka omezena pouze na minoritni ¢ast
organu nebo pletiva (napf. cévni elementy). Naopak vyhodou biochemického pfistupu je moznost
separace jednotlivych chemickych latek a jejich spolehliva determinace, ktera je velmi obtizna a
Casto i nemozna v materialu fezu, kde je smés latek potencialné schopnych davat stejny, nebo
obdobny vysledek. Z tohoto diivodu nemusi také byt postupy bézné pouzivané v biochemii
relevantni pii histochemické aplikaci na pletivo,

Ve své praci jsme vyuzili histochemické metody pro studium struktur, které uzaviraji vodivé
drahy rakosu po poskozeni podzemnich organd, ¢imz snizuji riziko priniku fytotoxint a patogent
do celé rostliny. Tyto struktury maji u rdkosu charakter gum a jejich tvorba je spolehlivé
indukovatelna naptiklad mechanickym poskozenim. PiestozZe je tvorba obdobnych ttvarti zndma
u riznych rostlinnych taxont, je malo praci zabyvajicich se podrobnéji jejich latkovym slozenim.

S pomoci anatomickych a histochemickych metod byl sledovan ¢asovy priibéh vyvoje gum a
povaha materialu jimZ jsou tvofeny. Na fezy Cerstvym nefixovanym pletivem byly aplikovany
dikazové reakce (viz tabulka), a to bud’ pfimo nebo po piedchozi extrakei, kterd méla umoznit do
urcité miry selektivni odstranéni nékterych slozek materialu gum (viz. nize).

Vyvojové stddium gumy
Casné Pozdni
Pdvodni zbarveni Bezbarvé Svétle Zluté — tmave hnédé
Pouzity test:
PAS XXX XXX
Schiffovo ¢inidlo 0 0
Alcianova modi XXX 0-X
Toluidinova modf — (metachrom.) XXX 0-X
Fast green 0 0 - XXX
HCI — floroglucinol 0 0 - XXX
Maiuleho reakce 0 0— XXX
Anilin sulfat 0 0 — XXX
Reakce HNO, (H-V test) 0 0— XXX
HCI — Vanilin 0 0-X
Sudan 7B (PEG) 0 0
Millonova reakce 0 0 — XXX
Ninhydrin — Schiffovo ¢inidlo 0 0
Coomassie brilliant blue 0— XXX
Amido erii B 0— XXX
Resorcinolova modi (pH3.,5) 0 0
Fluorochrom anilinové modii 0
Autofluorescence 0 0 — XXX
Pozitivni reakce - XXX
Negativni reakce - 0
Vysledky:

Bezbarvy material ktery se nachazi v cévach na zacatku vyvoje gumy je siln€ chromotropni
pfi barveni toluidinovou modii. Pozorovana pozitivni metachromazie je zptisobena ptitomnosti
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volnych elektronegativnich povrchovych naboji (polyaniontl) o urcité hustoté, v zivych
organismech obvykle pfedstavovanych skupinami -SO,H, -COOH, -PO, (Pearse 1968, Baker
1958). Pritomnost polyaniontii potvrzuje také dobra barvitelnost alcianovou modii (Benes 1968),
kterou Ize prave tak jako metachromazii zvratit metylaci a nasledné obnovit demetylaci.

Vzhledem k umisténi materialu v apoplastu Ize podle analogie k znamym extracelularnim
materialiim rostlinné buriky usuzovat, Ze detekované karboxylové skupiny jsou velmi pravdépodobné
soucasti uronovych kyselin polysacharidi. Pro tento pfedpoklad svédci také pozitivni PAS
(Periodic acid — Schiff ) reakce. Protoze jsou v tomto obdobi vyvoje gum negativni testy na
polyfenolické latky, je mala pravdépodobnost interference s nesacharidovymi slozkami (Geier
1980).

Gumy jsou na pocatku svého vyvoje relativné dobie extrahovatelné chelatacnim ¢inidlem
(EGTA), a pfii barveni toluidinovou modii se nad nimi mize vytvaret sraZzenina. pH roztoku
toluidinové modii bylo v tomto piipad¢ stabilizovano citratovym pufrem, ktery mtize také ptisobit
jako chelatacni Cinidlo. Zda se tedy, ze molekuly vyextrahovaného materialu byly mezi sebou
vazany, alespon do ur¢ité miry, pfes Ca** ionty. Tento zptisob vazby je dobfe znamy u pektini
bunécné stény ( Fry,1986; Carpita & Gibeaut 1993) a Ize jej tedy ocekavat i zde. Zda se skutecné
jedna o pektiny, popiipad¢ o jiny typ kyselého polysacharidu, nelze na zaklad¢ zde pouzivanych
histochemickych metod jednoznac¢né urcit. Pomtizeme-li si opét modelem bunécné stény vyssich
rostlin, ktera je stejné jako guma extracelularnim materialem bun¢k vyssich rostlin, pak Ize na
zéklad¢ extrahovatelnosti chelatatnim ¢inidlem (EGTA) odhadovat, Ze by se mohlo jednat o
malo vétvené typy pektint ( homogalakturonan ). Tuto domnénku podporuje pomérné jednotné
slozeni frakci ziskanych pii tomto zplisobu extrakce u bunéénych stén pochazejicich z riznych
zdrojt a rostlinnych druhii (Redgwell & Selvedran,1986; McDougall,1993; Chesson et.al.,1995;
Javris et.al.,1981). Charakteru pektinii odpovida také silnd hydratace a vyrazné smrsténi pii
vyschnuti. McCann et.al., (1992) spojuje toto chovani s vétvenymi pektiny (ramnogalakturonany)
ajejich konformac¢ni zmeénou pii vyschnuti. V jeho praci jsou pektiny tohoto charakteru extrahovany
pusobenim Na,CO, (0,05M), aplikovanym v sekvenci extrakeni fady, ktera byla také pouZzita v
nasSich pokusech (Redgwell & Selvedran, 1986).

Interpretace vysledkt a jejich srovnani s pracemi jinych autort komplikuje ptislusnost rakosu
k celedi Poaceae, u nichz se matrix bunééné stény slozenim a strukturou lisi od jinych rostlinnych
taxont (Carpita,1996). Pro jeji matrix je typicky nizky obsah pektinii (zde pfedstavovany prevazné
homogalakturonanem) a tésna asociace téchto pektinti s GAX (glukuronoarabinoxylany), které
maji siln¢ substituované postranni fetézce (Carpita,1996). GAX provazeji pektiny i ve frakci
polysacharidti uvolnénych z bunééné stény po chelataci Ca’>" iontl (Schibuya & Nakane,1984;
Carpita,1989).

S ¢asem méni gumy sviij charakter a jejich material ztraci atributy kyselych polysacharidt.
Klesa podil gum s pozitivni metachromazii, objevuje se ortochromazie a metachromazie negativni;
klesa i barvitelnost alcianovou modii. Je tedy patrné, Ze se snizuje mnozstvi volnych karboxyli,
které pravdépodobné v této fazi vyvoje gum reaguji s dalSimi slozkami tohoto extracelularniho
materialu. Soucasné se zvysuje procento gum tvotrenych acidofilnim materialem, tj. barvitelnych
kyselymi barvivy. Gumy se stavaji obtizné hydrolyzovatelné v alkalickém prostredi a pii vyschnuti
u nich nedochazi k patrnému smrsténi a k vizualné detekovatelnému poskozeni.

Tyto zmény Casoveé souvisi s kumulaci fenolickych latek. Lze ji pozorovat jako zvySeni
autofluorescence gum, které nemizi ani po vystaveni fezii PAW (phenol — acetic acid — water),
SDS, 4M KOH + 0,2M NaBH,. Proto je vysoce pravdépodobné, ze zdroj fluorescence je v
materidlu gumy pevné, kovalentné, vazany (Selvedran,1975; Fry,1982). Po extrakci NaClO, mizi
positivni reakce na fenolické latky a gumy se stavaji snadno rozpustnymi v alkalickém prostredi.
Je zndmo, Ze tento zpusob extrakce delignifikuje pletivo a §t€pi izodityrozinové “mustky* mezi
extenzinovymi molekulami (Biggs & Fry,1990, Fry,1982) a nékteré dalsi bifenylické vazby mezi
slozkami bunécné stény (Fry,1986). Silny oxidacni u¢inek NaClO, miZe ale ovlivnit i dalsi typy
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vazby (napfi. glykosidické, Fry,1986). V literatufe je popsano piimé uvolnéni (Saulnier,1995) i
snaz$i extrahovatelnost (Carpita,1984) polysacharidii matrix bunééné stény po této procedure.
Tyto vysledky by mohly nasvédcovat piitomnosti kovalentni vazby polysacharidl pres fenolické
latky, zndmé z bunécné stény vyssich rostlin (Iliyama et.al,1994; Lam et.al.,1992; Grabber
et.al.,1995). Autofluorescence je u rakosu zietelna ve vsech bunécnych sténach na fezu, tedy 1 ve
sténach nelignifikovanych. To je typické pro bunécné stény trav, bohaté na jednoduché aromatické
latky ( kys. ferulovou a kys. p-kumarovou) (Harris & Hartley,1976; Rudall & Caddick,1994),
které tvofi vazby mezi jednotlivymi slozkami matrix bunéc¢né stény (Lam et.al.,1992; Scalbert
et.al., 1985; Grabber et.al.,1995 ). Uvedené prace dokumentuji schopnost fenolické kyseliny
tvofit mezi karboxylem jednoho z p6la své molekuly a hydroxylovou skupinou polysacharidu
esterickou vazbu. Fenolicka ¢ast molekuly se mtiZe etericky (ev. estericky pres karboxyl) vazat k
ligninu. Vznikaji tak jakési “mustky* propojujici jednotlivé slozky matrix. Vzhledem k tomu, Ze
tato estericka vazba je labilni v alkalickém prostiedi (Hartley & Morrison,1991; Scalbert et.al.,
1985; Saulnier,1995), nelze takto vysvétlit odolnost gum vici extrakei v 4M KOH. Piesto je
patrné, Ze skoticové kyseliny v matrix bunéénych stén po osetfeni 4M KOH zustavaji, jak o tom
sved¢i pretrvavajici fluorescence ve slozenych sttednich lamelach nelignifikovanych bunéénych
stén, ktera je témto kyselinam piipisovana (Harris & Hartley,1976).

Dalsim potencialnim zdrojem autofluorescence by mohla byt strukturni, kovalentné vazana
bilkovina. Poranéni nebo infekce miize vyvolavat zvysenou syntézu extracelularnich strukturnich
proteinti - extenzinl (Schowalter,1993; Bradley,1992), pravé tak jako jejich urychlenou vestavbu
do bunécné stény (Bradley,1992). Pii imobilizaci proteinu v bunécné sténé vznikaji vazby k
ostatnim slozkam matrix (Iliyama et.al.,1994; Schowalter,1993) a velmi pravdépodobn¢ také vazby
mezi jednotlivymi molekulami proteinti (Fry,1982; Biggs & Fry,1990; Qui & Mort,1995). Biggs
& Fry (1990) povazuji prave izodityrozinové “mustky* mezi molekulami extenzinu za vazbu
zpusobujici vysokou stabilitu téchto proteini v bunécné stén¢€. Piitomnost bilkoviny by mohla
vysvétlit acidofilii gumy a positivni Millonova reakce by pak mohla byt zplisobena (alespon
¢asteCn¢) pritomnosti tyrozinu. Do jaké miry Ize tuto predstavu aplikovat na rakos vSak neni zcela
jasné. Ackoliv byly v buné¢né sténé trav nalezeny extenzinim homologni proteiny (Kieliszewski
et.al.,1990; Schowalter,1993), jejich obsah se zda byt obvykle nizsi nez je tomu u jinych taxont.
Zaroven se predpoklada se, Ze jejich funkce by méla byt do znacné miry nahrazena fenolickymi
latkami (Carpita,1996).Piitomnost aminoskupiny,ktera by prokazovala pfitomnost bilkovin, se v
gumach histochemicky prokazat nepodatilo. Po hydrolyze extracelularniho materialu v HCI (6M,
110°C) je vsak v roztoku mozné detekovat aminokyseliny. Zda pochéazeji z gum a zda jsou
zodpoveédné za jejich vlastnosti bude vyzadovat dalsi sledovani.

Material gum muze davat pozitivni reakci s HCI-Floroglucinolem, Anilin sulfatem a rovnéz
pozitivni Mauleho reakci. Tyto reakce jsou v bunéénych sténach povazovany za diikaz vyskytu
ligninu. Tuto kladnou odezvu lze potlacit extrakci 4M KOH s 0,2M NaBH ,ato jak v gumach, tak
i v lignifikovanych bunécnych sténach. Vyskyt pozitivni reakce pficitané lignifikaci je vSak v
gumach nepravidelny a lze ji t¢Zko spojovat s odolnosti viici alkalické hydrolyze. V gumach s
pozitivni reakci na lignin byla €asto pozorovana i pozitivni Millonova reakce. Protoze tato reakce
muZe byt zpisobena nejen pritomnosti tyrozinu, ale 1 jinymi latkami (napt. prekurzory ligninu),
lze ptedpokladat, ze ob& skupiny reakci detekovaly v nékterych piipadech shodny substrat.
Millonova reakce vsak byla pozitivni i na guméach s negativni reakei na lignin a po extrakci 4M
KOH. Lze tedy fici, Ze neni zptisobena pouze ligninem a jeho prekurzory.

Interpretace vyse uvedenych a podobnych vysledkt je komplikovana piitomnosti Sirokého
spektra raznorodych latek, ¢asto sekundarnich metabolitd. Pravée tento faktor, odlisujici rostliny
od zivocicht, je tfeba brat v uvahu pii vykladu vysledkt. Nékteré z pouzitych metod byly ptivodné
vypracovany pro zivocisSny material a z toho vychazi i jejich tradi¢ni interpretace, jejiz uziti pro
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rostlinny material viak miiZze vést k mylnym zavéram. Zadné z pouZitych diikazovych reakei neni
stoprocentn¢ specificka a mize tedy dochazet i k rliznym interferencim. Je proto tieba uzivat
SirSiho spektra reakci rizného typu. Interpretace vysledk v takovémto Sir§im kontextu pak zvysuje
jejich vypoveédni hodnotu. Pravdépodobnost chybné interpretace I1ze snizit také kombinaci s vhodné
volenymi biochemickymi metodami.
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Aplikace konfokalni mikroskopie pri studiu prostorového
usporadani rostlinného pletiva
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Katedra fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta University Karlovy, Vini¢na 5, 128 44 Praha
tel: 02/21 95 31 48, fax: 02/21 95 33 06, e-mail: votrub@prfdec.natur.cuni.cz

Studium prostorového uspotadani rostlinnych pletiv je ¢asto velmi dutlezité pro pochopeni
jejich funkce v rostlinném téle. Orientaci v komplikované prostorové struktufe miize v nékterych
pripadech usnadnit pouziti konfokalni mikroskopie. Objekt 1ze byt timto zptisobem vizualizovat
jako jednotlivé tenké optické fezy, pocitatem vytvorenou projekcei série takovych ez, ¢i jejich
prostorovou rekonstrukei poskytujici celkovy piehled o uspofadani pletiva.

Prikladem pouziti mize byt studium struktury nodélnich sept rakosu a jejich funkce. U rakosu
obecného, stejné jako u ostatnich moktadnich rostlin, je nezbytnou anatomickou adaptaci pro
zivot v zaplaveném a ¢asto anaerobnim substratu existence vzajemné propojenych mezibunéénych
prostor, které umoziuji zdsobovani rostlinnych organi pod vodni hladinou kyslikem z nadzemni
¢asti. Nadzemni organy jsou propojeny s oddenky a kofeny provzdusnovacimi kandly, za¢inajicimi
v listovych pochvach, kde komunikuji s vnéj§im prosttedim prostiednictvim priduchd. Kanaly
neprochdzeji prytem kontinualng, ale jsou v nodech déleny septy o vysoké porozité, kterd umoziiuji
objemovy tok vzduchu, ale zaroven brani prichodu vody a tim zaplaveni celého podzemniho
systému v piipadé poskozeni nékterého z podzemnich organd. Celo kapaliny, ktera byla aplikovana
do oddenku pod nizkym tlakem (10kPa), se ve vrstevnaté struktufe nodalniho septa zastavila po
prichodu jemnym aktinenchymem, na jeho hranici. Je to tedy pravé tato sttedni vrstva (obr.1;2),
ktera zastavi prichod fazového rozhrani mezi vodou a vzduchem. Pro vysvétleni funkce téchto

obr.1- septum — jemny aktinenchym, trvaly obr.2 — detail jemného aktinenchymu
preparat(safranin — anilinovd modf) LSCM (60x) opticky fez
(50x2,5)
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sept bylo nutné ziskat pfedstavu o trojrozmérném uspoiadani pletiva a o velikosti jednotlivych
intercelularnich prostor. Pro studium struktury sept byly pouzity tenké optické fezy ziskané
konfokalnim mikroskopem (LSCM, Bio Rad MRC 600). Jednotlivé optické fezy umoznily spravnou
orientaci v komplikované prostorové struktuie, ktera je jen obtizné sledovatelna tradi¢nimi
metodami svételné mikroskopie. Mala tloustka optického fezu zajistila, Ze jsme bezpecné odlisili
hranice bun¢k a intercelular (obr. 1;2), coZz umoznilo dalsi zpracovani analyzatorem obrazu (Lucia
G, LIM), s jehoz pomoci byly odhadovany velikosti porti mezi buiikami. Takovéto rozlisSeni by
bylo zna¢né obtizné a neptesné u obrazu s velkou hloubkou ostrosti, kde se ptekryvaji a splyvaji
praméty téchto hranic. Bohuzel tato metoda je jen obtiZzné pouzitelna pro kompaktnéjsi pletiva se
silngjs$i bunécnou sténou, kde 1ze ziskat Citelny obraz pouze v povrchové vrstve.

Na zékladé znalosti anatomie septa se domnivame, Ze sit’ drobného aktinenchymu slouzi
jako matrice, na jejiz hranici se v intercelularnich prostorach vytvoii menisky fazového rozhrani
mezi vodou a vzduchem. Povrchové napéti fazového rozhrani mize zabranit za daného tlaku
dalsimu toku kapaliny. Tuto pfedstavu podporuje dobra shoda namétenych tlakt, potiebnych pro
protlac¢eni vody septem, a hodnot, které byly po anatomickém zpracovani sept a odhadu velikosti
intercelularnich prostor dopocitany s ohledem na predpokladany mechanismus funkce. Dale pro
ni svedci i1 ztrata této schopnosti septa po zruseni fazového rozhrani mezi vodou a vzduchem,
kterého bylo dosazeno po protlac¢eni vody septem nebo zavodnénim intercelular v nodu za snizen¢ho
tlaku.
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Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

W

Siroky. J.

Biofyzikalni tstav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: siroky@ibp.cz

Pouziti konvenéniho fluorescencniho mikroskopu pfi studiu biologickych struktur je ¢asto
limitovano jednak tloustkou pozorovaného objektu, jednak nasledujici skutecnosti: Zaostiime-li
ve fluorescen¢nim mikroskopu na néjaké bunécéné struktury obarvené patiicnym fluorochrémem,
vysledny obraz je do jisté miry tvofen svétlem emitovanym z fokalni roviny i vrstev, nalézajicich
se nad a pod rovinou zaostieni. To ptispiva k vice ¢i méné “rozmazanému’ obrazu v némz je
identifikace jemnych struktur obtizna. Naproti tomu, konfokalni mikroskopie (pro piehled viz
Pawley, 1995) umoznuje ziskani obrazu z jediné definované fokalni roviny; struktury lezici mimo
tuto rovinu se nezobrazi. Navic je mozno ziskat fadu po sob¢ nasledujicich konfokalnich obrazi z
predem definovanych fokalnich rovin (t.zv. optickd tomografie). Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé
obrazy se ukladaji v elektronické formé na disku vykonné pracovni stanice, je mozné z takovych
obrazti rekonstituovat trojrozmérny obraz pozorovanych struktur ¢i dale tyto komplexni obrazy
manipulovat.

Pricip konfokalniho mikroskopu. Konfokalni efekt miize byt dosazen na zékladé riznych
optickych principii, vét§ina z nich vSak vychazi z ptivodniho patentu Minskyho z r. 1957 (viz.
Minsky 1988). Zde se zamétfime na konstrukci tzv. konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu (CLSM). Objektem budou napf. bunéénd jadra obarvend soucasné¢ dvéma
fluorochromy: jaderna DNA propidium iodidem (PI), jaderné histony pak po protilatkové reakci
(viz Vyskot, B., Imunochemické metody studia rostlinnych chromozoémi, tento sbornik)
fluoresceinem (FITC). Srovnani konvenéniho fluorescen¢niho a konfokalniho laserového
skenovaciho mikroskopu znazorriuje obr. 1. Ve fluorescen¢nim mikroskopu je zdrojem svétla
rtut'ova vybojka (1), jejiz svétlo dopada na excitaéni filtr (2), ktery dale propousti pouze svétlo
urc¢itych vinovych délek. Svétlo se dale odrazi od polopropustného dichromatického zrcadla (3),
prochazi objektivem (4) k preparatu (5). Zde dochazi k excitaci fluorochromii a tyto emanuji
svétlo nasledujicich vinovych délek: 615 nm, ¢ervené (PI) a 520 nm, zelené (FITC). Svétlo obou
vlnovych délek pak mtizeme po prichodu dichromatickym zrcadlem a bariérovym filtrem (6)
soucasné pozorovat jako rizné zbarvené jaderné struktury. V konfokalnim mikroskopu je zdrojem
excita¢niho svétla laser (1°), jehoz paprsek se po odrazeni dichromatickym zrcadlem (3°) v
daném okamziku soustfedi objektivem (4”) na velmi malou oblast (fokalni bod - FP) plochy ve
fokalni roving (5°). Zminéné fluorochrémy opét emituji ¢ervené a zelené svétlo. Paprsky obou
vlnovych délek po prichodu dichromatickym zrcadlem jsou soustifedény achromatickou optikou
(7°) do ohniska, tzv. konfokalniho bodu (CFP). V konstrukci mikroskopu je dale umisténa clona
(8”) s velmi malym otvorem (desitky mm) v konfokalnim bodu. Tato clona nepropusti zadné
svétlo, které by vychazelo z oblasti jinych, nez je fokalni bod. Naptiklad, misto (A) v preparatu
mimo fokalni rovinu se zobrazi jako (B) mimo konfokalni rovinu a jeho obraz neni mikroskopem
registrovan. Konfokalni clona vSak podstatné snizi intenzitu svétla, takze by nebylo pozorovatelné
pouhym okem. Proto je svétlo registrovano fotonasobi¢em (9”). ProtoZe v naSem ptikladu soucasné
sledujeme emisi jak Cervencho, tak zeleného svétla, je vhodné obé vinové délky oddelit sekundarnim
dichromatickym zrcadlem a jejich intenzity zaznamenat zv1ast’. Vysledkem je tedy informace o
intenzité svétla emitovaného fluorochromem v jediném pixelu fokalni roviny naseho preparatu.
Tato informace se ulozi do pocitace spolu se soutadnicemi pixelu, x, y. Cely d&j trva ptiblizné
mikrosekundu. Béhem dalsi mikrosekundy ziskame podobnou informaci ze sousedniho pixelu a
tedy béhem sekundy skenovacim zptisobem z plochy maximalné 1024 x 1024 pixeltl. Na obrazovce
pocitace se tak objevi dvojbarevny obraz DNA a histonti v ndmi pfedem definované fokalni
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Obr. 1:
Srovnani usporadani konvenc¢niho fluorescencniho a konfokalniho mikroskopu

roving analyzovaného jadra. Stejné mizeme ziskat obraz dalsi fokalni roviny, ktera mtze byt od
predchozi vzdalena pouhy zlomek mikrometru. Postupné tak 1ze naskenovat celé jadro v rozmérech
X, ¥, z anasledné tyto obrazové informace vyuZit.

Konfokailni software. Riizni vyrobci konfokalnich mikroskopti pouZzivaji kromé jistych
modifikaci vlastniho mikroskopu rovnéz riizné programy pro zpracovani obrazovych informaci,
tyto programy jsou provozovany na riiznych pocitac¢ich. Obecné plati, Ze manipulace s mnozstvim
dat, ktera jsou generovana systémem CLSM, je mozna pouze na velmi vykonnych pracovnich
stanicich. Programy nékterych vyrobcii obsahuji rovnéz dtlezité utility pro import ¢i export dat
mezi riznymi systémy, tak se daji zpracovat data pifenesena z jinych konfokalnich mikroskopti.

Programové vybaveni pocitace spojeného s konfokalnim mikroskopem vétSinou umoziuje
nastaveni parametrd mikroskopu a fizeni vlastniho skenovani. Dale takové aplikace zahrnuji utility,
které jsou obsazeny v béznych programech znamych jako “obrazova analyza”. Jedna se predevsim
o ruzné filtrace obrazu, zdiiraznovani vybranych struktur, méteni intenzity jednotlivych barev v
definovanych oblastech, méfeni délek a ploch a pocitani objektii. Zatimco obecna obrazova analyza
pracuje s dvourozmérnym obrazem, software konfokalniho mikroskopu umoziuje provadét tyto
analyzy v prostoru: k typickym tloham patii méfeni délek prostorové kiivky nebo vypocet objemt
vizualizovanych struktur - napf. bunécnych organel. Soubor dat (dataset) ziskany optickou
tomografii tkanovych nebo bunécnych struktur je mozno dale vyuzit k tvorbé tzv. projekei a
projekénich sekvenci. Projekei rozumime dvojrozmérné znazornéni obrazi z riznych fokalnich
rovin v jednom spolecném obrazu. Projekce pouzivaji pro tvorbu vysledného obrazu rtizné
algoritmy, takze vysledkem mohou byt obrazy které spiSe znazornuji povrch struktur, jindy
zdlraziuji intenzivnéji obarvené struktury, jindy 1ze generovat obrazy “pruhledné”. K dosazeni
maximalniho prostorového vjemu je mozno generovat stereoskopické obrazky. Projekce mizeme
vytvaiet v jakémkoli naklonéni prostoru x, y, z a tudiz nahliZet na analyzované struktury z jakéhokoli
uhlu. Série projekci s mirn€ pozménénymi thly nahledu pak dovoli struktury na obrazovce pocitace
naklanét ¢i rotovat - vizualni informace z pozorovaného objektu je natolik komplexni, Ze ji jen
tézko miizeme srovnavat se statickym obrazem konvenc¢niho mikroskopu.

148



Cytologické a obecné fyziologické pfistupy ke studiu rostlinné buriky

Biologicky vzorek pro konfokalni analyzu. Vzhledem k uvedenému principu konfokalniho
zobrazeni je mozno analyzovat Zivé nebo fixované vzorky o tloust'’ce az do nékolika stovek mm,
mohou to tedy byt malé organismy, tkanové fezy, malé organy, buniky nebo bunécné organely.
Vzorky je nutno obarvit fluorochdémem, ktery je excitovatelny svétlem vinové délky, kterou
poskytuje laser. Zajima-li nas interakce struktur preparatu s n¢jakou sondou (protilatka, DNA pfi
in situ hybridizaci, proba pro membranovy transport), je tteba sondu naznacit jinym fluorochrémem
emitujicim svétlo odlisné vinové délky (Suzuki ef al. 1997). V takovém piipad¢ je pii piiprave
preparatu nutné zajistit penetraci proby v celém objemu vzorku. Kromé riznych zpisobu fixace k
tomu muze prispét permeabilizace preparatu detergenty, metanolem ¢i acetonem. Pfi studiu
prostorového uspotadani heterochromatinu jeder endospermu Gagea lutea a stanoveni oblasti
bohatych na 5-metylcytosin pomoci anti-5SmC protilatky se nam podafilo zajistit priichod protilatky
do vnitinich struktur jader o priméru vétsim nez 40 mm (Buzek et al. 1997).

Zaveérem lze shrnout, ze konfokalni mikroskopie se stava nepostradatelnou metodou v
biologickém ¢i medicinském vyzkumu nejen pro svoji schopnost zaznamenat prostorové usporadani
zkoumaného materialu, ale pfedevsim pro svoji vysokou hodnotu analytickou. Ulozime-li totiz
digitalizovanou obrazovou informaci do pocitace, je nasnadé zpracovani dat nejen do podoby
peknych obrazkd, ale také nasazeni pokroc¢ilého matematického instrumentaria.

Podé&kovani: Tato prace vznikla pii feseni projektu 521/96/K 117 Grantové agentury CR
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Popsanym typickym piikladem fakultativni heterochromatinizace u rostlin je inaktivace ti
sad chromozémt v pentaploidnich jadrech endospermu jednodélozné rostliny kiivatce zlutého
(Gagea lutea, Buzek et. al 1997). Pentaploidni jadra vznikaji po druhém oplozeni fuzi triploidniho
chalazalniho a haploidniho mikropylarniho jadra zarode¢ného vaku. Tak vznikne pentaploidni
endosperm obsahujici jeden paternalni a ¢tyfi materndlni genomy. Romanov (1961) predpoklada,
7e jsou to prave ony tii ze ¢yt maternalnich genomd, pochazejici ptivodné z chalazalniho polarniho
jadra zarode¢ného vaku, které vytvareji pozdéji béhem vyvinu osemeni v jadrech denzni
heterochromatinovou strukturu.

Uspotadani heterochromatinu v jadrech endospermu bylo studovano pomoci konfokalni
laserové skenovaci mikroskopie (CLSM). Bylo zjisténo, Ze béhem zrani endospermu prochazi
heterochromatin vyraznymi morfologickymi zménami: V jadrech mladych bunék byl
heterochromatin soustfedén do denzni rozvétvené masy jak v centralnich oblastech jadra, tak i na
jeho periferii. V pozd¢jsich vyvinovych stadiich byl pomoci CLSM zjistén signifikantné mensi
objem jader a ménila se i lokalizace heterochromatinu smérem k perifernim oblastem jadra.
Studiem mitotickych preparati bylo zjisténo, ze heterochromatin se pfeménuje v metafazni
chromozémy az v pozdni profazi, narozdil od euchromatinu, kde je mozno pozorovat normalni
spiralizaci chromozému v ¢asné profazi.

DNA v heterochromatinovych oblasti byva ¢asto vyrazn¢ hypermetylovana (Lewis and
Bird 1991). Piedpoklad, Ze fakultativni heterochromatin tvofeny tfemi sadami inaktivnich
chromozomt bude u G. /utea extenzivné metylovan, nas vedl k analyze distribuce 5-metylcytosinu
(5-mC) v jadrech pomoci znaceni protilatkou anti-5-mC (Podesta ef al. 1993). Intenzita znaceni
anti-5-mC v heterochromatinovych oblastech byla velmi nerovhomérna: nékteré oblasti
heterochromatinu byly hypermetylovany zatimco jiné, podobné¢ jako euchromatin, nevykazovaly
témért zadny signal 5-mC. Podobné nebyly detegovany ani celé hypermetylované chromozémy v
metafazi; jediné rozdily ve stupni metylace na chromozémech vykazovaly 5-mC pozitivni pruhy,
které predstavuji konstitutivni heterochromatin s obsahem vysoce repetitivnich, netranskribovanych
sekvenci DNA.

Odlisné vysledky poskytla neptiméd imunofluorescence po znaceni jader endospermu
protildtkami rozpoznavajicimi formy histonid H4 s acetylovanym lyzinem v riznych pozicich
(Jeppesen and Turner 1993). Jednotlivé protilatky specificky rozeznavajici vnéjsi lyzinové zbytky
(Lys 5, Lys 8 a Lys 12) histonu H4 se nevazaly v doméndach fakultativniho heterochromatinu, ale
naopak hyperacetylace H4 byla prokazana v oblastech euchromatinovych. To je pln€ v souladu s
predpokladanou transkrip¢ni aktivitou euchromatinu. Podobné vysledky byly ziskany pii studiu
fakultativni heterochromatinizace u savei, jmenovité v ptipadé inaktivace jednoho pohlavniho
chromozomu X v samic¢ich bunikach konstituce XX (Jepessen and Turner 1993). Pomoci Ag-NOR
techniky a in situ hybridizace u G. lutea jsme dale zjistili, Ze rDNA lokusy z
heterochromatinizovanych sad chromozomi jsou aktivni.

Podékovani: Prace vznikla pii fedeni projekta A5004601 GA AV CR a 521/96/1717 GA CR.
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Novy typ vicek pro fotoautotrofni in vitro kultury rostlin
Ticha, I.
Katedra fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Vini¢na 5, 128 44 Praha

2
tel: 02/21 95 31 71, fax: 02/21 95 33 06, e-mail: iticha@prfdec.natur.cuni.cz

K uzavirani rostlinnych explantatovych kultur se obvykle pouziva alobal, vatové zatky,
umélohmotnd vicka, hlinikové Cepic¢ky apod. Nedostatkem téchto druhti vi¢ek je omezena
propustnost pro plyny (CO,, vodni paru), coZ se projevuje vysokou relativni vzdusnou vlhkosti
(RH) v kultiva¢nich nadobkach (n¢kdy témer 100 % RH oproti 40 - 60 % RH ve vzduchu ex
vitro) a velkymi vykyvy v obsahu CO,. B€hem noci sice obsah CO, dychanim rostlinek velmi
vzroste, ale po rozsviceni se béhem tii az ¢ty hodin koncentrace CO, fotosyntetickou Cinnosti
rostlinek prudce snizi az na hodnotu kompenza¢niho bodu CO,, na které se udrzuje po cely zbytek
fotoperiody. Rostlinky rostou po vétSinu dne za nedostatku CO,.

Stale $irsi vyuzivani rostlin péstovanych in vifro v mikropropagaci, genovém inzenyrstvi,
genové manipulaci, kryoprezervaci atd. stimulovalo rovnéz zdjem o fotoautotrofni péstovani
rostlinek in vitro za neptitomnosti cukrii v médiu (levn&jsi média, mensi riziko infekce). Tyto
rostlinky ale potfebuji dostatek svétla a CO,, aby mohly plné vyuzivat své fotosyntetické
schopnosti.

Proto byl vyvinut novy typ vi¢ek k uzavirani kultivaénich nadob s
srostlinnymi in vitro kulturami, ktery je vysoce propustny pro plyny. Jedna se o japonsky patent,
ktery dodava fa. Sigma (katalogové ¢islo C6920) pod jménem suncaps v rolich po 500 kusech,
cena jedné role bez DPH je 3840,- K¢ Vicko ve tvaru ctverce se sklada z prisvitné
polymetylpentenové folie, jejiz stied je tvofen polypropylenovym filmem s mikropdry o
velikosti 0,2 az 0,02 mm, ktery propousti CO, i vodni paru. Vicka se sterilizuji mezi navlh¢enymi
filtraénimi papiry a upeviiuji na kultiva¢ni nddobky nastithanymi prouzky parafilmu. Vicka suncaps
se daji pouzivat opakovang. Procento infekeci je minimdlni. Prisvitna vicka zlepsuji svételny
pozitek kultur. Diky propustnosti vicek pro plyny se uvniti kultiva¢nich nadobek snizuje vysoka
RH a rostlinky jsou dostate¢n¢ zasobeny oxidem uhli¢itym. Pozadované koncentrace CO, v
kultiva¢nich nadobkach se docili umisténim smési karbonat/bikarbonatovych pufirti do kultivacnich
boxt.

Porovnavala jsem rist rostlinek tabaku péstovanych in vitro na médiu Murashige-Skoog
(Sigma M 5519) bez sachardzy v nddobkach uzavienych alobalem nebo vi¢ky suncaps (ozafenost
180 mmol fotonti m? s! béhem 16hodinové fotoperiody, 2M karbonat/bikarbonatovy pufr, teplota
den/noc 25/18 °C). Po 21 a 54 dnech (d) kultivace byly rozdily v nardstu listové plochy a
susiny u rostlinek tabaku vysoce prikazné. Celkova listova plocha po 21 d kultivace byla u
rostlinek s vicky suncaps zvysena o 126 %, po 54 d kultivace o 445 % v porovnani s kulturami s
alobalovymi vi¢ky. Celkova suSina rostlinek (nadzemni ¢ast a koteny) se zvySila po 21 d
kultivace s vicky suncaps o 153 %, po 54 d kultivace o 504 % ve srovnani s kulturami s
alobalovymi vicky (Ticha 1996).
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Synchronizace bunécného cyklu u smrku ztepilého /Picea abies (
L.) Karst./

Uberall, I.D, Havel, L.", Kubalakova, M.
h Ustav botaniky a fyziologie rostlin MZLU, Zemé&dé&lska 1, 613 00 Brno,

tel: 05 45133023, e-mail: ivo@vszbr.cz
2 Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 2, 772 00 Olomouc.

Jednou z metod ke studiu genomu rostlin jsou metody postavené na bazi in situ hybridizaci.
Nékteré modifikace téchto metod se provadéji pfimo na metafaznich chromozdémech. Zakladnim
predpokladem uspésné prace je dosazeni dostatecnéného poctu neposkozenych metafaznich
chromozomii.

Pro ziskani maximalniho mnozstvi neposkozenych metafaznich chromozémi z kofenovych
meristémil smrku ztepilého byl pouZit kolchicin. Uginky kolchicinu na buiky kofenového meristemu
se projevily hromadénim metafazi mitotického déleni.

Nejdfive bylo nutné nalézt vhodnou koncentraci a dobu ptisobeni kolchicinu. Jinak dochéazelo
k jeho negativnimu ptisobeni na stav chromatinu (chromozémy byly piili§ kondenzovany). U smrku
byla zjisténa jako optimalni koncentrace kolchicinu 0,05 % a doba ptisobeni 32 hodin. Za téchto
podminek se nachazi 26,82 % bunék v metafazi mitdzy. V kontrolni varianté bez kolchicinu bylo
za stejnych podminek zjisténo 1.95 % metafazi. Po uplynuti 32 hodin dochazi i za ptitomnosti
kolchicinu ke snizovani po¢tu metatazi vlivem prechodu bun¢k do anafaze mitotického déleni.

Dalsi zvyseni po¢tu metafazi je moZno dosdhnout reverzibilnim zablokovanim bunééného
cyklu pomoci hydroxymocoviny nebo jinych latek (nej¢astéji na prechodu fazi G1 a S). Pii vyuziti
tohoto postupu lze o¢ekavat dalsi zvySeni poctu metafazi.
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Imunochemické metody studia rostlinnych chromozémii
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Metody vyuzivajici protilatek vi¢i nejriznéj$§im antigeniim na cytologickych preparatech
se stavaji velmi cennym nastrojem ke studiu struktury a funkce eukaryotickych genomu. Jednim z
klicovych bodl téchto metod je vhodna ptiprava preparatt. Cytologické vzorky by mély mit
zachovanu ptivodni bunécnou organizaci, mély by umoznovat reprodukovatelnou penetraci protilatek
a konec¢né fixace vzorki a dal§i manipulace s nimi musi zachovavat antigenitu studovanych epitopt
(Jeppesen 1994). Vypracovani optimalniho pracovniho protokolu vzdy vyZaduje najit rozumny
kompromis, aby kazdy z uvedenych bodt byl alesponi do piijatelné miry splnén. Nejvetsim
problémem rostlinné molekularni cytologie je asi pfitomnost bunééné stény, kterd vyznamné
znesnadnuje vstup protilatek (a samoziejmeé i dal§ich makromolekularnich sond, zejména enzymu
anukleovych kyselin) a navic se vyznacuje silnou autofluorescenci. Tento problém byva obvykle
feSen ptipravou tkanovych fezli nebo chemickou degradaci stén aplikaci celulaz a pektinaz. Pro
studium DNA epitopti mize byt obvykle pouzita kysela fixace, ktera vyznamné permeabilizuje
bunéény materidl. Kysela fixace vSak neni vhodna ke studiu vétsiny proteinovych antigend: tehdy
se nahrazuje aplikaci neextra¢nich, méné toxickych fixazi (zejména formaldehyd nebo
glutaraldehyd).

Jesteé obtiznéjsi je detekce proteinovych antigenti na rostlinnych chromozémech. Roztlakové
preparaty bez kyselé fixace obvykle neposkytuji ani reprodukovatelny vstup protilatek do buriky,
ani dostate¢nou kvalitu a rozlozeni metafaznich chromozému. Dosavadni studia acetylace
nukleozomalnich histoni byly proto provadény v suspenzich chromozémti (Houben et al. 1996)
nebo na ¢astecné enzymaticky opracovanych roztlacich (Houben et al. 1997) i s pomoci konfokalni
laserové mikroskopie (Idei et al. 1996). V nasi laboratofi jsme vyvinuli techniky pfipravy
metafaznich chromozému a interfaznich jader z modelové dvoudomé rostliny knotovky bilé
(Melandrium album, syn. Silene latifolia), které jsou vhodné k nejriznéj$im molekularné-
cytologickym uceliim, jako jsou in situ nick-translace (Vyskot et al. 1993), autoradiografické
studium replikace chromozomi (Siroky et al. 1994), in situ hybridizace (Buzek et al. 1997), nebo
imunologické detekce 5-metylcytozinu (5-mC), 5-bromdeoxyuridinu (5-BrdU) a histonti (Vyskot
et al. 1997).

Tyto techniky (pfehledné uvedené na obr. 1) jsou zalozeny na synchronizaci bunééného
cyklu v kotenovych $pickach, nasledné akumulaci metafazi a enzymatické izolaci protoplasti
(modifikovano podle Veuskense et al. 1995). Protoplasty jsou purifikovany filtraci a sedimentaci,
podrobeny hypotonickému Soku a posléze fixovany. Pokud je zamérem pokusu detekovat urcitou
sekvenci DNA (pf. fluorescenéni in situ hybridizaci) nebo lokalizovat pfirozené (pt. 5-mC) nebo
experimentalné aplikované (pt. 5-BrdU) modifikované nukleotidy, protoplasty jsou fixovany ve
smési metanol:kyselina octova (3:1, v/v, minimalné 2 h, pti -20°C) a volné kapany na podlozni
skla. K detekci DNA epitopt je tieba material denaturovat (obvykle ve smési 50 mM NaOH,
30% etanol, 2 min, RT); koncentraci NaOH a dobu denaturace je nutné empiricky ovéfit. Po
blokovani moznych nespecifickych vazeb (obvykle sérem z ptislusného Zivoc¢isného druhu nebo
telecim sérum-albuminem) je aplikovana protilatka: komeréné dostupné jsou monoklondlni anti-
BrdU IgGl (pt. Sigma) ke studiu kinetiky replikace DNA a monoklonalni ss- plus ds-anti-DNA
imunoglobulin (pf. Boehringer) jako nutné pozitivni kontrola. Po dikladném odmyti primarni
protilatky (obvykle v 1xPBS s 0,5% Tween 20) je aplikovana sekundarni protilatka (podle
zivocisného zdroje primarni protilatky) konjugovana napiiklad s fluorescen¢nim barvivem
(nejéastéji FITC nebo TRITC). Redéni protilatek udava vyrobee, je viak zadouci je empiricky
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optimalizovat. Po diikladném promyti jsou preparaty barveny (pt. DAPI plus propidium jodid,
rozpusténé ve Vectashieldu) a pfilozené kryci sklicko je ramovano lepidlem (“rubber cement™).
Ke studiu histontl je tieba pouzit neextrakeni fixaze, kterd ma téz za cil navodit Setrnou lyzu
protoplasti. 100 ml protoplastové suspenze (obsahujici asi 10* protoplastti) v hypotonickém
prostiedi je pipetovano na podlozni sklo pokryté poly-L-lyzinem do plastikové komirky “cytoset”
vyrabéné k priprave zivoc¢isnych cytologickych preparatii (pi. MPW Med-Instruments, Warszawa).
Do komtirky se bezprostredné ptida 500 ml fixaze (2 % neutralni formaldehyd, 2 % Triton X-
100) a vzorky jsou ptichyceny a lyzovany na skle odstfedivou silou ve specialnim vykyvném
rotoru (500 g, 10 min). Zatimco pro zivocisné bunky je doporuc¢ovana centrifugace “na sucho”
(ptebytek tekutiny se vsakne do okolniho filtra¢niho papiru na podloznim skle), pro rostlinné
protoplasty se zda byt lepsi centrifugace “na mokro™ (prebytek fixaze ziistava na skle a po skonceni
centrifugace automaticky stece do ptisazené mikrozkumavky). Preparaty jsou ihned ponoifeny do
metanolu (-20°C, 10 min; ke zvySeni permeability) a dle potieby skladovany v 50 % glycerinu v
chladnicce. Asi jedinou komeréné dostupnou protilatkou vic¢i histonim je mysi monoklonalni
protilatka anti-histon-pan (pf. Boehringer), ktera rozpoznava antigenni determinanty na vsech

Obr. 1. Schéma experimentli k detekci DNA (ss- a ds-DNA, 5-BrdU, 5-mC) a proteinovych
(acetylované histony) antigent na rostlinnych chromozomech:

kotinky kli¢icich semen nebo axenické kultury typu hairy-roots

U
blokdda DNA polymerazy aplikaci aphidicolinu (50uM, 24 h)
[pulz 5-bromdeoxyuridinu (15 uM, 15 min)]
akumulace metafazi pomoci oryzalinu (15uM, 4 h)
extirpace korenovych Spicek
uvolnéni protoplastli z kofenovych Spicek v roztoku celuldz a pektinaz (infiltrace)
pfecezeni protoplastl pres sitko (100 pm)
izolace protoplastii sedimentaci (50 g, 10 min)
hypotonicky Sok
zahusténi protoplastli sedimentaci (50 g, 10 min)

U U
detekce DNA antigenti: detekce histonovych antigent:
fixace protoplastii ve smési fixace a lyza protoplasti ve smési
metanol/kyselina octova (3:1) 2 % formaldehyd, 2 % Triton X-100
nakapani protoplastii na aplikace lyzovanych protoplastii na podlozni
podlozni skla skla cytocentrifugaci (500 g, 10 min)

alkalické denaturace DNA

aplikace mysi protilatky aplikace krali¢iho anti-histonu Ab
vici 5-bromdeoxyuridinu, (vuci riznym forméam acetylovanych
nebo 5-metylcytozinu histonti H3 nebo H4, lyzin #)
[kontrola: anti-DNA Ab] [kontrola: anti-pan-histon Ab]
kozi, anti-mys$i Ab-FITC (TRITC) kozi, anti-krali¢i Ab-FITC (TRITC)
U U

barveni preparati smési DAPI a propidium jodidu (& 1 pg/ml)

epifluorescen¢ni mikroskopie (popi. CLSM, zpracovani obrazu pocitaovou analyzou)
. J
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typech histonti (H1, H2A, H2B, H3 a H4). Jako nejvhodné&jsi odmyvaci i permeabilizujici roztok
je pouzivan KCM (“potassium chromosome medium”, podle Jeppesena 1994). Sekundarni
protilatka byva obvykle opét konjugovana s fluorescen¢nim barvivem.

Hlavni pfednosti vySeuvedenych technik je kvalita a cetnost kompletnich mitotickych figur
a jejich relativné dobfe reprodukovatelné reakce s protilatkami. Mezi nevyhody patii urcita
pracnost, velka spotieba rostlinného materialu a asi i finan¢ni naro¢nost (zejména ceny aphidicolinu
a Pectolyasy Y-23). Preparaty pfipravené bez fixace kyselinou octovou jsou obecné nizsi kvality
(obdobné jako u zivoc¢isnych vzorkil): ne vSechny protoplasty lyzuji a ne vSechny mitotické figury
jsou dobie rozlozeny a umistény v rovin¢ podlozniho skla. U bunééného materidlu, ktery se
vyznacuje silnou autofluorescenci se doporucuje vyuzivat moznosti jiné detekce (pf. sekundarni
protilatka znac¢ena koloidnim zlatem, které je posléze zesileno stiibrem; AuroProbe LM a IntenSE
M, Amersham). Pokud nastavaji problémy s penetraci protilatky ptes zbytky cytoplazmy, je mozné
zvysit permeabilitu aplikaci mikrovinného zéieni (viz Lu et al. 1997). Hlavnim mementem vSech
imunochemickych experimentti je absolutni nezbytnost provedeni vS§ech moznych pozitivnich a
negativnich kontrolnich reakci (preparatit), bez kterych je mozné pozorovat, a posléze i opublikovat,
nescetnou fadu zajimavych artefaktii a na jejich zakladé formulovat velmi originalni hypotézy a
teorie.

Podékovani: Vyse uvedené metodiky byly vypracovany v ramci feSeni projektu A5004601
Grantové agentury AV CR.
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Cytologické a obecné fyziologické pfistupy ke studiu rostlinné buriky

Studium struktury a funkce pohlavnich chromozémiu
Melandrium album pomoci imunocytologickych metod

Vyskot, B., giroky, J., Hladilova, R.

Biofyzikalni tstav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: vyskot@ibp.cz

Knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia) ptedstavuje modelovy dvoudomy
druh s heteromorfnimi pohlavnimi chromozémy: samici rostliny (2n = 22 + XX) jsou
homogametické, zatimco sam¢i rostliny (2n = 22 + XY) jsou heterogametické. Chromozém Y
nese nejen geny, jejichz produkty potlacuji vyvin pestiki, ale i geny nezbytné ke tvorbé ty¢inek.
Uloha chromozému X v determinaci pohlavi je dosud nejasna. Pohlavni chromozomy jsou u
knotovky vyrazné delsi nez autozémy, a jsou proto snadno rozlisitelné. Jelikoz typ determinace
pohlavi je analogicky systému sav¢imu, vznika otdzka, zda v samic¢ich somatickych bunkéch
knotovky téz dochdzi ke kompenzaci davky gend nesenych chromozémem X (fakultativni
heterochromatinizace). Pomoci techniky in situ nick translace jsme prokazali urcité rozdily v
metylaci cytozinu mezi dvéma sami¢imi chromozomy X. Tyto rozdily korelovaly s
autoradiografickou analyzou kinetiky replikace, stupném kondenzace i transkripéni aktivitou. V
piedlozené préaci jsme sledovali kinetiku replikace DNA, metylace DNA a acetylace
nukleozomadlnich histonti pomoci protilatkovych reakei na mitotickych preparatech.
Synchronizované kotenové $picky byly v prib&hu S-faze znaceny kratkymi pulzy 5-
bromdeoxyuridinu (BrdU), ktery byl posléze vizualizovan s pomoci primarni mysi anti-BrdU Ab
a sekundarni anti-mysi Ab konjugované s fluoresceinem. Vysledky ukéazuji, Ze replikace DNA
obecné zacina v subtelomerickych oblastech chromozomi a pozdni replikaci se vyznacuji
centromerické domény. Srovnani dvou chromozémui X na samicich metafazich pak potvrdilo
vyrazné rozdily na krat$im i delSim ramenu; podstatna ¢ast delsiho ramene jednoho z chromozému
X se replikuje az v pozdni S-fazi. S pomoci monoklonalni protilatky vii¢i 5S-metylcytozinu (anti-
mC) jsme detekovali hypermetylované oblasti genomu. Na interfaznich jadrech bylo mozné prokazat
pozitivni korelaci mezi konstitutivnim heterochromatinem (chromocentra) a metylaci DNA.
telomerickych oblasti. Rozdily mezi dvéma chromozomy X byly markantni na obou ramenech.
Kontrolni preparaty (s pouzitim anti-DNA Ab) prokézaly homogenni znaceni celych chromozomu.
Vzhledem k tomu, Ze inkorporovany BrdU vyrazn€¢ méni denaturacni parametry DNA, nebylo
mozné provadet simultanni dvojitou imunodetekei BrdU a 5-mC. Na preparatech fixovanych
formaldehydem a nanasenych na skla pomoci cytocentrifugace byly provadény pokusy o analyzu
acetylace nukleozomalnich histontit H4. Kontrolni preparaty (s pomoci anti-histon-pan Ab)
prokazaly vhodnost pouzité metodiky: interfazova jadra (mimo oblast jadérek) a chromozémy
davaly reprodukovatelné, homogenni signaly. Prvni vysledky prokazaly, ze nejvyssi stupeni
acetylace lyzinovych rezidui v pozicich 5, 8 a 12 u histont H4 se nachazi v subtelomerickych
oblastech chromozém1, coz koreluje s ¢asnou replikaci DNA v téchto doménach.

Pod&kovani: Tento vyzkum byl provadén za finanéni podpory Grantové agentury AV CR
(A5004601).
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GCG Sequence Analysis Software
Package - an Overview

Kovarik. P.

Universita Viden, e-mail:
pavel@gem.univie.ac.at

Fast development of new techniques in molecular
biology during last ten years caused a dramatic increase
in available sequence data. The management of sequence
data was from several reasons a big challenge for the
field of bioinformatics. First, general access to and easy
analysis of sequences kept in the databases are required
for ongoing evaluation of the informations stored within
the sequences. Second, for the addition of new
informations to the databases, a scientifically sound and
widely recognized sequence analysis by the submitting
research group is of great importance. Third, an easy to
use software is crucial for routine techniques such as
cloning and PCR, which in turn facilitate a fast progress
in collecting new crude data. The GCG software package

Non-invasive monitoring of rhythmic
behavior of Chenopodium spp.

Wagner.E., Normann, J., Albrechtova, J.T.P.
Albert-Ludwigs-Universitét, Biologie II./
Botanik, Schénzlestr.1, D-79104 Freiburg

Scientific objectives of the investigations:
Photoperiodic control of flowering is under investigation

as a systemic response of photoperiod-sensitive plants.
The experimental analysis aims at understanding
integration of activity of the organs (root, shoot, leaves)
ofhigher plants as they determine development in general
and adaptation to specific environmental conditions. To
study the inter-organ comunication between the signal-
perceiving organ (leaf) and the target tissue (stem/apex)
implied in the control of flowering, rhythmic kinetics of
stem extension rate (SER) and leaf movement (LM) were
investigated in the short-day plant Chenopodium rubrum
(C.r.) and in the long-day plant Chenopodium
murale (C.m.).

Method used:

SER was continuously monitored using an auxanometric
system while simultaneously analyzing LM via a video
system. Time lapse photography clearly shows rhythmic
integration of the main shoot axis and side branches in
rhythmic growth as well as in leaf movements.
Cytoplasmic pH at the apical meristem was analyzed using
confocal laser-scanning microscopy and fluorescent dyes
(presentation by J.T.P.Albrechtova).

I - Stem extension rate (SER) measurements:
Hardware: integrating stem auxanometer consisting
of linear voltage differential transformer (LVTD) and
generator demodulator unit (GDU)

The stem-elongation measuring and analyzing system
presented here is based on LVDTs. These devices consist
of a cylindrical case with a central bore in which an iron
core moves freely in the direction of its longitudinal axis.
Inside of the case there is an assembly consisting of one
primary and two secondary electrical coils. The primary
coil is supplied with modulated current (2000 Hz, 20 mA )
by the GDU. As a consequence of the electromagnetic
field generated by the primary coil, voltage is induced in
the secondary coils. This voltage depends in a very
precise mode linearly upon the position of the iron core.
Since the two secondary coils are wound in opposite
direction the tension reaches zero if the core is positioned
exactly between the two secondary coils, ranging from
negative to positive values at the extreme positions of
the core. Finally, the electrical signal is demodulated,
filtered and amplified by the GDU.

Electronic signal generation

In order to achieve low costs the necessity of installing
one GDU per LVDT was circumvented by using a
multiplexer connecting ten LVDTs to only one GDU. The
multiplexer switches in programmable time intervals from
one LVDT channel to another.After half the time span
between two measurements the multiplexer additionally
activates the so-called signal storage unit (SSU). Since
the state of the SSU is continuously registered by the
running program via an analog digital converter (ADC),
the status switch is used to trigger the data acquisition
procedure. This behavior ensures that measurements can
only be taken in a time frame outside the switching
process. Thereafter, the SSU is inactivated by the program
via a digital analog converter (DAC), and the cyclic data
acquisition procedure is performed.

The resolution of the measuring system is increased by
interposing an additional amplifier between GDU and
ADC amplifying the measured voltage up to the input
range of the ADC. In the last step of signal generation a
14-bit ADC converts the analog signals to digital signals
to allow electronic data processing. The 14-bit ADC
resolves the 20-mm measuring range of the LVDTs into
16,384 digits. Thus, the theoretical resolution of the
system amounts to 1.22 mm.

Mechanical components

The link between the LVDT core and the plant consists
of a polyfilamentous metal thread which ends in a hook.
The latter is fixed below an internode of the stem. The
temperature-dependent extension was minimized, first,
by using low temperature-dependent extension metal
threads instead of materials like polyester threads with a
large temperature coefficient, and second by positioning
the LVDT as near as possible to the plant. Friction
problems, which are common to roll and balances, were
avoided by using springs to provide the necessary
mechanical tension to the plants.
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Self adjustement of the LVDT

To allow for automatic repositioning of the LVDT core
before leaving its measuring range - a prerequisite for
long-term measurements - an electrical motor connected
to a spindle, which moves the construction holding the
LVDT, was integrated into the device. The motor is
software controlled.

Light and temperature measurement

The measuring system also integrates a photo- and
thermosensor unit (PTSU) which is necessary for an
adequate interpretation of the plant growing behavior.
Software: on-line analyzer (OLA)

The software package OLA was designed to take full
advantage of the hardware and to provide an easy-to-
use tool for the experimenter.

Quality criteria of the measurement device:

The quality criteria must include every subsystem
beginning with the analog digital converter (ADC) and
ending with the simulation of growth by purely physical
processes.

Linearity of the ADC

The analysis of the linearity of ADC revealed that the
standard deviation of the residuals from the regression
line amounts to 1.3 digits. With the overall measuring
range of 16,364 digits, this value represents less than
0.01 % and can be completely neglected.

Stability of the ADC

The analysis of the stability of the ADC shows a standard
deviation of 2 digits, which can be completely neglected.
Linearity of the LVTD

The standard deviation of the residuals of ten LVTDs
from the regression line amounts to 9.4 + 2.2 mm. This
represents less than 0.02 % as compared with the
measurement range of 20 mm.

Electronical noise

The next tests relate to measurement of the output tension
of the LVTD with fixed, i.e. immobilized cores, thus
allowing conclusions about the quality of the electronic
parts of the measurement system. The precision of the
ten LVTDs used amounts to 0.84 + 0.22 mm.

Simulated growth

It is necessary to test the system under realistic, i.e.
dynamic conditions. To simulate such a situation, Sinapis
alba seeds weighing 2.7 g were put in a metal tube with a
diameter of 17 mm. The seeds in the tubes were covered
with a 0.137 M PEG 2000 solution in order to slow down
the process of imbibing. After an initial phase of about 4
h, which seems to be related to the time span the seeds
need to rearrange themselves in the tube, the noise of
the measurement was of the same order as with non-
growing hypocotyls. This demonstrates that the static
characteristics of this device do not change significantly
in the dynamic test situation.

Growth rate of synchronous and asynchronous plant
populations

We could show that plants grow in a fascinatingly
consonant way if one takes into consideration the
endogenous rhythmic organization of behavior.
Submitting the plants to a synchronization prior to the

experiment results in a very homogeneous growth
response of a population of ten individual plants.

II- Leaf movements:

Leaf movements are recorded fully automatic via a video
imaging system. Small convex markers from aluminum
foil are fixed with a little drop of silicone grease at the leaf
tips as point reflectors for the video camera. The camera
is mounted on a platform which can be vertically adjusted
via a software-controlled motor to assure optimal
conditions for monitoring of a growing plant. The video
recordings are processed by a custom-made image
analysis software parallel to the SER measurements. The
brightness of the picture on the computer screen is
reduced to leave only the reflections of the aluminum
markers as white dots. Around the white dots measuring
windows are defined to register the horizontal and vertical
positions of the dots.

To monitor the leaf movements continuously in light-
dark cycles, the aluminum markers are illuminated with
light of 950 nm from light emitting diodes (LEDs). The
video camera is equipped with a 950 nm interference filter
to keep out the white light from the xenon lamps (which
have very low emission at 950 nm) and to permit use of
only the LED light for monitoring. The level of reflection
from the aluminum markers can be adjusted by changing
the intensity of the LEDs.

I1I - Physiological results:

Our measuring system based on LVTDs allows on-line,
long-term and high-resolution stem elongation
measurement of ten individual plants and in addition of
environmental variables like light fluence rate and
temperature. Stem extension rate (SER) of Chenopodium
plants, monitored with the described fully automated
auxanometric system displays a circadian rhythm in
continuous light. Under daily light-dark-cycles the pattern
of SER kinetics is modulated and responds in a specific
way to photoperiodic conditions which induce flowering.
Chenopodium rubrum and Chenopodium murale exhibit
circadian rhythms in SER with period length of 24.3 +
0.54 h (C.r) and 27.5 = 0.5 h (C.m.). Flowering plants
show a significantly shorter period length in SER 0f23.44
+0.75h(C.r)and 26.6 + 0.66 h (C.m.). The period length
of LM reflects the kinetics in SER, displaying similar
increases of frenquency in the flower-induced state.
While in vegetative plants of C. murale the kinetics of
SER and LM are 180° out of phase, this phase relationship
is shifted after flower induction. Both parameters display
clear movement and growth patterns with photoperiod-
specific reactions to 'light-on’and ‘light-off” signals.
Flower induction correlates to a threshold value of 0.6
(C.r)and 4.0 (C.m.) for the ratio of integral growth during
the dark span over the integral growth in the light span.
Two hours after the end of the critical dark period the
pattern of cytoplasmic pH at the apical meristem is
changed, possibly indicating the arrival of the inductive
signal.
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Summary
It is proposed that leaf-apex communication involves

frequency-coded (electrical) signals. Rhythmic integration
over the whole plant possibly involves modulation of
turgor pressure via stretch-activated ion channels and
concomitant changes in membrane potential. Signal arrival
at the apex might trigger changes in cytoplasmic pH as
secondary messenger in photoperiodic signal
transduction.
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