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Uziti fluorescencnich sond pro in vivo stanoveni fyziologickych
charakteristik rostlinnych bunék

Albrechtova, J.TP.

Albert-Ludwigs-Universitit, Biologie II./Botanik, Schanzlestr.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 pracovisté: UEB AVCR, Ke dvoru 16, 16630, Praha 6-Vokovice

Fluorescen¢ni sondy jsou fluorescencni barviva, ktera méni své fluorescenéni vlastnosti (intenzitu,
excitatni a/nebo emisni vinovou délku) v zavislosti na okoli. Detekovat Ize timto zptisobem koncentrace
iontl (pH, vapnik, hoi¢ik, Zelezo, apod. - spektrum indikator se neustale rozsifuje), membranovy
potencial a priichodnost membran - napf. jako test vitality bunék. V dalSim textu se zaméfim predevsim
na stanoveni pH, vapniku a membranového potencialu, coz jsou jednak nejcastéji uzivané aplikace,
Jednak s nimi sama pracuji.

Sondy Ize do bungk injikovat, coZ omezuje pouZiti na dostatecné velke a stabilni bunky. Kromé
toho je nutno pocitat s ranovou reakei, ktera ovlivni aktivitu iontovych kanali. Podle toho, zda injikujeme
do cytoplasmy ¢i do vakuoly, dostaneme riiznou distribuci sondy v buiice. Druhd moznost (popsana
dale v tomto textu) je pouzit modifikované sondy, vybavené transportni skupinou (nejcastéji
acetoxymethylester). V buiice je tato skupina bunéénymi esterazami 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 Ize urcit kvantitativné koncentraci iontu,
pokud délime vzajemné obrazky (mapy intenzity fluorescence) snimané pfi dvou nastavenich filtru.
Vylouc¢ime tak vliv distribuce sondy v burice a koncentrace sondy v dané buiice na vyslednou mapu
intenzity. Nejlépe je k tomu ticelu pouzit konfokalni mikroskop s moznosti soucasného snimani ve dvou
kanalech. U konfokalniho mikroskopu rovnéz odpada vliv tloustky objektu. Pokud sonda neméni
vlinovou délku, Ize aplikovat soucasné druhou sondu s opacnou reakei na dany iont v dostatecné odlisné
vinové délce, nebo sondu na dany iont nereagujici a pouzit jeji mapu fluorescence jako konstantni
“referen¢ni” obrazek.

Prakticky vSechny pouzitelné pH-indikatory jsou derivaty fluoresceinu, pro detekci vapniku existuje
cela fada barviv na nejriznéjsi bazi. Pro méfeni membranového potencialu jsou v podstaté dvé moznosti:
jednak “pomalé” distributivni sondy (napt. na bazi oxonolu), distribuujici se na obou stranach plasmalemy
v zavislosti na gradientu naboje pres membranu. Je ovSem zna¢ny problém kvantifikovat vysledky.
Jednak “rychlé” sondy (napt. ANEPPS), jejichz molekuly jsou pomoci lipofilniho konce zakotveny v
membrangé a v zavislosti na elektrickém naboji v okoli méni konformaci opa¢ného, fluorescen¢niho,
konce, a tim 1 intenzitu fluorescence. Tyto sondy ale po ur€ité dob¢ prostupuji membranou, ¢imz se
méni jejich koncentrace na plasmalemé. Lze je tedy pouZit jen pro kratkodobé experimenty.

Chceme-li pouzivat fluorescenc¢ni sondy, potiebujeme:

1: Vybrat vhodnou sondu. Prakticky jedina firma, ktera se cilené zabyva vyvojem novych sond a jejich
uvadénim na trh, je Molecular Probes se sidlem v Eugene (USA) a evropskou pobo¢kou Molecular
Probes Europe Inc. v Leidenu v Holandsku. Sondy se li$i citlivosti k danému iontu, dale citlivosti k
dal$im faktortim v burice (jinym iontum, apod. ), fluorescencnimi vlastnostmi (excita¢ni a emisni vinové
délky, typ zmény v reakci na dany iont - napt. jen zmeéna intenzity, €i zarovei i posun spektra, atd. ),
podminkami transportu pfes membranu, distribuci v burice (napt. jinou sondu potiebujete pro detekci
v cytoplasmé, jinou pro chloroplasty, jinou pro mitochondrie...), toxicitou, a mnoha dal§imi parametry.
Vybér tedy zavisi napt. na tom, zda chcete detekovat rychle vyrazné zmény (signaly), nebo spise malé
zmeny v distribuci (zmény v ramci steady state). Dale na pokusném materialu, a technickych moznostech
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(zda mate moznost pouzit UV, jaké filtry mate k dispozici, kvalita mikroskopu...), a zda ptipadné
chcete aplikovat vice sond soucasné i barvit né¢jaké struktury pro lepsi orientaci v materidlu. 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 pribéhu nékolika hodin. Autofluorescence chloroplastu
je detekovatelna uz od cca 600nm. Spektrum sondy pro méfeni v zeleném pletivu tedy nesmi prekro€it
tuto hranici. Autofluorescence bunécnych stén (v modre oblasti) je relativng slaba a tudiz pii méteni
nerusi. Casto je nutno vyzkouset vice sond, zvlasté pokud pro dany material &i danou problematiku
neni dost tidajt v literatufe. Citace k jednotlivym sondam jsou uvedeny v katalogu Molecular Probes.
2: Dobry fluorescencni mikroskop. Nejlépe konfokalni, s moznosti vicekanalového snimani - zejména
pokud chcete kvantitativni data (viz vyse).

3: Analyzu obrazu. U konfokalniho mikroskopu obvykle sou¢ast vybaveni, byva v§ak vyhodnéjsi
neblokovat mikroskop, a zpracovavat na samostatné analyze. Nékdy je tieba pripadné specielni vybaveni
analyzy (konkrétné aritmetické déleni dvou obrazkill vzajemné musi mit nadprimérnou tiroveri). Ponékud
problematické byva pouziti analyz zaméfenych ptivodné na pouziti v priimyslu ¢i na nerosty. Je 1épe
vybrat firmu specializovanou na biologické aplikace. Z tuzemskych lze akceptovat Laboratory Imaging,
je vSak nutno piizpusobit zakladni program konkrétnim pozadavkim, pfipadné ¢asti doprogramovat.
Cenoveé srovnatelna, kvalitou nejlepsi ze vSech (mné znamych) produktti je obrazova analyza némeckée
firmy Visitron Systems. O néco drazsi a t¢éméf stejné kvalitni je BioRad, rovnéz velmi kvalitni (ale velmi
draha) je firma Zeiss. Je vSak mozno (po prizptisobeni programu) pouZit i néktery z mnoha dalSich
systému. Pro déletrvajici pokusy s nutnosti kontinuelni detekce znam jen analyzu Visitron Systems v
On-line verzi.

Postup prace:

Objekt pouzivame zasadné nefixovany. Pripravime pracovni roztok sondy v pufru (viz pozn. ), objekt
inkubujeme v tomto roztoku asi dvacet minut. U nékterych objektti nutno barvit déle. Po barveni
objekt preneseme do Cistého pufru, a ihned snimame obrazky (viz dale).

Pozn.: Koncentraci sondy a druh pH pufru je nutno vyzkouset, piicemz Ize vychazet z navodu pro
jednotlivé sondy, dodavane Molecular Probes pii zasilce. Je nutno dodrzet popsané zasady prace
(napt. zmrazit, ¢i nechat v pokojove teploté, jak dlouho Ize uchovavat pracovni roztoky, apod.), jinak
sonda ztraci pozadované vlastnosti. Zpravidla se pfipravuje zasobni roztok sondy v DMSO, ktery 1ze
zmrazeny uchovavat nékolik mésicti. Pracovni roztok v pufru se pfipravuje az tésné pied pouzitim,
nechava v pokojove teplot€, a je stabilni nékolik hodin. Doporucuje se pouZit puft, ktery dobie uchovava
pracovniho roztoku pokojovou teplotu, pfi jing teplot¢ ma jiné pH! Obvykle se pouziva pH pracovniho
roztoku v rozmezi 6.0-7.0.

Priklad protokolu pro méieni pH:
Material:  merlik Cerveny (Chenopodium rubrum L..)
Roztoky:  MES pufr (25mM, pH 6) - uchovavat v chladni¢ce
carboxy SNARF-1 (zasobni roztok: 50mg SNARF v 100ml DMSO - 1ze uchovavat
nékolik dni v chladnicce, nejlépe je nechat asi den rozpustit a pak zmrazit v alikvotech po
Iml)
Postup prace:
Nejmén¢ den pred méfenim pripravime pufr a zasobni roztok sondy. Pred zacatkem prace nechame
oba roztoky vytemperovat na pokojovou teplotu. Pripravime pracovni roztok sondy (1ml zasobniho
roztoku v 500ml pufru). Na vibratomu zhotovime ¢erstvé podélné fezy apikalniho meristému. Rezy
preneseme na podlozni sklicko do pracovniho roztoku sondy, inkubujeme 20 minut. Pak piekryjeme
krycim skli¢kem a ihned snimame obrazky. Snimame simultanné ve dvou kanalech. Nastaveni filtru
napt.: excitace 488nm, detekce v prvnim kanalu 520-600 nm, ve druhém kanalu 610-660nm. Ve
druhém kanalu Ize detekovat od 610nm bez horniho omezeni, ucelem uvedené horni hranice je odstinit
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autofluorescenci chloroplastti v zelenych pletivech sousedicich s apikalnim meristémem. Obrazky z
obou kanalu zkorigujeme na vSechny nepresnosti a artefakty (viz dale - “Vyhodnoceni vysledkid™” a” Tipy ™).
Obrazky pak vzajemné vydélime a podle kalibrace ur¢ime pH v jednotlivych bunkach.

Casova naro&nost: po ziskani zb&hlosti Ize jeden vyse popsany experiment zvladnout asi za dvé hodiny.
P1i jednom experimentu muiZzete zpracovat az ¢tyfi objekty. Pfi nasledném zpracovani obrazki zalezi na
kvalité obrazka ziskanych pfi experimentu, mnozstvi nutnych korekci, a pozadavcich na kvalitu vysledkd.
Zalezi také na kvalité a rychlosti vasi obrazové analyzy.

Vyhodnoceni vysledku:

Tato ¢ast prace je nejnaro¢néjsi (na ¢as i zkusenosti), a prakticky rozhoduje o kvalité vysledkd. V
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
nekterych sond jen in vivo. Je nutno provést kalibraci pro kazdy mikroskop, a pro kazdé nastaveni
filtru. Pfi praci na konfokalnim mikroskopu byva problém fotonasobic¢ - zesiluje linearn€ obvykle jen v
urCitém useku. Bud’ musite kalibrovat pfi nastaveni citlivosti fotonasobici, které pouzivate pti
experimentech, nebo Ize zvlast “zkalibrovat” fotonasobic v celém rozsahu, a vysledné obrazky pak
korigovat na nelinearnost fotonasobice. Pii dvoukanalovém snimani je pomér nastaveni citlivosti
fotonasobice pro oba kanaly zavisly na pouzitych filtrech, musi v§ak ztistat konstantni pro danou kalibraci
1experimenty.

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 zasobnich roztoku: Doporucuji zmrazit zasobni roztok rozdéleny do eppendorfek na alikvoty
nutné vzdy k pripravé jedné davky pracovniho roztoku. Vyhnete se tim nutnosti zasobni roztok mnohokrat
rozmrazovat a znovu zmrazovat. Zasobni roztok skladovat v exikatoru. K piipravé pouZit radéji bezvody
DMSO. Pritomnost molekul vody snizuje stabilitu roztoku.

Ke koncentraci: Koncentrace sondy v DMSO je uréena co nejmensi kone¢nou koncentraci DMSO v
pracovnim roztoku (DMSO je pro bunky toxicke). Sondy je nejlépe objednat ve formé “special
packaging”, tj. 20 baleni po 50 mg (=jedna davka pro ptipravu zasobniho roztoku). Je o néco drazsi,
ale Ize pracovat daleko presnéji, a vyhnete se plytvani sondou. Minimalni koncentrace sondy v pracovnim
roztoku je ur¢ena dostate¢nou viditelnosti fluorescence v buiice, maximalni koncentrace je omezena

zhaSenim fluorescence molekul sondy pfi jejich Castém kontaktu a toxicitou pro buriku - je I€pe volit

vvvvvv

K transportu do bunék: Pfi transportu pfes membranu pomoci AM-skupin zejména u rostlinnych bun¢k
je Casta komplikace s extracelularnimi esterazami. Jejich vlastnosti se lisi u riizného materialu. Pomoci
muze zména pH pracovniho roztoku - Ize ov§em jen v rozsahu akceptovatelném bunkou. MiiZe byt
pouzito vakuum (nebezpeci poskozeni bun€k), nebo krajeni pletiv na mensi ¢asti (esterazy ¢asto
nejaktivnéjsi v epidermis, a staci pak obnazit dalsi b. vrstvy). Ranova reakce je v ptipadé Setrného
krajeni minimalni. Potfebujeme Cerstvé fezy. Nejvhodnéjsi pro krajent je vibratom (specielni mikrotom,
urceny puvodné k fezani mozkove tkang), a krajet pletivo piimo v pufru. Krajet pletivo je tfeba rovnéz
v pripadg, Ze chcete monitorovat 1 buriky umisténé v pletivu ve vétSich odstupech. Limit hloubky detekce
je urtznych typt konfokalnich mikroskopt ruzny. V ramci tohoto limitu zjistite potfebné parametry
pomoci 3D-rekonstrukci.
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K pozorovani pod mikroskopem: Prilis velky leakage sondy z bungk; tj. intenzita fluorescence v bunikach
slabne a v pozadi se zvySuje: pozorovat objekt pfimo v pracovnim roztoku (nepieneseny do Cistého
pufru). Obvykle se ustavi rovnovaha mezi sondou v burice a v roztoku. Nevyhoda je siln€jsi pozadi, a
nebezpeci postupného zvySovani koncentrace sondy v burikach. Dale 1ze leakage omezit napt. zménou
koncentrace DMSO v pracovnim roztoku (DMSO ovliviluje propustnost membran a rizné objekty
jsou rtizné citlivé na jeho ptisobeni), zménou koncentrace sondy, zménou pH, zménou typu pufru.
Pokud zadny zptisob nepomaha: provést korekci na slabnuti fluorescence, tj. snimat zménu fluorescence
v Case 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 - vtom
pripadé je tfeba volit nizsi koncentraci sondy, nebo blednuti preparatu - pak je tieba snizit intenzitu
excitaniho svétla.

Nerovnomérné osvétlené obrazky (Casto svételny gradient nebo rozdilné osvétleni stiedu a okrajt
zejména pri pouziti klasického fluorescencniho mikroskopu a snimani obrazki pres kameru, ale mtize
se objevit i u méné kvalitnich konfokalnich mikroskopii): nutno sejmout “slepy” obrazek, a tim pak
vSechny ziskané obrazky korigovat.

Pro tlustsi objekty je 1épe pouZzivat objektivy s delsi pracovni vzdalenosti (“long distance” objektivy) a
podlozni sklicka s komtirkou. Objekty pti pozorovani piekryt krycim sklickem, omezite tim vysychani
roztoku a pohyblivost objektu. Pokud povrch objektu neni rovny, 1ze sejmout sérii obrazki a slozit
maximalni hodnoty intenzit téchto obrazki - ziskate tim zaostieny obrazek po celé plose objektu.

K vyhodnocovani obrazkii: Obrazky nesmi byt pfilis slabé, musi se dostatecné odliSovat od pozadi, a
nesmi byt ptesvétlené. Zpravidla je k disposici na konfokalnim mikroskopu i na obrazové analyze 255
stupiiti 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 bodi
pod hranici detekovatelnosti), Iépe je spektrum posunout o nékolik jednotek. Toho Ize docilit u klasickych
mikroskopu zesilenim intenzity excitatniho svétla, u konfokalnich mikroskopu Ize pfimo nastavit. Ped
dalSim zpracovanim pak kazdy obrazek posuneme na nulu. Stejn¢ tak ma koncit niz, nezu 255 -u
presvétlenych bodti uz nelze rozlisit rozdily intenzity. Jinak ma kiivka optimalné vypliiovat celé spektrum.
Je vyhodné, 1isi-li se obrazKy z obou kanalli v umisténi maxim (tj., je-li obrazek z jednoho kanalu vzdy
trochu slabsi nez ze druhého). D4 se pak po jejich vzajemném vydéleni presnéji urcit vysledné pH.

Alternativni metody

Jedind alternativni metoda jsou mikroelektrody. Vzdy ptitom buriku poranite (pfi srovnani relativni
velikosti burky a $picky vasi elektrody, nemuiZete ocekavat od buriky Zadné nadSeni). Ranova reakce
je vtomto piipadé lokalni - pravé v misté, kde je vase elektroda. Kromé toho nemiizete méfit distribuci,
tj. vaS vysledek je zavisly na tom, kam praveé mikroelektrodu umistite. Prave vnitini distribuce daného
iontu muZe byt pro dany stav kli¢ova. Nelze také méfit v celém pletiva, ani v malych bunkach.

Pro méfeni vapniku se slibné¢ 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 izolacii fotobiontov z
lisajnikov (symbiotickych eukaryotickych rias), pri Studiu ich fyziologie 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 nenarocna
na materialne vybavenie.

Vyber materialu a jeho priprava

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

Pri vizualnom pozorovani odstranime vsetky necistoty zachytené na povrchu stielky (odumreté
zbytky organizmov, podu, in¢ druhy liSajnikov ... ) jemnym Stetcom, alebo preparacnou ihlou. Vel'a
mikroorganizmov a spor hiib mézeme odstranit’ energickym premytim destilovanou vodou, alebo te¢ticou
vodou. Pri izol4cii je tieZ vyhodné nastrihat’ stielku liSajnika (v pripade tzv. makrolisajnikov) na mensie
kusy. Yamamoto a kol. (1993) na izolaciu pouzili priblizne 1 cm? stielky liSajnikov s lupenovitou
morfologiou 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 mal¢ 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 akol., 1993).
Ascaso (1980) stielku nasledne homogenizoval niekol'kymi tahmi v Elvehjem-Potterovom
homogenizatore. Priklafiame sa k tejto alternative homogenizécie, pretoZe je mimoriadne jednoducha,
pri¢om vel'mi l'ahko dosiahneme sterilitu prostredia (pri praci v ockovacom boxe) a tak vyznamne
znizime kontaminaciu cudzorodymi mikroorganizmami. Vo vSetkych nasledujtcich krokoch pracujeme
v sterilnom prostredi!

Pri pouziti tzv. “micropipette method” (Ahmadjian, 1967; Ahmadjian, 1993) sa kiisky odobratej
vrstvy fotobiontov zo stielky liSajnika jemne roztlacia medzi mikroskopickymi sklickami. Pri tejto metode
sa zo zelenej suspenzie daju izolovat jednotlivé bunky fotobiontov mikropipetou.

Cistenie homogenatov a selekcia fotobiontov

Homogenat obsahuje zmes roznych buniek (bunky fotobiontu ako aj hyfy mykobiontu). V pripade
pouzitia Elvehjem-Potterovho homogenizatora odporu¢ame hruby homogenat filtrovat’ cez niekol’ko
vrstiev naskladanej sterilnej gdzy. Nasledna selekcia fotobiontov zavisi od ivahy experimentatora.
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a) Yamamotova metoda
Tato metoda (Yamamoto, 1993) vyuziva filtraciu homogenatu cez filter, s vel'’kostou porov 500
mm a nasledne cez druhy filter, s vel’kostou porov 150 mm. Zvysok, na druhom filtri, sa 3 krat premyva
sterilnou vodou. Po nasledne;j selekcii (kontrola mikroskopicky) sa riasy prenest do kvapalného, resp.
este lepSie na pevné, agarové mineralne médium.

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

¢) Centrifuga¢né metody

Z centrifugacnych metod sa najCastejSie vyuzivaju techniky diferenciacnej centrifugacie a
gradientove] centrifugacie. Pre va¢Sinu fotobiontov sa vyuzivaji empiricky ziskané poznatky. Napr.
malé fotobionty, tak ako Coccomyxa sp. sa centrifuguju pri nizkych otaCkach (menej nez 500 rpm), ale
vela buniek zostava v supernatante. Pri izolacii rias Trebouxia sp. sa testovali viaceré kombindcie.
Niz3ie otacky (okolo 100 x g) sa vyuZivaju na odstranenie vel’kych fragmentov stielky, vysSie zase na
zber neporusenych buniek z bunkovych fragmentov pletiva. Casto sa centrifugacia kombinuje s filtraciou
cez rozne filtre s definovanou vel'’kostou porov.

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

Mnozstvo inokula sa vo vacSine prac neudava. Pri mikropipetovej metdde sa do jednej banky
umiestiiuje asi 15 buniek. Pri pouziti centrifugacnych technik odporu¢ame vyt'azok 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 ditoch kultivacie. Niektoré fotobionty (napr. Trebouxia)
rastll ve'mi pomaly a mozno ich vizualne pozorovat po 4 az 6 tyzdiioch po uspesnej inokulécii. Pri
izolacii fotobiontov sa vyzaduje zvladnutie zakladov rutinnych mikrobiologickych technik. Podmienky
kultivacie (teplota, svetlo, zlozenie 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 Jihoeské university, BraniSovska 31, C. Bud&jovice,
tel: 038/777 55 04, fax: 038/459 85

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

Pokud jde o prvni téma, mame zde na mysli sledovani lokalizace latek, metabolickych déjt a
odpovidajicich regulacnich systémi na urovni bunécné, ale i subcelularni a supracelularni. Jisté je si
tieba uvédomit, na jaké urovni hierarchie biologickych systémii pracujeme. Za podstatnéjsi vSak zde
povazuji jiny aspekt - lokalizaci.

M¢jme n&jaky objekt, v némz 99% objemu piip. masy predstavuji bunky typu A a 1% bunky
typu B. Budeme sledovat aktivitu né¢jakého enzymu, napt. v zavislosti na ¢ase. Vime, Ze sledovany
enzym je pouze v bunikach typu B. Ttebaze v téchto bunikach dochazi k dramatickym zménam v
aktivité, pijde jen o malé rozdily, uvazujeme-li nas objekt jako celek.

Druhy priklad bude analogicky. Budeme sledovat aktivitu néjakého enzymu piitomného napt. v
mitochondriich. Mame-li k dispozici udaje, ziskané studiem suspenze vyizolovanych mitochondrii, nic
to nevypovida o tom, zda jsou v butikach daného objektu vS§echny mitochondrie stejné, anebo zda se
v sledované aktivite lisi. MUze jit pfitom i o rozdilnost populaci mitochondrii v jednotlivych burikach.

V prvnim i druhém piipadé se jedna o to, do jaké
miry a jakym zplisobem muiizeme 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 piipadech jde o lokalizaci. Bud’ mizeme
pracovat s fezy a strukturni hledisko aplikovat pfimo, anebo n N
musime dany material n¢jak frakcionovat, t.j. rozlisit a
1zolovat jeho strukturni komponenty a ty pak analyzovat.
Zde je pak strukturni hledisko - zobrazeni - respektovano
pouze neptimo a opira se o piislusné morfologicke studie.
Ptehled o situaci v této oblasti podavaji obr. 1,2 a 3.

Tématem, které¢ho jsme se zde dotkli, se zabyval Bene§
1968 a noveji 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 na$im zamérem bylo popsat postup prikazu enzymu na fezech jako ukazku barevné
reakce in situ. Cely proces Ize rozd¢lit na tfi faze:

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

Predinkubacni faze zahrnuje zpracovani materialu (patii sem tedy otazka fixovat:nefixovat, fezani materialu
atd.). Postinkubacni fazi byva obvykle vénovana malé pozornost, i zde v3ak jde o zadvazné otazky, jako
je rozpustnost a krystalizace vysledného reak¢niho produktu. Protoze predinkubacni a postinkuba¢ni
fazi se zde zabyvat nebudeme, je tfeba zdliraznit, 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 zakladé jeji katalytické aktivity azokopula¢ni technikou.
Jako substrat je pouzit ester kyseliny octové a naftolu, resp. jeho derivatu - a - naftylacetat a naftol AS
acetat. Inkubacni faze, kterou zde sledujeme, ma dvé etapy: 1. St€peni substratu aktivitou KE;
rozstépenim esterove vazby dojde k uvolnéni naftolu, 2. vizualiza¢ni reakce; azokopulaci uvolnéného

Obr.1. Organ sestavajici ze dvou typt bunék.
Bunky minoritniho zastoupeni jevi
positivni reakci.
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naftolu s diazoniovou soli vzniké nerozpustna barevna
latka. Tento vysledny produkt je lokalizovan v mistech [ R I 0 R I
(bunkach), kde je aktivni KE.
V naSem piipadé probihaji obg etapy v témze inkuba¢nim H (R [ [ [
mediu, nebot’ to obsahuje jak substrat, tak diazoniovou
sul. Jde tady o tzv. simultanni azokopulaci. N Bl B |
Diazoniova stl reaguje nejenom s naftolem, uvolnénym
aktivitou KE, ale také s fenolickymi latkami v buiikach a N
v pletivu. Tato nespecificka reakce muze vést k faleSné N
pozitivnim naleziim. Proto vysledky porovnavame s fezy, . 5 o )
. . , , . , Obr.2. Srovnani dvou bunék, z nichz jedna ma
které byly inkubovany v kontrolnim mediu bez substratu } , ; <
) o, . heterogenni a druha homogenni populaci
(diazoniova siil samotna) sledovanych organel.

Bezpecnosti opaticeni. Substraty jsou derivaty aromatickych uhlovodiki, 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. Kofenové Spicky 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 lazni a ulozeny v 5% ethanolu v lednici pii +4°C.

Chemikalie a roztoky. Pufr fostatovy, pH 6.0 (pfipraven smisenim [,1 M NaH_PO, a 0,1M NaHPO,).
Substraty: a - naftyl acetat, nebo naftol AS acetat. Zasobni roztok je pfipraven rozpusténim 25 mg
substratu v 5 ml ethanolu. Vydrzi nékolik dni.

Diazoniova stl bud’ Fast Blue BB salt nebo Fast Blue RR salt. Pripravit vzdy Cerstvy roztok.
Inkubac¢ni medium: Ke 4 mg diazoniové soli piidat 3,8 ml pufru, po rozpusténi pridat O,2 ml zasobniho
roztoku substratu. (Pokud dojde k prudké barevné zméné, znamena to, Ze substrat je ¢astecné rozlozen
- v tom piipadé nutno inkuba¢ni medium prefiltrovat).

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

Postup. 1. Na zmrazovacim mikrotomu zhotovit pfi¢né fezy korenovou Spi¢kou. Lze pouZit i rucnich
fezl z nefixovanych objekttl. Ruéni fezy pak fixovat a vyprat jak uvedeno. Rezy prenaset
do epruvet opatfenych na jednom konci gazou, které jsou umistény ve vychlazeném 5%
ethanolu.

2. Nékteré epruvety s fezy inkubovat v plném inkuba¢nim mediu, jiné (z téhoZ objektu) v
inkuba¢nim mediu bez substratu. Ob¢ media se pripravuji Cerstva. Po nékolika minutach
se na fezech v plném mediu zaCnou projevovat barevné zmény. Nechat reakci probihat tak
dlouho, aZ je zbarveni fezli dostate¢né 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 pfipadé€ 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. Cepicka (pokud je jesté
fezem zasazena) a zejména pak stfedni valec, hlavné jeho lykoveé poly.

K priikazu daného enzymu, v nasem piipadé KE, Ize pouZit rovnéz metody jinych typt. Takovéto -
rizné - metody lze pak pouzit k lokalizaci fady dalSich hydroldz. Samoziejmé Ize na fezech lokalizovat
1enzymy jinych tiid. Zde se pak ovSem pouziva prislusnych jinych technik. Protoze enzymy jsou proteiny,
1ze je také lokalizovat imunocytochemicky. Jsou k dispozici metody pro priikaz enzymi na trovni
elektronmikroskopické.
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Pro nase ucely bohaté postaci piehled metod k priikkazu hydrolaz Benes 1972, kde je citovana dalsi
literatura, dostupna dnes vétSinou v novych vydanich.

metody histochemie
a cytochemie

extrakce, digesce\ / \

barevné reakce in situ in vitro —

fluorescence / \

(fluor. sondy a j.)

ultramikroanalysa
materialu isolovaného

interakce makromolekul . o e .
z rezl disekci

(imunocytochemie,
in situ hibridizace) mikroautoradiografie

cytofotometrie,
historadiografie,
interfer. mikroskopie

Obr.3. Tabelarni prehled cytochemickych metod in situ a in vitro
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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 AICI,
100 mM DDG or 50 mM AICI, + 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, Rincén and Gonzales 1992,
de Andrade etal. 1997, Moon et al. 1997), morin (Tice etal. 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 Al13+ 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 A13+ and has been commonly used to screen Al-tolerant cultivars of wheat.

Results:
Treatment with 50 mM AP* 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 of meristem, 2/
cracked region (all peripheral tissues up to the fifth cortical layer) and 3/ rhizodermis of the transition
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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 bufter, 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 buffer, 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, Makaroff (1995)

Whole buds of Arabidopsis thaliana were fixed overnight in fixative solution 1. Buds were rinsed
twice in 0.1 M HEPES bufter (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 acetone series,
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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 is 2 mm.
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Studium priduchového aparatu listi analyzou obrazu

Hanackova, B., Snopek, J., Ticha, 1.
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1. Pocitacova analyza obrazu je moderni metoda pro méfeni a hodnoceni makroskopickych a
mikroskopickych objektli. Nasla Siroké uplatnéni napt. v I€karstvi, kriminalistice, potravinarstvi,
materialoveé analyze, ale i v rostlinné anatomii a fyziologii (Frey et al. 1996, Opatrna 1997, Ticha et
al. 1997). Podstata metody spociva v nahravani obrazii pomoci televizni kamery a dalSiho
nezbytného HW vybaveni do pocitace. Obrazy se zpracovavaji specialnim SW. Touto metodou
1ze méfit parametry objektt nebo poli.

2. Pro studium praduchového aparatu listd 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, tidiciho pocitace PENTIUM 100 (32 MB RAM) a programu LUCIA.
Prvnim krokem je pfiprava otiskovych preparati listového povrchu. Na stied cepele (mimo stiedni
zilku) se nanese tenka vrstva bezbarvého laku, ktera se po zaschnuti stahne za pomoci prouzku
prihledné lepici pasky. Preparat 1ze pozorovat témét okamzité. Mista vybrand v zorném poli
mikroskopu se nasnimaji a nactou do paméti pocitace. Je tfeba mit dostateCnou kapacitu paméti i
HDD (na jeden barevny obraz asi 850 kB). Z barevného obrazu se vytvoti obraz binarni, ktery se
dale upravuje funkcemi matematické morfologie. Z upraveného binarniho obrazu se pomoci
programu LUCIA ziskaji pozadované parametry praduchi: napt. délka, Sitka, plocha, obvod,
pocet na jednotku plochy. Program LUCIA pocita i zdkladni statistické udaje.

3. Casova naro¢nost metody je relativng velika, i kdyZ ve srovnani s promé&fovanim priducht
mikroskopem ma znacné prednosti. Z financniho hlediska je systém LUCIA nakladna investice.

4. Problémem pii méfeni priiduchii 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 pruduchy, ale i epidermalni buniky. Ty vSak Ize z méteni vyloucit vhodné
zvolenym omezenim, tj. pro méfeny parametr stanovime rozmezi, ve kterém se objekt musi nachazet,
jinak neni do méfeni zafazen. Vylou€eni epidermalnich buné€k Ize dosdhnout diky jejich zna¢né
tvarové odlisnosti od bunék priduchi.

5. Pti oznaCovani typicke barvy objekti je vhodnéjsi oznacit si bunééné stény nez vlastni bunky. Binarni
obraz bunék pak Ize ziskat inverzi obrazu bunécnych stén. Je to vhodnéjsi z diivodu dalSich uprav
binarniho obrazu funkcemi matematické morfologie, nebot’ pouhym oznacenim nelze ziskat vhodny
obraz k méfeni.

6. Priiduchové charakteristiky Ize stanovovat také mikroskopem. Je to vSak mnohem pracnéjsi, méné
presné a objem ziskanych dat je mensi.
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Studium fotosyntézy Kkyslikovou elektrodou a PAM fluorometrem

Kadlecek, P., Kubelkova, M., Ticha, 1.
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Po dopadu zateni na list se ¢ast zatfeni odrazi, ¢ast listem projde a €ast 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 zareni
v intaktnich tylakoidnich membranéch chloroplastii se v dnesni dobé casto pouziva aparatura, kterou
1ze soucasné méfit fotosyntézu jako vyde;j kysliku a fluorescenci chlorofylu a ve fotosystému II (PS 1)
vyuzitim tzv. metody satura¢nich pulzii. Princip metody spociva v tom, Ze se na list aplikuji velmi silné
svetelné 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 nezativé disipace energie
vzrostou na maximalni hodnoty. Tento ptistup umoziuje ziskat udaje o fotosyntetické ucinnosti a
fotosyntetické kapacité, o kvantovém vytézku PS II a kvantovém vytézku fluorescence, o rychlosti
transportu elektrontl, o stupni fotoinhibice apod. (napt. WALKER 1990, KRAUSE a WEIS 1991,
SCHREIBER etal. 1995).

Pro méfeni produkce kysliku béhem fotosyntézy a spotreby kysliku béhem temnotniho dychéani
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 dosahne 600-700 mV, za¢ne se na jejim
povrchu redukovat kyslik. Na anodé soucasné probiha oxidace stfibra a vznikajici chlorid stiibrny se
zde usazuje. Proud, ktery v tomto okamziku prochazi obvodem, je stechiometricky ptimo tmérny
mnozstvi kysliku spotfebovaného na katod¢. Tento proud se pievadi na vystupni signal a zaznamenava
piipojenym zapisovatem (WALKER 1990).

Elektroda Clarkova typu tvoti stfedni ¢ast métici komory temperované vodouna 25 °C. Nad
elektrodu se vklada listovy ter¢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 méfici komore rozkladem KHCO,. Nad méfici komoru
se upeviuje Bjorkmanova halogenova lampa (LS2H, Hansatech, Kings Lynn, UK) jako zdroj
aktinického zateni pro fotosyntézu, jehoz intenzita se reguluje neutralnimi Sedymi filtry.

K méfeni fluorescence pouzivame PAM fluorometr (Walz, Effeltrich, SRN). V nasi aparatute je
tvoten dvéma jednotkami, PAM 101 a PAM 103, a svétlovodnymi vlakny. 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 ter¢iku se budi pulzy svételného zaieni 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 prochdzeji cestou k povrchu listu pres opticky filtr, ktery
nepropousti zareni 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 jesté prochazi ptes ochranny filtr, ktery propousti pouze zateni delsi nez 700 nm. Z tohoto rozmisténi
optickych filtrii vyplyva, Ze nemtize dojit k chybné detekci budiciho pulzu ¢i rozptyleného zateni misto
zareni fluorescencniho. Zachyceny fluorescencni signal, ktery ma vzhledem k pulzni povaze budiciho
zateni rovnéz nespojity charakter, je selektivné zesilovan vykonnym dvoustupiiovym zesilovacem.

Nejproblematictéjsi fazi pii praci s aparaturou je Cisténi a potahovani kyslikové elektrody. Pred
zaCatkem vlastniho méfent je nutné z elektrody velmi peclivé odstranit usazeny chlorid stfibrmy, k cemuz
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pouzivame kancelafskou 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 plynti (WALKER 1990). Je tfeba davat pozor, aby pod teflonovou
membranou nezustaly bublinky vzduchu a aby nedoslo k jejimu protrzeni. Elektroda se necha polarizovat.
Mefici 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
(apIné zoxidovani neboli ”otevieni” vSech reak¢nich center PS II). Vykrojime listovy tercik a umistime
ho do méfici komory. Ve tmé soucasné s rychlosti temnotniho dychani (R ) méfime F (zakladni
fluorescence emitovana temnotné adaptovanym listem) a F,, (maximalni fluorescence emitovana temnotné
adaptovanym listem po aplikaci saturacniho pulzu). Rychlost Cisté fotosyntézy (P, ) méfime pfi dvou
hladinach (velmi nizkeé a saturacni) ozarenosti soucasné s F (ustalena hladina fluorescence emitovana
listem pii dan€ ozafenosti) a F, " (maximalni fluorescence emitovana fotosyntetizujicim listem pii dané
ozafenosti po aplikaci saturaniho pulzu). Po kazdém méfeni P nasleduje méfeni R , F aF, . Zméfeni
jednoho listu trva zhruba jednu hodinu. Po odecteni hodnot z grafického zaznamu slouZi tato data k
vypoctim dalSich parametrti (napt. maximalni fotochemické ucinnosti PS II, aktualni fotochemické
ucinnosti PS 11 ¢i stupné redukce primarniho chinonového akceptoru elektronti - viz GENTY et al.
1989, KRAUSE a WEIS 1991). Velkou vyhodou pro vyhodnocovani experimentalnich dat je ptipojeni
pocitace piimo k aparature.

Porizeni této aparatury vyzaduje velkou investici (ca 33.000,- DM), ale provozni naklady jsou
relativné nizké. Aparatura je prostorové nenarocna 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
Kutik, J.
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1. Ultrastruktura rostlinnych bungk je pozorovana a fotografovana v transmisnim elektronovém
mikroskopu (TEM) a ziskané snimky jsou stereologicky hodnoceny.
2. A/Jetieba TEM, ultramikrotom, knifemaker pro pfipravu nozi a bézné laboratorni vybaveni.

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

3. TEM, ultramikrotom a knifemaker jsou nakladné investice (dohromady nejméné 2,5 mil. K¢). Priprava
preparatti pro TEM trva v zasadé ¢étyfi dny. Casové naroéné a pracné je stereologické hodnoceni
- zatim se je nedafi (alespon pro chloroplasty) pfevést na automatickou analyzu obrazu.
4., 5., 6. Pro stereologické hodnoceni musi byt ultratenké fezy dobfe orientované
a kontrastni. Metoda dava pomérné komplexni obraz o ultrastruktuie studovanych
objekti.
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Analyza obrazu v rostlinné fyziologii

Opatrna, J.

Vyzkumny ustav rostlinng vyroby, Drnovska 507, 160 00 Praha 6,
tel: 02/36 08 56, fax: 02/36 5228, 02/36 52 29

Nejvyznamnéjsi piinos obrazové analyzy pro rostlinnou fyziologii souvisi s vyvojem metod pro
ziskani kvantitativnich idajti a z nich odvozenych morfologickych charakteristik umoziiujicich popis,
porovnani a hodnoceni rostlinnych organd, pletiv a bun¢k, ale i barevnych reakci, fluorescence,
elektroforeogramii, autoradiogramd, 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 ptedpokladem prace je ziskani kvalitniho digitalniho obrazu studovanaho objektu. K tomu
ucelu mize byt pouzit scanner nebo TV kamera s ptislusSnym objektivem nebo piipojenim na mikroskop.
Obraz barevny nebo cernobily dostatecné vysokého rozliSeni, mize byt pofizen pii svrchnim osvétleni
objektu nebo pii prosviceni svétlem bilym, UV, atd.. Podobné I1ze snimat i fotografie, diapositivy nebo
xerokopie rostlinnych objektti. Ve stejném usporadani jako snimame objekty je tfeba sejmout i redlné
méfitko, které nam umozni kalibraci systému a tim méfeni 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 jaka meéfeni nam umozni.
Archivace ziskanych obrazii a dat a jejich zpracovani podle pozadavki nasledné presentace (protokol,
zprava, publikace, plakatové sdéleni) zalezi na vybéru prislusenstvi a moznostech kazdého uzivatele.
V dalsi ¢asti uvedu priklady a zkuSenosti s pouzitim obrazové analyzy systémt LUCIA M a LUCIA D
(Laboratory Imaging, s.r.0.) ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, kde toto zafizeni pracuje 3 roky.

ARCHIVACE OBRAZU je pouzivana pro uchovani obrazu pro dokumentaci vysledkli pozorovani,
charakteristickych objektti a pod. Kvalitu ukladaného obrazu lze zvySsit ipravou kontrastu, barevného
tonu, vyfezem, doplnit textem, Sipkami, méfitkem a pod. Zaroven lze ulozit legendu a popis. Archivace
je pouzivana také jako soucast experimentalni prace pro prabézné ukladani souborti béhem pokusu €i
pozorovani. To umoznuje jejich méreni a hodnoceni jednim standardnim postupem az v dobé po
ukonceni experimentu.

Uskalim archivace je pom&mé znacna potfeba paméti. Je tedy nutné zvazit jak veliky soubor lze ulozit
na hard disk nebo zda je tfeba pouzit komprese dat nebo néktery z dostupnych vnéjsich pamétovych
systémi (na pt. Syquest s vyménnymi disky na 270MB).

PRIKLADY POUZITI:

V nasem ustavu byly pfipraveny archivy obrazli do riizného stupné poSkozenych listl, hliz, plodu,
semen rostlinnym Skiidcem doplnéné kvantitativnim tidajem % zasazené plochy. Jsou vyznamnou
pomtckou pro vyskoleni personalu na hodnoceni projevti choroby v porostech v polnich podminkach
nebo pro praci inspekénich pracovniki.

Na nékolika vysokych Skolach jsou pfipravovany soubory obrazii pro didaktické ucely, obsahuji grafy,
ilustrace, ale i originalné nasnimané obrazky makroskopicke i mikroskopické vztahujici se k predmétu
vyuky. Mohou byt pouZity pfi vyuce, opakovani i zkouSeni studentt. .

Vyznamné urychleni prace pii studiu vlivu chladového stresu na frekvenci mitos v kofenovych Spickach
ptineslo uloZeni souboru obrazii jednotlivych zornych poli roztlakovych preparatli na externi disk Syquest.
Frekvence mitos a velikost jader byla hodnocena automaticky vzdy pro vSechna zorna pole jednoho
roztlaku pomoci makra (viz dale).

Hodnocent in vitro probihajicich selekénich testli na kanamycinovou resistenci u transgennich brambor
je naro¢né narychlost provedenti (rychlé zavadani nodalnich segmentti) a presnost méfeni délky zlabnich
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pupenti (0,5 - 30mm). Nasnimani souboru jednotlivych vzorki a nasledné interaktivni méfeni pupenti
(viz dale) pti odpovidajici kalibraci systému znacné zjednodusi a zpresni praci.

MERENT Ize rozdélit na interaktivni a automatické.
Méreni interaktivni spociva v méfeni délek nebo profild po trajektorii (nejc¢astéji primce), kterou si
sam uzivatel zvoli. Soubory namétenych hodnot Ize exportovat do statistického programu (Excel, Quatro
Pro) k dalSimu zpracovani.
PRIKLADY POUZITI:
Mefeni délky stonku, vysky rostlin (stromii), rozmért listl, plodu, riistové analyzy. Pro orientacni a
rychlou dokumentaci pribéhu densit v elektroforeogramu Ize pouzit funkci “Profil”. Densita je méfena
v mistech kudy prochazi prolozena piimka. Tento zptisob byl postacujici na pf. pro dokumentaci
odchylnych spekter zasobnich proteinti pii testovani &istoty osiv (UKZUZ). Pro presné vyhodnoceni
densit v celg Sifce prouzku, véetné korekci na tvar a délku stopy, jsou distribuovany specialni programy
(na pt. Elfo, Gel Manager).
Méieni automatické predpoklada v prvnim kroku vytvoreni binarniho obrazu - uzivatel pomoci kursoru
oznaci struktury, které¢ maji byt méteny. Po odkliknuti jsou ozna¢ena umeélou barvou (overlay) vSechna
mista stejné intensity, resp,. barvy (prahovani, segmentace, threshold). Pokud pracujeme s ¢ernobilym
systémem je prahovani zaloZeno na kontrastu pozadovaného objektu vii¢i pozadi, u barevného systému
pak probiha prahovani na zakladé barevné odliSnosti hodnocenych struktur vii¢i okoli. Informace je
tim redukovana na dva stupn¢: ano - ne. Vytvoreny binarni obraz je pak v dalSim kroku méten.
Uskali: V mnoha piipadech je viak kontrast pozadovanych struktur malo zietelny, pfi prahovani
v celé ploSe obrazu se oznacuji 1 nezadouci objekty nebo nerovnomérnosti pozadi. Zde pak nastupuje
cely systém Uprav, které¢ umozni vytvoreni binarniho obrazu co nejvérnéjsiho pozadované skutecnosti.
Systémy LUCIA maji k disposici rozsahlou Skalu tiprav kontrastu, zaostieni, barevnych charakteristik
realného obrazu, zpisoby prahovani na zakladé odvozenych programii z matematické morfologie a
konecné Skalu uprav binarniho obrazu (erose, dilatace, close, open, fill holes..) a moznost aritmetickych
operaci mezi jednotlivymi obrazy. Optimalizovany sled ptikazli (makra) Ize uloZit a pouzit jako program
pro zcela automatické, na experimentatoru nezavislé, méfeni rozsahlych souborti obrazi.
Nicméné, pii rozhodovani co a jakym zptisobem chceme méfit by v prvné fadé méla byt vénovana
velka pozornost optimalizaci zptisobu 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 kontrastn¢. Kvalitni obraz uSetii mnoho prace programatorské
aumoznuje rychlé zpracovani.
Pred vlastnim métfenim je tfeba nejprve zvolit parametry ( na pt. plocha, délka, Sitka, cirkularita,
densita,...) které budou méfeny a zvolit zptisob méfeni (celé pole, objekty, oznacené jednotlivé objekty).
Dale je tfeba vytvorit kalibraci systému tak, aby méfeni probihalo v realnych jednotkach.
PRIKLADY POUZITI:
Me¢ieni délky kofenového systému a poc¢tu postrannich kofent je jednou z nejbéznéjsich uloh. U
jednoduchych kofent ( na pi. kofenovy systém 2 tydennich rostlin pSenice) se provadi méfeni pfimo na
rozprostienych korenech pii prosviceni. U vétsich Ize pouzit na pf. metodu roziezani kofenti na segmenty
konstatntni délky a rychlé stanoveni jejich poctu na obrazove analyze nebo kombinaci s metodami
stereologickymi na pf. stanoveni poctu prisecikl se siti rovnobéznych ptimek.
Stanoveni listové plochy je tlloha jednoducha, nicméné konvencnimi metodami zejména pfi ¢lenitych
tvarech, Casoveé narocnd. Urceni plochy jehlic smrku na letorostech dava dal§i moznosti pii posuzovani
fyziologickych charakteristik poSkozeni lest (na pf. referenéni hodnota k méfeni 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 naméfenych
parametrti (na pr. délka,sitka, obvod, polomér kruznice vepsané a pod.), ktery co nejlépe vystihuje ten
ktery morfologicky typ.
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Rada aplikaci byla vyvinuta pro posuzovani velikosti, tvaru a povrchu semen. Ty byly pouzity na pt. pro
posuzovani projevt genetické piibuznosti jednotlivych genotypt, ale téZ pro uréeni istoty, vyrovnanosti
osiva nebo potravinarskych kontrolach kvality potravin.

Siroké pouziti ma obrazova analyza v oblasti fytopatologie. Jako piiklady uved’'me alespoii : stanoveni

rozsahu I¢zi na listech po napadent listti brambor fuzariem, stanoveni poctu sklerocii rzi na listech trav,
stanoveni procenta plochy listu poni¢ené pozerem hmyzim Skiidcem, stanoveni rozsahu poskozeni
povrchu hliz houbovou chorobou, atd.
Na mikroskopické urovni uvedeme piiklady nékolika typickych tloh: pri dostate¢né kontrastnim obarveni
preparatu Ize prahovat protoplasty (resp. st€ény bunék + invertovat binarni obraz) a pak stanovit pocet,
velikost a tvarové charakteristiky bunék. S vyhodou lze pouzit nastaveni “masky”, kterou mizeme
vymezit méfenou oblast ¢i funkce “restrikei”, kdy méfené parametry miizeme roztiidit na nékolik kategorii
a na obrazovce je zp&tné vizualizovat (na pr. tii velikostni skupiny). Uskalim jsou materialy, které se
obtizné barvi nebo se navzajem piekryvaji, jako na pf. preparaty bunécnych suspenzi. Pfi stanoveni
poctu bunék miize byt feSenim na pf. obarveni jader na pi. DAPI a v odpovidajici fluorescenci stanovit
pocet zaticich objekti, které se snadno naprahuji a minimalné prekryvaji.

Zcela nové moznosti dava obrazova analyza pro histochemické studie. Pti prahovani na barevny
odstin vysledného produktu reakce, je mozné urcit plochu positivné reagujiciho pletiva a pii vhodné
kalibraci a respektovani prisluSnych kontrol, ziskat i kvantitativni tidaje o intensit¢ histochemickeé reakce.
Podobné Ize i pocitat mnozstvi partikuli zlata (imnocytochemicke metody) nebo stiibra (autoradiografie).

Zamérn¢ vynecham pouziti obrazové analyzy pro cytogeneticka studia , protoZe jim budou vénovany
samostatné referaty a také pouziti obrazové analyzy pro gelové elektroforézy je otazka specidlnich
programii.

PREZENTACE. Digitalni obraz pofizeny obrazovou analyzou a upraveny pro prezentaci (kontrast,
popis textem, Sipkami a pod.) Ize vytisknout na tiskarn€. Velmi se ndm osveéd¢il thermoprinter Mitsubishi
P66 D, ktery tiskne ve velmi dobré kvalité levné obrazky (cena asi 2K¢), takZe je dostupny i jako
protokolova dokumentace. Obrazky Ize exportovat primo do textu psaném na pi. ve Wordu a podle
nasSich zkuSenosti jsou akceptovany i redakcemi Casopisu. Je tfeba upozornit, Ze tisky z ¢ernobilého
termoprintru na ostrém svétle ¢asem blednou (xerokopie, novy tisk). Pro tisk barevnych obrazkii Ize
pouzit na pi. barevny printer Mitsubishi CP 52E. Pii spravném nastaveni je kvalita zcela srovnatelna
s barevnou fotografii a je stabilni.

Obrazova analyza je vyznamnym metodickym piinosem pro feSeni mnoha fyziologickych problém.
Nejen, Ze praci vyznamné zrychluje, ale v mnoha aplikacich ziskava udaje dosud nedostupné. Metoda
je ve velkém progresu. Pred tfemi lety na konferenci FESPP byla presentovana sdéleni ze ti'i 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 vysledki.
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Rostlinné HeLa buriky? Bunécné linie jako alternativa klasickych
rostlinnych modelii.

Opatrny. 7.

Katedra fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta University Karlovy, Vini¢na 5, 128 44 Praha 2
tel: 02/21 9532 79, fax: 02/ 21 95 33 06, e-mail : opat@mail.natur.cuni.cz

Linie in vitro péstovanych bunék vyssich organizm patfi jiz neodmysliteln¢ mezi biologické
materialy 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) invitro kultur je prozatim nejen praktické,ale t€Z experimentalni vyuZiti
rostlinnych buné¢nych linii vyrazné omezené;si. Neni to zplisobeno jen tradicné mensim obecnym
impaktem rostlinnych véd oproti zivo¢isnym, dlivodem je i fada technickych ¢i metodickych nevyhod,
které vétSinou rostlinné bunécné linie oproti Zivo€iSnym maji. Prvym problémem je jiz sama moznost
jejich cilené pripravy a standardisace, dalSimi jejich nizka cytologicka a fysiologicka homogenita, stabilita,
rastova rychlost, omezené moznosti jejich konservace a j. Srovnatelnost s parametry obecné pouzivaného
modelu zivo¢isnych HelLa bunék (“nesmrtelnd” bunééna linie , odvozena v 60-tych letech z cervikalniho
tumoru Heleny Langové , U.S.A. ) je , navzdory reklamnimu titulku publikace Nagata et al. 1992,
samoziejmeé pouze ¢astecna. Rostlinna linie tabakovych bunék BY-2 je sice téz “nesmrtelnd” sensu
lato, vyznacuje se vysokou rustovou rychlosti a viabilitou, je fenotypove stabilni za standardnich
kultiva¢nich podminek. Neni vS§ak samoziejmé nadana kontaktni inhibici, neadheruje k podkladiim
srovnatelné s piisluSnymi kmeny HeL a, neroste na nich v podob& monolayeru , neni totaln€ a spontanné
podstatné pievySuje dosud pouzivané rostlinné bunécné kultury, vyjma snad jediné , t.. linie VBI-0
(Opatrny 1971, Opatrny a Opatrna 1976). Pro€ je tomu tak, je to dano jen malou pili €1 z4jmem
badatelti ¢i odliSnostmi rostlinného materidlu oproti Zivo¢iSnému ?

Ptispévek si klade za cil sezndmit posluchace v prvé fadé se zakladnimi technickymi tskalimi
ptipravy riznych typt rostlinnych bunécnych kultur, moznosti selekce vhodnych bunéénych populaci,
zpusoby klonovani jednotlivych somatickych bunék. Budou posouzeny uinky riznych faktorti na takové
vlastnosti bunécnych kultur, jez bezprostiedné ovliviiuji jejich experimentalni vyuzitelnost, zejména pak
na rozpadavost (friabilitu), odolnost k riznym typtim stresu, celkovou ristovou rychlost a vytéznost,
zivotaschopnost a starnuti, cytologickou i genetickou homogenitu, synchronnost jednotlivych fazi
bunécného i riistového cyklu.

Typy bunéénych kultur, kultivace jednotlivych bunék , kultivace bunéénych populaci

V podminkéch in vitro lze péstovat jak télni (somatické) bunky, tak bunky podilejici se
v generativnim rozmnozovani , zejména mikro- piipadné megaspory. Zvlastni typ kultur pak predstavuji
buriky docasné¢ zbavené bunécné stény, t.j. izolované protoplasty. Ve vSech téchto ptipadech je mozné
péstovat bunky bud’ jednotlivé (mikrokultury) nebo v podobé bunécnych populaci nejriiznéj$iho objemu.
Kazda z technik ma samoziejmé své naroky a limity, uspésSnost péstovani jednotlivych bungk je m;.
podminéna dodrzenim vhodného poméru mezi objemem kultiva¢niho media a objemem biomasy. Densita
inokuli nizs$i nez 10* bunék na ml media je vétSinou kriticka nejen pro jejich dalsi déleni, ale téz preZiti.
Pro klonovani bunék (piipravu “’single cell clones” fysiologicky a geneticky potencialné homogennich)
je tak nutno aplikovat techniku t.zv. nanokultur (péstovani jednotlivych bunék resp. protoplastt
v kapkach objemu desitek nl). Alternativu predstavuje pouziti t.zv. kondiciovanych (conditioned) medii
,tj. pud, v nichz kratkodobe¢ rostla vhodna kultura ¢i riizné techniky “chiivy” (nurse culture), pti nichz
tato pomocna kultura produkuje esencialni latky difundujici ke klonovanym buiikam. Fenomén
“conditioningu” je blize studovan i v souvislosti s vyzkumem chemicke signalisace u rostlin v riznych
fazich vyvoje (ku pt. v rané embryogenezi, zygoticke i somatické).
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Rozpadavost a riistova rychlost

Predpokladem vzniku bunécnych kultur je dostatecna spontanni rozpadavost péstovanych pletiv,
t.J. odlucitelnost zivotaschopnych dcetfinnych bun¢k naslednych generaci. V piirodé se takovy jev
vyskytuj jen ztidka (tekuté endospermy, zrani plodtia p.), v podminkéch in vitro kultury je podporen
slozenim kultiva¢niho media a imérnym mechanickym pohybem tekuté plidy (tfepani ¢i probublavani
na tfepackach, rollerech, ve fermentorech). Odvozeni vysoce rozpadavych bunéénych linii je az na
vyjimky vysledkem dlouhodobé (i viceleté) selekce bunécnych subpopulaci s pravdépodobnym defektem
syntézy mezibunécné centralni lamely. Techniky analogicke trypsinisaci Zivo¢iSnych tkani (ku pt. aplikace
pektinaz, celuldz, hemicelulaz) , pravé tak jako mechanicka frakcionisace kultur nevedou k tispéchu:
vysledkem je vétSinou opakovana tvorba kompaktnich bunéénych agregati. Takové kultury lze jen
s rozpaky nazyvat “bunéénymi liniemi” - v mikroprostiedi velkych agregatl se diferencuji buniky
fysiologicky i morfologicky velmi riiznorodé, vyrazné se liSici priibéhem bunécného cyklu, biologickou
odpovédi na vngjsi faktory a p. Nizce rozpadavé kultury jsou nevhodné pro cytologické prace a mimoto
maji vétSinou jen nizkou ristovou rychlost. Ziskani vysoce rozpadavé bunécné linie od konkrétniho
rostlinného materialu mize mit tedy pro dany typ pokust kli¢ovy vyznam.

Taxonomickd / genotypovd/ orgdnovd specifita rozpadavosti linii

Mechanismus fenoménu rozpadavosti bunéc¢nych linii nebyl dosud hloubéji studovan. Je nicméné
ziejmé, Ze kromé nize uvedenych faktorti (medium, zejména jeho hormonalni sloZeni, kultiva¢ni rezim)
hraje podstatnou roli sam ptivod materialu. Existuji taxony, od nichZ navzdory soustavnému usili nebyly
dosud vhodné bunécné linie odvozeny (ku pf. nékteré hospodarsky vyznamné druhy cel. bobovitych -
jako hrach ¢i konsky bob). Délici ¢arou pfitom neni ku pt. piivod bylinny ¢i dfevinny, kultury typu
“Paul’s Scarlet Rose” (rtze - viz ku pt. Weinstein et al. 1962) ¢i “sycamore cell line” (Acer
pseudoplatanus - viz ku pt. Gould et al. 1974 ) pattily jiz pted fadou let k oblibenym modelovym
materialtim.

Vliv kultivacnich podminek: medium, kultivac¢ni rezim

Kli¢ovou roli v navozeni a udrZeni rozpadavosti , pravé tak jako ristové rychlosti a fenotypové
stability kultur hraji (zfejmé) ristové latky. Dosud znamé , obecnéji vyuzivané bunécné linie (viz nize)
byly vesmés péstovany v mediich s pomérné vysokym obsahem (10-°M) syntetickych auxint typu 2,4-
D ¢i NAA, pii soucasné absenci cytokinint. Pfidavek cytokinini ma obecné za nasledek zvySeni
kompaktnosti i rozmérti bunénych agregati. Snad proto témér neexistuji kvalitni cytokinin - dependentni
bun&cné linie.

Spontanni rozpadavost materialu se vétSinou méni v pribéhu subkultiva¢niho intervalu (SBI). Je
synchronné déli a vytvareji fetizkovité i sféricke agregaty, stoupa s nastupem stationarni faze, béhem
niz se bunky dlouzi resp. rostou. Buné¢na linie béhem obvyklého SBI tak do jisté miry imituje chovani
bunék a pletiv in vivo : starnuti nékterych organi mize byt nasledovano abscisi ¢i autolysou pletiv.
Vhodnym subkultiva¢nim rezimem - zvolenou délkou SBI, densitou inokula atd. miizeme tyto procesy
do jisté¢ miry ovlivnit. Velmi nizka densita inokula tak v ptip. modelovych linii (VBI-0, BY-2, HBY-2)
ma za nasledek tvorbu kompaktnich, mnohabunéénych , vétSinou sferisujicich agregatti. Pti subkultivaci
pomoci vysoce densitnich inokuli (az 10° bunék / ml) 1ze naopak pribézné udrzovat linii v podobé
velkych, ¢asto volnych buné€k, jezjsou vhodné pro cytologicke Ci 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 nestabilitu”
v niz jsou extremni odchylky pribézné spontanné eliminovany. V piipad¢ linie VBI-0 pfetrvava
tetraploidie (cca 4n =48 chromosomil) s ob¢asnymi vykyvy +- 2-4 chromosomii , tedy stav blizky
ziejme situaci somatickych pletiv tabaku. Pro prace fysiologického charakteru takové kultury tedy
predstavuji velice vyrovnany pokusny model.

Bunéény cyklus, synchronisace
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I z téchto diivodi vykazuji kvalitni bunééné linie pomérné zna¢nou spontanni synchronnost
bunécného déleni v pribéhu standardniho SBI. V ptipadé linie VBI-0 (a také BY-2, za urcitych
kultiva¢nich podminek) mize tato hodnota aktualniho mitotického indexu dosahovat urovné az 12-
15% , tedy srovnatelné s hodnotami kofenovych meristému. Vysledky biochemickych analyz lze tak
pomerné dobie korelovat s urcitou fazi zivotniho az bunécného cyklu bunék (pfinejmensim s porovnanim
mitotické bunky: interfazni bunky, viz ZaZimalova et al. 1995, 1996) a naméiené hodnoty (enzymovych
aktivit/ hladin hormont, cukrt, Skrobu/ kapacity vazebnych mist/ posttransla¢nich modifikaci proteinty/
inkorporovanych téZkych kovti atd. ) vztahovat nikoliv na jednotku biomasy ¢i proteinu, ale na jedinou
buriku. Informace béZné skryté v “Sumu” primérnych vysledk tak nahle poskytuji zcela novy logicky
pohled na zkoumany d¢j (viz ptiklady uvedené v prednasce).

Vyznamny metodicky pokrok samoziejmé predstavuji prace s bunénymi liniemi do€asné cilené
synchronizovanymi. V piipad¢ linie BY-2 byla jiz uspésné€ vypracovana technika kombinované
synchronizace pomoci aphidicolinu (inhibitor DNA polymerazy alfa) a nékterych mikrotubularnich jedt
, blokuyjicich funkei déliciho vieténka (oryzalin ¢i propizamid) - blize viz Nagata et al. 1992, Shibaoka
1993. Vysledkem muize byt az 90-95% kumulace bunék v metafazi, jiz 1ze zrusit odstranénim inhibitorti
anavodit dalsi, podstatné vsak jiz nizsi “mitotickou vinu”. Takto synchronisovang linie slouzi k nejriiznéjsim
typtim analyz strukturalnich (ku pf. stav cytoskeletu - Shibaoka 1993) ¢i biochemickych (histony -
Reichheld et al. 1995, rstové latky - Redig et al. 1996, cAMP - van Onckelen et al., unpublished
a J.) v riznych fazich bunééného cyklu. Vysledkem pak mohou byt zjisténi zasadniho vyznamu: tak ku
pf. analyza asynchronni populace bunék rostlinnych organti doposud poskytovala zcela rozporné ¢i
spiSe negativni udaje o roli cAMP. Vysledky tymu prof. van Onckelena dosazené s pomoci
synchronisované linie BY-2 vykazuji zasadni rozdily hladin cAMP v riiznych fazich cyklu, jez by pfi
“zprimerovani” materialu samoziejmé unikly pozornosti.

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

Fenotyp, stabilita

Vyznamnym, experimentalné vyuzitelnym znakem bunécnych linii mohou byt vedle biochemickych
charakteristik 1 jejich morfologie. Rostlinné kultury se samoziejm¢ nevyznacuji takovou mirou
morfologické stability jako nékteré bunétné linie Zivocisné, jejich fenotyp neni a priori urcen
histogenetickym ptvodem. Bunécné linie odvozené z nejriiznéjSich organt resp. pletiv mohou mit takika
totozny vzhled, naopak z t¢hoZz vychoziho explantatu Ize cilené ¢i nahodile odvodit linie kontrastniho
fenotypu. Za standardnich kultiva¢nich podminek vSak mohou byt riistové schopnosti, tvar a velikost
bunék, stavba bunécnych agregatti dané linie velmi stabilni - a naopak vysoce citlivé k riiznym vnéjSim
faktortim. Buné¢na linie tak slouzi jako spolehlivy biotest u¢inku ku pf. stresovych faktord, xenobiotik,
rastovych latek aj. (priklady). Na bunécné tirovni Ize tak studovat fenomény polarity, regulace buné¢ného
déleni a ristu, primitivni stadia organogeneze ¢i embryogeneze, projevy a mechanismy mezibunécéné
komunikace, interakce rostlinnych bunék s mikroorganismy, mechanismy programované buné¢né smrti
(apoptosy) ap.

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

Neni jisté sporu o tom, Ze v podminkach in vitro kultury lze simulovat jen ¢ast “normalniho
chovani” intaktnich rostlin Zijicich v ptirozenych spolecenstvech a pomoci bunécnych linii jen zlomek
zivotnich procesti komplexni rostliny. Piesto jiz nyni pfedstavuji unikatni doplitkovy pokusny model.
Vedle béZn¢ uvadénych piednosti (pesné definované kultivacni podminky, vysoce fysiologicky (?) a
morfologicky homogenni material, snadna a synchronni aplikace studovaného regulacniho faktoru)
poskytuji moznost simultanni analytické prace na radé arovni (biochemie, standardni cytologie,
cytochemie, in situ hybridisace), bezprostiedniho sledovani Siroké bunééné populace, studia jejich
adaptacnich reakci. Pouzitelné je spektrum mikrotechnik (mikroinjekce ¢i jiné mikromanipulace) a
technik obrazové dokumentace (Casosbérna fotografie, mikrokinematografie, videozaznam,pulsni zaznam
pomoci analyzy obrazu , véetn€ uplatnéni konfokalni mikroskopie - ptiklady).
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Prozatim neuspésné byly pokusy o dlouhodobéjsi udrzeni synchronné se délicich (a vyvijejicich)
bunécnych populaci - i pfi vysoké trovni prvni viny mitotickych bunék jiz nasledna klesa nejméné na
polovinu, synchronisacni u¢inek dale rychle odezniva. Lze si tedy zatim klast otazku, nakolik "normalni”
metabolické déje stanovujeme v burikach oné prvni, umelé viny.

Mozna bezvychodné je i tsili o vyvolani bunéného (¢i opakovang jaderného) déleni v isolovanych
protoplastech, tedy bezblannych bunkach vysSich rostlin, tuto schopnost zatim vykazuje pouze jeden
mutantni kmen Chlamydomonas.

Velmi obtizna je i nadale kultivace fenotypove vyrovnanych bunécnych linii za extremnich podminek
- ato jak v podob¢ “single cells”, tak ve velkych objemech, potfebnych pro preparativni analyzu.
Teprve dalsi tsili ukaze, zda pri¢inou je sama podstata rostlinného materialu, ¢i pouze nase dosavadni
neznalost zakonitost, fidicich chovani rostlinnych bunék.
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Testy Zivotnosti a poSkozeni rostlinnych pletiv po plisobeni mrazii.

Prasil, LT, Prasilova, P.

Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, Drnovska 507, 16106 Praha,
tel: 02/36 08 51, e-mail: prasil@hb.vurv.cz

Metody urceni odolnosti rostlin vii¢i mrazu Ize rozd¢lit na piimé a neptimé (Prasil etal. 1994, upraveno):

Typ Otuzovani Piisobeni mrazii | Testy Zivot
- rastovy
Ptimy |v pfirozenych nebo prirozené nebo | - vodivostni
regulovanych navozené - stanoveni Rd
podminkach v laboratofi - chl. fluoresce
-TTC ...
Typ Otuzovani - Markery -
v prirozenych nebo morfologické - tvar rustu...
regulovanych fyziologické - obsah vody..
Nepiimy | podminkach biofyzikalni - permitivita pl
nebo bez otuzeni genetické - gliadiny

Pti nepfimém stanoveni odolnosti nejsou rostliny vystaveny mrazu, nemusi ani projit fazi otuzovani
rostlin, ktera je spojena s indukci odolnosti. Pfimé metody jsou zaloZeny na piimém vystaveni rostlin
resp. jejich pletiv mrazu. Potom nasleduje faze stanoveni Zivotnosti a poskozeni 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
vici mrazu (zpracovano podle Palta et al. 1978, Calkins et Swanson 1990 a dalsi):

Podstata testu Druh testu

- schopnost riist a vyvijet se - rastovy test

- tvorba kalusu

- regenerace nadzem

- funkce plazmalemy a tonoplastu

- schopnost osmozy - plazmolyzovy frekv

- propustnost barviv - barveni vakuoly

- rozdilny vytok latek - vodivostni metoda
- ninhydrinovy test

porusenost membran
udrzeni turgoru

- mefeni impedance |
- vizualni metoda, ini

- funkce cytoplazmy a organel

enzymatické funkce

fluorescence chlorofylu

- aktivita enzymu
- TTC test
- méfeni fluorescen

schopnost vydeje O2 resp. Pifjmu CO2 | - méfeni rychlosti ¢
schopnost metabolizovat latky - znaceni latek

schopnost barvit struktury

- barveni (testy s fb
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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: riistovy (dlouzivého ristu),
regeneracni, stanoveni rychlosti dychani, fotosyntézy, fluorescence chlorofylu, TTC, udrzeni turgoru,
barveni cytoplazmy, impedance pletiv a vodivostni méfeni vytoku elektrolytti. Naméfené hodnoty
jednotlivych charakteristik vyjadfujeme obvykle v procentech kontrolni varianty z O °C. Pii uziti nékolika
odstupnovanych 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 tiroven mrazuvzdornosti
jednotlivych charakteristik v zavislosti na ristu a vyvoji rostlin.

BliZze uvadime metodu méfeni elektrické vodivosti vyplavenych iontti. Tato metoda, nazyvana také
jako konduktometricka, je Siroce uzivana pii hodnoceni Skod zptisobenych riiznymi stresovymi faktory
(napft.chladem, horkem, suchem). ZaloZena je na méfeni mnozstvi uvolnénych iontti z poskozeného
pletiva do vody a vychazi z predpokladu, Ze vyteklé mnoZstvi iontt je tmérné stupni poskozeni pletiv
mrazem. Mnozstvi vyteklych iontti je ovsem ovlivnéno dalSimi faktory jako jsou mnozstvi a obsah iontt
avody v pletivu, velikost, tvar a struktura uzitych segmentt pfi pfiprave vzorki a doba vytoku iontt.
Snaha oddg¢lit tyto rusici faktory od pfesného stanoveni poskozeni vzorki mrazem vedla postupné
k fadé modifikacim vodivostni metody. Posledni ipravy jsou uvedeny v nasi praci (Prasil et Zamecnik
1997) a v zakladé spocivaji na soucasném stanoveni tzv. relativni vodivosti vzorkl kontrolnich
(nezmrazenych) Ro a vzorkti usmrcenych mrazem Rf. Relativni vodivost udava mnozstvi vyplavenych
iontt ze vzorku v poméru k maximalnimu mnozstvi iontd vyplavenych z t€chto vzorki po varu. Poskozeni
pletiv zptisobené mrazem vyjadfujeme v hodnotach indexu poskozeni It = (Rt-Ro)/(Rf-Ro), kde
Rt=relativni vodivost vzorku vystaveného mrazu t. Index poSkozeni nabyva hodnot 0 az 100%. Takto
upravenou metodou Ize porovnavat mrazové poskozeni riiznych druhti vzorkt, napf. listd, kofend,
jehlic, vétévek, pupent, jednotlivych Supin, vzrostnych vrcholt, riznych tkani, jejich kultur a podobné.
Touto metodou Ize hodnotit nevratnost nebo vratnost (reparaci) poskozeni rostlinnych pletiv v postresove
dobé. Uvadi se, Ze konduktometrickd metoda umoziuje métit zmény v semipermeabilité plazmalemy.
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Biotest na posobenie galaktoglukomananovych oligosacharidov v
predlZzovacom raste indukovanom rastovou latkou

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

Metoda umoznuje sledovat’ predlZzovaci rast rastlin ovplyvneny roznymi rastovymi regulatormi a ich
vzajomne porovnanie.

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

Pracovny postup:

Semena hrachu sa pestuji v tmavej komore na jedencentimetrovej vrstve dobre navlhéené¢ho
sterilizovaného perlitu a prikryté 1-2 cm vrstvou zl'ahka utlaceného perlitu. Semena sa naklicuja pri
teplote 23 +1 0C 8 dni, pocas ktorych kli¢ne rastliny vytvoria tri internddia 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 internddium hned’ za rastovym vrcholom a nasekaji sa pomocou strojceka segmenty
6 mm dlhé, ktoré sa hned’ vkladaju do zakladného inkubacného roztoku (10 ks/3ml roztoku). Robia sa
dve paralelné vzorky, aby bolo mozné porovnanie. Sleduje sa rast v kontrole, auxinovej kontrole a
oligosacharidovej vzorke.

Zéakladny inkubacny roztok (ZIR): K - fosfatovy timivy roztok S mM, pH=6,1, 1% sacharéza

latky pridavané do ZIR: 2.4-D (0,9 mM), oligosacharidy galaktoglukomananového typu, DP4-8  (10-
5-10-10 M)

Kontrola obsahuje ZIR.

Auxinova 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 inkubacie a pri dlhodobych
pokusoch od 6. do 24. hodiny (pripadne 48. h).

Vyhodnotenie pokusu:

Segmenty sa ukladajt na platfiu a pomocou fotografického zvac¢Sovacieho pristroja pri zv. 1,4 sa segmenty
fotografuju. Na fotografiach sa meria dlzka segmentov milimetrovym pravitkom.

Vyhodnotenie experimentalnych dat:

Vypocet percenta inhibicie sa robi pomocou vzorca:

L (AUX) - L(AUX + GGMO)

L(AUX) - L(K) x100

kde L(AUX)je dizka segmentu inkubovaného v auxinovej kontrole (0% inhibicia)
L (K) je dlzka segmentu inkubovaného v kontrole bez auxinu (100% inhibicia)
L(AUX+ GGMO) je dlzka segmentu inkubovaného v oligosacharidovej vzorke sauxinom
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Casova naro¢nost’:

Dizka kliGenia je 8 dni, realizacia a vyhodnotenie pokusu trva dna dni.

Uskalia metody:

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

Tipy:

Pri sadeni sa semend hrachu prikryji 1 az 2 cm vrstvou perlitu, ktory sa zI'ahka utlaci, ¢im sa dosiahne
priblizne rovnaky rast kli¢nych rastlin. Pokial nie je k dispozicii fotograficky zvacSovaci pristroj, méZeme
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, 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

Pti anatomickém zpracovani objektu lze 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 uzitecnym nastrojem,
poskytujicim informaci o nékterych kvalitativnich charakteristikach a jejich lokalizaci. Tato vyhoda se
projevi zvlasté ve chvili, kdy je zkoumana latka omezena pouze na minoritni ¢ast organu nebo pletiva
(napt. cévni elementy). Naopak vyhodou biochemického pfistupu je moznost separace jednotlivych
chemickych latek a jejich spolehliva determinace, ktera je velmi obtizna a ¢asto i nemozna v materialu
fezu, kde je smés latek potencidlné schopnych déavat stejny, nebo obdobny vysledek. Z tohoto divodu
nemusi také byt postupy bézné pouzivané v biochemii relevantni pii histochemickeé aplikaci na pletivo,

Ve své praci jsme vyuzili histochemické metody pro studium struktur, které uzaviraji vodivé drahy
rakosu po poskozeni podzemnich organti, ¢imz snizuji riziko priniku fytotoxint a patogenti do celé
rostliny. Tyto struktury maji u rakosu charakter gum a jejich tvorba je spolehlivé indukovatelna naptiklad
mechanickym poskozenim. Pfestoze je tvorba obdobnych ttvarti znama u riiznych 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 tvoteny. Na fezy Cerstvym nefixovanym pletivem byly aplikovany dikazové
reakce (viz tabulka), a to bud’ pfimo nebo po predchozi extrakci, ktera meéla umoznit do urcité miry
selektivni odstranéni nékterych slozek materialu gum (viz. nize).

Vyvojové stddium gumy
Casné Pozdni
Pdvodni zbarveni Bezbarvé Svétle Zluté — tmavé hnéds
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
HCI1— 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 zac¢atku vyvoje gumy je siln€ chromotropni pfi
barveni toluidinovou modii. Pozorovana pozitivni metachromazie je zptisobena piitomnosti volnych
elektronegativnich povrchovych nabojl (polyaniontii) o ur€ité hustoté, v zivych organismech obvykle
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predstavovanych skupinami -SO,H, -COOH, -PO, (Pearse 1968, Baker 1958). Pfitomnost polyanionttl
potvrzuje také dobra barvitelnost alcianovou modii (Bene$ 1968), kterou lze prave tak jako
metachromazii zvratit metylaci a nasledné obnovit demetylaci.

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

Gumy jsou na pocatku svého vyvoje relativné dobre extrahovatelné chelatacnim Cinidlem (EGTA),
a pii barveni toluidinovou modfi se nad nimi miZe vytvaret srazenina. pH roztoku toluidinové modri
bylo v tomto pfipad¢ stabilizovano citratovym pufrem, ktery muze také piisobit jako chelata¢ni ¢inidlo.
7da se tedy, ze molekuly vyextrahovaného materialu byly mezi sebou vazany, alespon do urcité miry,
pies Ca?" ionty. Tento zpusob vazby je dobie znamy u pektint bunééné stény ( Fry,1986; Carpita &
Gibeaut 1993) a Ize jej tedy oCekavat i zde. Zda se skute¢né jedna o pektiny, poptipadé o jiny typ
kyselého polysacharidu, nelze na zaklad¢ zde pouzivanych histochemickych metod jednozna¢né urcit.
Pomuizeme-li si opét modelem bunééné stény vyssich rostlin, ktera je stejné jako guma extracelularnim
materidlem bungk vySSich rostlin, pak Ize na zaklad¢ extrahovatelnosti chelatatnim ¢inidlem (EGTA)
odhadovat, Ze by se mohlo jednat o malo vétvené typy pektinti ( homogalakturonan ). Tuto domnénku
podporuje pomérné jednotné slozeni frakci ziskanych pii tomto zptisobu extrakce u bunéénych stén
pochazejicich z riiznych zdrojt a rostlinnych druhii (Redgwell & Selvedran,1986; McDougall, 1993;
Chesson et.al.,1995; Javris et.al.,1981). Charakteru pektinti odpovida také silna hydratace a vyrazné
smrs§téni pii vyschnuti. McCann et.al., (1992) spojuje toto chovani s vétvenymi pektiny
(ramnogalakturonany) a jejich konformacni zménou pfi vyschnuti. V jeho praci jsou pektiny tohoto
charakteru extrahovany plisobenim Na CO, (0,05M), aplikovanym v sekvenci extrak¢ni fady, ktera
byla také pouzita v naSich pokusech (Redgwell & Selvedran, 1986).

Interpretace vysledki a jejich srovnani s pracemi jinych autord komplikuje prislusnost rakosu k
Celedi Poaceae, u nichZ se matrix bunécné stény slozenim a strukturou lisi od jinych rostlinnych taxonti
(Carpita,1996). Pro jeji matrix je typicky nizky obsah pektinli (zde predstavovany prevazné
homogalakturonanem) a tésna asociace téchto pektini s GAX (glukuronoarabinoxylany), které maji
silné substituované postranni fetézce (Carpita,1996). GAX provazeji pektiny i ve frakci polysacharidi
uvolnénych z bunééné stény po chelataci Ca**iontti (Schibuya & Nakane,1984; Carpita,1989).

S ¢asem méni gumy sviij charakter a jejich material ztraci atributy kyselych polysacharidd. Klesa
podil gum s pozitivni metachromazii, objevuje se ortochromazie a metachromazie negativni; klesa i
barvitelnost alcidnovou modri. 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 tvorenych acidofilnim materialem, tj. barvitelnych kyselymi barvivy.
Gumy se stavaji obtizné hydrolyzovatelné v alkalickém prostiedi 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 materialu 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 prostedi. Je znamo, Ze tento zptisob
extrakce delignifikuje pletivo a $tépi izodityrozinové “mustky* mezi extenzinovymi molekulami (Biggs
& Fry,1990, Fry,1982) a n¢které dalsi bifenylické vazby mezi sloZkami bunécné stény (Fry,1986).
Silny oxida¢ni u€inek NaClO, miiZe ale ovlivnit i dalSi typy vazby (napf. glykosidické, Fry,1986). V
literatuie je popsano pfimé uvolnéni (Saulnier,1995) i1 snazsi extrahovatelnost (Carpita,1984)
polysacharidii matrix bunécné stény po této procedure. Tyto vysledky by mohly nasvédcovat piitomnosti
kovalentni vazby polysacharidu pres fenolické latky, znamé z bunécné stény vyssich rostlin (Iiyama
et.al,1994; Lam et.al.,1992; Grabber et.al.,1995). Autofluorescence je u rakosu zietelna ve vSech
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bunénych st€énach na fezu, tedy i ve st€énach nelignifikovanych. To je typicke pro bunécné stény trav,
bohaté na jednoduché aromatické latky ( kys. ferulovou a kys. p-kumarovou) (Harris & Hartley,1976;
Rudall & Caddick,1994), které tvori vazby mezi jednotlivymi slozkami matrix bunécné stény (Lam
et.al.,1992; Scalbertet.al., 1985; Grabber et.al.,1995 ). Uvedené prace dokumentu;ji schopnost fenolické
kyseliny tvofit mezi karboxylem jednoho z poli své molekuly a hydroxylovou skupinou polysacharidu
esterickou vazbu. Fenolicka ¢ast molekuly se muze 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 prostfedi (Hartley & Morrison, 1991; Scalbert et.al., 1985;
Saulnier,1995), nelze takto vysvétlit odolnost gum vici extrakei v4M KOH. Presto je patrné, Ze
skoricové kyseliny v matrix bunéénych stén po oetreni 4M KOH ziistavaji, jak o tom svéd¢i pretrvavajici
fluorescence ve sloZenych stfednich lamelach nelignifikovanych buné¢nych stén, ktera je t€mto kyselinam
ptipisovana (Harris & Hartley,1976).

Dalsim potencialnim zdrojem autofluorescence by mohla byt strukturni, kovalentné vazana bilkovina.
Poranéni nebo infekce miize vyvolavat zvySenou syntézu extracelularnich strukturnich proteinti - extenzinti
(Schowalter,1993; Bradley,1992), pravé tak jako jejich urychlenou vestavbu do bunécné stény
(Bradley,1992). Pti imobilizaci proteinu v bunécné sténé vznikaji vazby k ostatnim slozkam matrix
(liyama et.al.,1994; Schowalter,1993) a velmi pravdépodobné také vazby mezi jednotlivymi molekulami
proteint (Fry,1982; Biggs & Fry,1990; Qui & Mort,1995). Biggs & Fry (1990) povazuji pravé
izodityrozinové “mustky* mezi molekulami extenzinu za vazbu zptisobujici vysokou stabilitu téchto proteint
v bunécné sténé. Pritomnost bilkoviny by mohla vysvétlit acidofilii gumy a positivni Millonova reakce
by pak mohla byt zptisobena (alespon ¢astecné) pritomnosti tyrozinu. Do jaké miry Ize tuto pfedstavu
aplikovat na rakos vSak neni zcela jasné. Ackoliv byly v bunécné sténg trav nalezeny extenzintim homologni
proteiny (Kieliszewski et.al.,1990; Schowalter,1993), jejich obsah se zda byt obvykle nizsi nez je tomu
ujinych taxont. Zaroven se predpoklada se, ze jejich funkce by méla byt do zna¢né miry nahrazena
fenolickymi latkami (Carpita, 1996). Pritomnost aminoskupiny, ktera by prokazovala ptitomnost bilkovin,
se v gumach histochemicky prokazat nepodafilo. Po hydrolyze extracelularniho materialu v HCI (6M,
110°C) je v§ak v roztoku mozné detekovat aminokyseliny. Zda pochézeji z gum a zda jsou zodpovédné
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 Ize potlacit extrakci 4M KOH s 0,2M NaBH, ato jak v gumach, tak i v lignifikovanych
bunécnych sténach. Vyskyt pozitivni reakce pricitané lignifikaci je vSak v gumach nepravidelny a lze ji
tézko spojovat s odolnosti viici alkalické hydrolyze. V gumach s pozitivni reakci na lignin byla ¢asto
pozorovana i pozitivni Millonova reakce. ProtoZe tato reakce miize byt zptisobena nejen piitomnosti
tyrozinu, ale 1 jinymi latkami (napf. prekurzory ligninu), Ize ptedpokladat, Ze ob¢ skupiny reakci detekovaly
v nékterych pripadech shodny substrat. Millonova reakce vSak byla pozitivni i na gumach s negativni
reakci na lignin a po extrakci 4M KOH. Lze tedy fici, Ze neni zptisobena pouze ligninem a jeho prekurzory.

Interpretace vySe uvedenych a podobnych vysledkii je komplikovana piitomnosti Sirokého spektra
riznorodych latek, ¢asto sekundarnich metaboliti. Prave tento faktor, odliSujici rostliny od Zivocichi,
je tieba brat v uvahu pii vykladu vysledkt. Nékteré z pouzitych metod byly ptivodné vypracovany pro
zivoc¢iSny material a z toho vychazi i jejich tradicni interpretace, jejiz uziti pro rostlinny material vSak
miize vést k mylnym zavéram. Zadna z pouzitych dikazovych reakei neni stoprocentné specificka a
muze tedy dochazet i k riznym interferencim. Je proto tieba uzivat SirSiho spektra reakci riizného typu.
Interpretace vysledkl v takovémto Sir§im kontextu pak zvySuje jejich vypovédni hodnotu.
Pravdépodobnost chybné interpretace lze snizit také kombinaci s vhodné volenymi biochemickymi
metodami.
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Aplikace konfokalni mikroskopie pri studiu prostorového usporadani
rostlinného pletiva

Soukup. A., Votrubova, O.

Katedra fyziologie rostlin, Ptirodovédecka 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 usporadani rostlinnych pletiv je Casto velmi diilezité pro pochopeni jejich
funkce v rostlinném téle. Orientaci v komplikované prostorové struktuie miize v nékterych ptipadech
usnadnit pouziti konfokalni mikroskopie. Objekt 1ze byt timto zptisobem vizualizovat jako jednotlivé
tenké optické fezy, pocitatem vytvorenou projekci série takovych fezi, ¢i jejich prostorovou rekonstrukci
poskytujici celkovy prehled o uspotadani pletiva.

Prikladem pouziti mize byt studium struktury nodalnich sept rakosu a jejich funkce. U rakosu
obecného, stejné jako u ostatnich moktadnich rostlin, je nezbytnou anatomickou adaptaci pro Zivot v
zaplaveném a Casto anaerobnim substratu existence vzajemn¢ propojenych mezibunéénych prostor,
které umoznuji zasobovani rostlinnych organti pod vodni hladinou kyslikem z nadzemni ¢asti. Nadzemni
organy jsou propojeny s oddenky a koteny provzdusiiovacimi kanaly, zaCinajicimi v listovych pochvach,
kde komunikuji s vnéj$im prosttedim prostrednictvim priducht. Kanaly neprochazeji prytem kontinualné,
ale jsou v nodech déleny septy o vysoké porozité, ktera umoziuji objemovy tok vzduchu, ale zaroven
brani prichodu vody a tim zaplaveni celého podzemniho systému v pfipadé poskozeni nékterého z
podzemnich organti. Celo kapaliny, ktera byla aplikovana do oddenku pod nizkym tlakem (10kPa), se
ve vrstevnaté struktufe nodalniho septa zastavila po priichodu jemnym aktinenchymem, na jeho hranici.
Je to tedy pravé tato stiedni vrstva (obr.1;2), ktera zastavi priichod fazového rozhrani mezi vodou a
vzduchem. Pro vysvétleni funkce téchto sept bylo nutné ziskat predstavu o trojrozmérném usporadani

obr.1- septum — jemny aktinenchym, trvaly obr.2 — detail jemného aktinenchymu LSCM
preparat(safranin — anilinova modr) (50x2,5) (60x) opticky tez

145



Methods in Plant Sciences

pletiva a o velikosti jednotlivych intercelularnich prostor. Pro studium struktury sept byly pouzity tenké
opticke fezy ziskané konfokalnim mikroskopem (LSCM, Bio Rad MRC 600). Jednotlivé optickeé fezy
umoznily spravnou orientaci v komplikovang prostorové struktuie, ktera je jen obtizn¢ sledovatelna
tradi¢nimi metodami svételné mikroskopie. Mala tloustka optického fezu zajistila, Ze jsme bezpecné
odlisili hranice buné€k a intercelular (obr. 1;2), coZ umoznilo dalsi zpracovani analyzatorem obrazu
(Lucia G, LIM), s jehoz pomoci byly odhadovany velikosti porti mezi buiikami. Takovéto rozliseni by
bylo zna¢né obtizné a neptesné u obrazu s velkou hloubkou ostrosti, kde se piekryvaji a splyvaji
priméty téchto hranic. Bohuzel tato metoda je jen obtizné pouzitelna pro kompaktné;si pletiva se
silngjSi bunécnou sténou, kde Ize ziskat Citelny obraz pouze v povrchoveé vrstve.

Na zékladé znalosti anatomie septa se domnivame, Ze sit’ drobného aktinenchymu slouzi jako
matrice, najejiz hranici se v intercelularnich prostorach vytvoii menisky fazového rozhrani mezi vodou
avzduchem. Povrchové napéti fazového rozhrani miize zabranit za daného tlaku dalsimu toku kapaliny.
Tuto predstavu podporuje dobra shoda namétenych tlaki, potfebnych pro protlaceni vody septem, a
hodnot, které byly po anatomickém zpracovani sept a odhadu velikosti intercelularnich prostor dopocitany
s ohledem na predpokladany mechanismus funkce. Déle pro ni svédci i ztrata této schopnosti septa po
zruSeni fazového rozhrani mezi vodou a vzduchem, kterého bylo dosaZeno po protlaceni vody septem
nebo zavodnénim intercelular v nodu za snizeného tlaku.
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Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

%

Siroky. J.

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

Pouziti konven¢niho fluorescencniho mikroskopu pfi studiu biologickych struktur je ¢asto
limitovano jednak tloustkou pozorovaného objektu, jednak nésledujici skute¢nosti: Zaostiime-li ve
fluorescencnim mikroskopu na néjakeé bunécné struktury obarveng patiicnym fluorochromem, vysledny
obraz je do jisté miry tvofen svétlem emitovanym z fokalni roviny i vrstev, nalézajicich se nad a pod
rovinou zaostreni. To pfispiva k vice ¢i méné “rozmazanému’ obrazu v némz je identifikace jemnych
struktur obtiznd. Naproti tomu, konfokalni mikroskopie (pro prehled viz Pawley, 1995) umoziiuje
ziskani obrazu z jediné definované fokalni roviny; struktury lezici mimo tuto rovinu se nezobrazi. Navic
je mozno ziskat fadu po sob¢ nasledujicich konfokalnich obrazl z pfedem definovanych fokalnich
rovin (t.zv. optickd tomografie). Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé obrazy se ukladaji v elektronické
formé na disku vykonné pracovni stanice, je mozn¢ z takovych obrazii rekonstituovat trojrozmérny
obraz pozorovanych struktur ¢i dale tyto komplexni obrazy manipulovat.

Pricip konfokalniho mikroskopu. Konfokalni efekt miize byt dosazen na zakladé riznych
optickych principti, vétSina z nich v§ak vychazi z pivodniho patentu Minskyho zr. 1957 (viz. Minsky
1988). Zde se zamétime na konstrukci tzv. konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu (CLSM).
Objektem budou napt. bunécna jadra obarvena soucasné dvéma fluorochromy: jaderna DNA propidium
iodidem (PI), jaderné histony pak po protilatkové reakci (viz Vyskot, B., Imunochemické metody
studia rostlinnych chromozomi, tento sbornik) fluoresceinem (FITC). Srovnani konven¢niho
fluorescencniho a konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu znazornuje obr. 1. Ve
fluorescencnim mikroskopu je zdrojem svétla rtutova vybojka (1), jejiz svétlo dopada na excitacni filtr
(2), ktery dale propousti pouze svétlo ur€itych vinovych délek. Svétlo se dale odrazi od polopropustného
dichromatického zrcadla (3), prochazi objektivem (4) k preparatu (5). Zde dochazi k excitaci
fluorochrém1 a tyto emanuji svétlo nasledujicich vinovych délek: 615 nm, cervené (PI) a 520 nm,
zelené (FITC). Svétlo obou vinovych délek pak mizeme po priichodu dichromatickym zrcadlem a
bariérovym filtrem (6) soucasné pozorovat jako riizn¢ zbarvené jaderné struktury. V konfokalnim
mikroskopu je zdrojem excita¢niho svétla laser (1), jehoZ paprsek se po odraZeni dichromatickym
zrcadlem (3”) v daném okamziku soustiedi objektivem (4”) na velmi malou oblast (fokalni bod - FP)
plochy ve fokalni roving (57). Zminéné fluorochromy opét emituji Cervené a zelené svétlo. Paprsky
obou vinovych délek po priichodu dichromatickym zrcadlem jsou soustfedény 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 v8ak podstatné sniZi intenzitu svétla, takze by nebylo pozorovatelné pouhym okem. Proto je
svétlo registrovano fotonasobicem (9). ProtoZe v naSem ptikladu soucasné sledujeme emisi jak
cerveného, tak zeleného svétla, je vhodné obé vinové délky oddélit sekundarnim dichromatickym
zrcadlem a jejich intenzity zaznamenat zvlast. Vysledkem je tedy informace o intenzité svétla emitovaného
fluorochromem v jediném pixelu fokalni roviny naSeho preparatu. Tato informace se ulozi do pocitace
spolu se soufadnicemi pixelu, x, y. Cely dé&j trva priblizné mikrosekundu. Béhem dalsi mikrosekundy
ziskame podobnou informaci ze sousedniho pixelu a tedy béhem sekundy skenovacim zplisobem z
plochy maximalné 1024 x 1024 pixelii. Na obrazovce pocitace se tak objevi dvojbarevny obraz DNA
a histonti v nami pfedem definované fokalni roviné analyzovaného jadra. Stejné miiZzeme ziskat obraz
dalsi fokalni roviny, ktera miize byt od ptedchozi vzdalena pouhy zlomek mikrometru. Postupné tak 1ze
naskenovat celé jadro v rozmérech x, y, z a nasledné tyto obrazové informace vyuzit.
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Obr. 1:
Srovnani usporadani konvencniho fluorescencniho a konfokialniho mikroskopu

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

Programové vybaveni pocitace spojeného s konfokalnim mikroskopem vétSinou umoznuje
nastaveni parametrii mikroskopu a fizeni vlastniho skenovani. Dale takové aplikace zahrnuji utility,
které jsou obsazeny v béznych programech znamych jako “obrazova analyza™. Jedna se predevsim o
riizné filtrace obrazu, zdlraziovani vybranych struktur, méfeni intenzity jednotlivych barev v definovanych
oblastech, méfeni délek a ploch a pocitani objektl. Zatimco obecna obrazova analyza pracuje s
dvourozmeérmym obrazem, software konfokalniho mikroskopu umoznuje provadét tyto analyzy v prostoru:
k typickym tlloham patii méteni délek prostorové kiivky nebo vypocet objemil vizualizovanych struktur
- napt. bunécnych organel. Soubor dat (dataset) ziskany optickou tomografii tkafiovych nebo bunécnych
struktur je mozno dale vyuzit k tvorbé tzv. projekci a projekEnich sekvenci. Projekci rozumime
dvojrozmérné znazornéni obrazi z riiznych fokalnich rovin v jednom spole¢ném obrazu. Projekce
pouzivaji pro tvorbu vysledného obrazu rizné algoritmy, takze vysledkem mohou byt obrazy které
spiSe znazornuji povrch struktur, jindy zdtraziuji intenzivnéji obarvené struktury, jindy Ize generovat
obrazy “pruhledné”. K dosazeni maximalniho prostorového viemu je mozno generovat stereoskopické
obrazky. Projekce miizeme vytvaret v jakémkoli naklonéni prostorux, y, z a tudiz nahlizet na analyzované
struktury z jakéhokoli thlu. Série projekci s mirné¢ pozménénymi thly nahledu pak dovoli struktury na
obrazovce pocitace naklanét ¢i rotovat - vizualni informace z pozorovaného objektu je natolik komplexni,
7e jijen t€¢zko miZzeme srovnavat se statickym obrazem konvenc¢niho mikroskopu.

Biologicky vzorek pro konfokalni analyzu. Vzhledem k uvedenému principu konfokalniho
zobrazeni je mozZno analyzovat Zivé nebo fixované vzorky o tloustce aZ do nékolika stovek mm, mohou
to tedy byt malé organismy, tkanove rezy, malé organy, buiiky nebo bunécné organely. Vzorky je nutno
obarvit fluorochomem, ktery je excitovatelny svétlem vlinove délky, kterou poskytuje laser. Zajima-li
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nas interakce struktur preparatu s né¢jakou sondou (protilatka, DNA pfi in situ hybridizaci, proba pro
membranovy transport), je tteba sondu naznacit jinym fluorochromem emitujicim svétlo odliSné vinové
délky (Suzuki et al. 1997). V takovém pripad¢ je pii pfipraveé preparatu nutné zajistit penetraci proby
v celém objemu vzorku. Kromé riiznych zptisobt fixace k tomu miiZe piispét permeabilizace preparatu
detergenty, metanolem ¢i acetonem. Pfi studiu prostorového usporadani heterochromatinu jeder
endospermu Gagea lutea a stanoveni oblasti bohatych na 5-metylcytosin pomoci anti-SmC protilatky
se nam podarilo zajistit priichod protilatky do vnitinich struktur jader o priméru vétSim nez 40 mm
(Buzek et al. 1997).

Zavérem lze shrout, Ze konfokalni mikroskopie se stava nepostradatelnou metodou v biologickém
¢1 medicinském vyzkumu nejen pro svoji schopnost zaznamenat prostorove uspoiradani zkoumaného
materialu, ale pfedevsim pro svoji vysokou hodnotu analytickou. Ulozime-li totiz digitalizovanou
obrazovou informaci do pocitace, je nasnadé zpracovani dat nejen do podoby péknych obrazkd, ale
také nasazeni pokrocilého matematického instrumentaria.

Podékovini: Tato prace vznikla pii feSeni projektu 521/96/K 117 Grantové agentury CR
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Studium struktury chromatinu Gagea lutea pomoci konfokalni laserové
mikroskopie
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Biofyzikalni Gistav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41240500, e-mail: siroky@ibp.cz

Popsanym typickym ptikladem fakultativni heterochromatinizace u rostlin je inaktivace tii sad
chromozomt v pentaploidnich jadrech endospermu jednodélozné rostliny kfivatce zlutého (Gagea lutea,
Biizek et. al 1997). Pentaploidni jadra vznikaji po druhém oplozeni fuzi triploidniho chalazalniho a
haploidniho mikropylarniho jadra zarodecného vaku. Tak vznikne pentaploidni endosperm obsahujici
jeden paternalni a ¢tyfi maternalni genomy. Romanov (1961) pfedpoklada, Ze jsou to pravé ony tfi ze
Ctyf maternalnich genomd, pochazejici pivodné z chalazalniho polarniho jadra zarodecného vaku, které
vytvareji pozdéji béhem vyvinu osemeni v jadrech denzni heterochromatinovou strukturu.

Usporadani 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 bungk byl heterochromatin soustfedén do
denzni rozvétvené masy jak v centralnich oblastech jadra, tak i na jeho periferii. V pozdgjsich vyvinovych
stadiich byl pomoci CLSM zji§tén signifikantné¢ mensi objem jader a ménila se i lokalizace
heterochromatinu smérem k perifernim oblastem jadra. Studiem mitotickych preparati bylo zjisténo,
7e heterochromatin se pfeménuje v metafazni chromozomy az v pozdni profazi, narozdil od euchromatinu,
kde je mozno pozorovat normalni spiralizaci chromozémii v ¢asné profazi.

DNA v heterochromatinovych oblasti byva ¢asto vyrazné hypermetylovana (Lewis and Bird
1991). Predpoklad, ze fakultativni heterochromatin tvoteny tfemi sadami inaktivnich chromozoém bude
u G. lutea extenzivné metylovan, nas vedl k analyze distribuce 5-metylcytosinu (5-mC) v jadrech
pomoci znaceni protilatkou anti-5-mC (Podesta ef al. 1993). Intenzita znaeni anti-5-mC v
heterochromatinovych oblastech byla velmi nerovnomeérna: nékteré oblasti heterochromatinu byly
hypermetylovany zatimco jiné, podobné jako euchromatin, nevykazovaly t¢émér zadny signal 5-mC.
Podobné nebyly detegovany ani celé hypermetylované chromozémy v metafézi; jediné rozdily ve stupni
metylace na chromozomech vykazovaly 5-mC pozitivni pruhy, které predstavuji konstitutivni
heterochromatin s obsahem vysoce repetitivnich, netranskribovanych sekvenci DNA.

Odlisné vysledky poskytla nepiima imunofluorescence po znaceni jader endospermu protilatkami
rozpoznavajicimi formy histonti H4 s acetylovanym lyzinem v riiznych pozicich (Jeppesen and Turner
1993). Jednotlivé protilatky specificky rozeznavajici vnéjsi lyzinové zbytky (Lys 5, Lys 8 a Lys 12)
histonu H4 se nevazaly v doménach fakultativniho heterochromatinu, ale naopak hyperacetylace H4
byla prokazana v oblastech euchromatinovych. To je pIn€ v souladu s pfedpokladanou transkripcni
aktivitou euchromatinu. Podobné vysledky byly ziskany pfi studiu fakultativni heterochromatinizace u
savcd, jmenovité v piipade inaktivace jednoho pohlavniho chromozému X v samicich burikach konstituce
XX (Jepessen and Turner 1993). Pomoci Ag-NOR techniky a in situ hybridizace u G. lutea jsme dale
zjistili, Ze TDNA lokusy z heterochromatinizovanych sad chromozom jsou aktivni.

Podé&kovani: Prace vznikla pfi fedeni projektt A5004601 GAAV CR a 521/96/1717 GACR.
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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 9531 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, umélohmotna
vicka, hlinikové ¢epicky apod. Nedostatkem téchto druhtl vicek je omezena propustnost pro plyny
(CO,, vodni paru), coz se projevuje vysokou relativni vzdusnou vlihkosti (RH) v kultivacnich nadobkach
(nékdy téméi 100 % RH oproti 40 - 60 % RH ve vzduchu ex vitro) a velkymi vykyvy v obsahu CO,.
Béhem noci sice obsah CO, dychanim rostlinek velmi vzroste, ale po rozsviceni se béhem tif az Ctyt
hodin koncentrace CO, fotosyntetickou Cinnosti rostlinek prudce snizi az na hodnotu kompenzacniho
bodu CO,, na které se udrzuje po cely zbytek fotoperiody. Rostlinky rostou po vétSinu dne za nedostatku
CO.,.

i Stéle §irsi vyuzivani rostlin péstovanych in vitro v mikropropagaci, genovém inzenyrstvi, genoveé
manipulaci, kryoprezervaci atd. stimulovalo rovnéz zajem o fotoautotrofni péstovani rostlinek in vitro
za nepiitomnosti cukri v médiu (levnéjsi média, mensi riziko infekce). Tyto rostlinky ale potiebuyji
dostatek svétlaa CO,, aby mohly pIné vyuZivat své fotosyntetické schopnosti.

Proto byl vyvinut novy typ viek k uzavirani kultiva¢nich nadob s  :rostlinnymi invitro
kulturami, ktery je vysoce propustny pro plyny. Jedna se o japonsky patent, ktery dodava fa. Sigma
(katalogové Cislo C6920) pod jménem suncaps v rolich po 500 kusech, cena jedné role bez DPH
je3840,- 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 navlhcenymi filtracnimi papiry a upeviiuji na kultivaéni nadobky
nastithanymi prouzky parafilmu. Vicka suncaps se daji pouzivat opakované. Procento infekci je minimalni.
Prusvitna vicka zlepSuji svételny pozitek kultur. Diky propustnosti vicek pro plyny se uvniti kultivacnich
nadobek snizuje vysoka RH a rostlinky jsou dostate¢né zasobeny oxidem uhli¢itym. Pozadované
koncentrace CO, v kultiva¢nich nadobkach se docili umisténim smési karbonat/bikarbonatovych
pufri do kultiva¢nich boxii.

Porovnavala jsem riist rostlinek tabaku péstovanych in vitro na médiu Murashige-Skoog (Sigma
M 5519) bez sachardzy v nadobkach uzavienych alobalem nebo vic¢ky suncaps (ozatenost 180 mmol
fotonti m? s béhem 16hodinové fotoperiody, 2M karbonat/bikarbonatovy puft, teplota den/noc 25/
18°C). Po 21 a 54 dnech (d) kultivace byly rozdily v nartstu listové plochy a suSiny u rostlinek
tabaku vysoce priikazné. Celkova listova plocha po 21 d kultivace byla u rostlinek s vicky suncaps
zvySend o0 126 %, po 54 d kultivace 0 445 % v porovnani s kulturami s alobalovymi vicky. Celkova
susina rostlinek (nadzemni ¢ast a kofeny) se zvysila po 21 d kultivace s vicky suncaps o 153 %, po
54 d kultivace o 504 % ve srovnani s kulturami s alobalovymi vicky (Tichd 1996).
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Synchronizace bunécného cyklu u smrku ztepilého /Picea abies ( L.)
Karst./

Uberall, 1., Havel, L.», Kubalakova, M.
b Ustav botaniky a fyziologie rostlin MZLU, Zemé&dglska 1, 613 00 Brno,

tel: 0545133023, 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 piimo na metafaznich chromozémech. Zakladnim
predpokladem uspésné prace je dosazeni dostatecnéného poctu nepoSkozenych metafaznich
chromozomu.

Pro ziskani maximalniho mnozstvi neposkozenych metafaznich chromozémi z kotfenovych
meristémi smrku ztepilého byl pouZit kolchicin. Uginky kolchicinu na busiky kofenového meristemu se
projevily hromadénim metafdzi mitotického délent.

Nejdiive bylo nutné nalézt vhodnou koncentraci a dobu ptisobeni kolchicinu. Jinak dochazelo k
jeho negativnimu plisobeni na stav chromatinu (chromozomy byly pfili§ 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 % metafézi. Po uplynuti 32 hodin dochézi i za ptitomnosti kolchicinu ke snizovani
poctu metafazi vlivem prechodu bun€k do anafaze mitotického déleni.

Dalsi zvySeni poctu metafazi je mozno dosahnout reverzibilnim zablokovanim bunééného cyklu
pomoci hydroxymocoviny nebo jinych latek (nejcastéji na prechodu fazi G1 a S). Pfi vyuziti tohoto
postupu Ize ocekavat dalsi zvySeni poctu metafazi.
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Imunochemické metody studia rostlinnych chromozémii
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Metody vyuzivajici protilatek vii¢i nejriznéjSim antigentim na cytologickych preparatech se stavaji
velmi cennym nastrojem ke studiu struktury a funkce eukaryotickych genomti. Jednim z kli¢ovych bodu
téchto metod je vhodna ptiprava preparatl. Cytologické vzorky by mély mit zachovanu ptivodni
bunécnou organizaci, mély by umoznovat reprodukovatelnou penetraci protilatek a kone¢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 bodii byl alesponi do pfijatelné miry splnén. Nejvétsim problémem rostlinné molekularni
cytologie je asi pritomnost bunécné stény, kterd vyznamné znesnadiuje vstup protilatek (a samoziejmeé
1 dalsich makromolekularnich sond, zejména enzymt a nukleovych kyselin) a navic se vyznacuje silnou
autofluorescenci. Tento problém byva obvykle feSen pfipravou tkanovych fezii nebo chemickou
degradaci stén aplikaci celulaz a pektinaz. Pro studium DNA epitopti miize byt obvykle pouzita kysela
fixace, ktera vyznamné permeabilizuje bunécny material. Kysela fixace vSak neni vhodna ke studiu
Vetsiny proteinovych antigenti: tehdy se nahrazuje aplikaci neextra¢nich, méné toxickych fixazi (zejména
formaldehyd nebo glutaraldehyd).

Jesteé obtiznéjsi je detekce proteinovych antigenti na rostlinnych chromozomech. Roztlakové
preparaty bez kyselé fixace obvykle neposkytuji ani reprodukovatelny vstup protilatek do buniky, ani
dostatecnou kvalitu a rozloZeni metafdznich chromozomii. Dosavadni studia acetylace nukleozomalnich
histont byly proto provadény v suspenzich chromozomi (Houben et al. 1996) nebo na ¢astecné
enzymaticky opracovanych roztlacich (Houben et al. 1997) 1 s pomoci konfokalni laserové mikroskopie
(Ideietal. 1996). V nasi laboratoti jsme vyvinuli techniky pripravy metafaznich chromozomii a interfaznich
jader zmodelové dvoudomé rostliny knotovky bilé (Melandrium album, syn. Silene latifolia), které
jsou vhodné k nejriiznéjsim molekularné-cytologickym tceltim, jako jsou in situ nick-translace (Vyskot
etal. 1993), autoradiografické studium replikace chromozéma (Siroky et al. 1994), in situ hybridizace
(Blzek etal. 1997), nebo imunologické detekce S-metylcytozinu (5-mC), S-bromdeoxyuridinu (5-
BrdU) a histonti (Vyskot et al. 1997).

Tyto techniky (pfehledné uvedené na obr. 1) jsou zalozeny na synchronizaci bunécného cyklu v
kotenovych Spickach, nasledné akumulaci metafazi a enzymaticke izolaci protoplastti (modifikovano
podle Veuskense et al. 1995). Protoplasty jsou purifikovany filtraci a sedimentaci, podrobeny
hypotonickému Soku a posléze fixovany. Pokud je zamérem pokusu detekovat ur¢itou sekvenci DNA
(pt. fluorescencni in situ hybridizaci) nebo lokalizovat pfirozené (ptf. 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 voln¢ kapany na podlozni skla. K detekci DNA epitopt
je tfeba material denaturovat (obvykle ve smési S0 mM NaOH, 30% etanol, 2 min, RT); koncentraci
NaOH a dobu denaturace je nutné empiricky ovéftit. Po blokovani moznych nespecifickych vazeb
(obvykle sérem z prislusného Zivocisného druhu nebo telecim sérum-albuminem) je aplikovana protilatka:
komer¢né dostupné jsou monoklonalni anti-BrdU IgG1 (pf. Sigma) ke studiu kinetiky replikace DNA
amonoklonalni ss- plus ds-anti-DNA imunoglobulin (pf. Boehringer) jako nutna pozitivni kontrola. Po
dikladném odmyti priméarni protilatky (obvykle v 1xPBS s 0,5% Tween 20) je aplikovana sekundarni
protilatka (podle zivo¢iSného zdroje primarni protilatky) konjugovana naptiklad s fluorescenénim
barvivem (nejéastéji FITC nebo TRITC). Redéni protilatek udava vyrobee, je viak Zadouci je empiricky
optimalizovat. Po diikladném promyti jsou preparaty barveny (pt. DAPI plus propidium jodid, rozpusténé
ve Vectashieldu) a ptilozené kryci sklicko je ramovano lepidlem (“rubber cement™).
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Ke studiu histond je tieba pouzit neextrakéni fixaze, kterd ma téz za cil navodit Setrnou lyzu
protoplastti. 100 ml protoplastové suspenze (obsahujici asi 10* protoplasti) v hypotonickém prostiedi
je pipetovano na podlozni sklo pokryté poly-L-lyzinem do plastikové komrky “cytoset” vyrabéné k
priprave zivocisnych cytologickych preparatt (pf. MPW Med-Instruments, Warszawa). Do komurky
se bezprostredné prida 500 ml fixaze (2 % neutralni formaldehyd, 2 % Triton X-100) a vzorky jsou
prichyceny a lyzovany na skle odstedivou silou ve specialnim vykyvném rotoru (500 g, 10 min).
Zatimco pro zivocisné buiiky je doporucovana centrifugace “na sucho” (prebytek tekutiny se vsakne
do okolniho filtracniho papiru na podloznim skle), pro rostlinné protoplasty se zda byt lepsi centrifugace
“na mokro” (prebytek fixaZe zistava na skle a po skonceni centrifugace automaticky stece do prisazené
mikrozkumavky). Preparaty jsou ihned ponofeny do metanolu (-20°C, 10 min; ke zvySeni permeability)
adle potreby skladovany v 50 % glycerinu v chladni¢ce. Asi jedinou komer¢né dostupnou protilatkou
vuci histontim je mysi monoklonalni protilatka anti-histon-pan (pf. Boehringer), ktera rozpoznava antigenni
determinanty na vSech typech histonti (H1, H2A, H2B, H3 a H4). Jako nejvhodnéj$i odmyvaci i
permeabilizujici roztok je pouzivan KCM (“potassium chromosome medium”, podle Jeppesena 1994).
Sekundarni protilatka byva obvykle opét konjugovana s fluorescenénim barvivem.

Obr. 1. Schéma experimentli k detekci DNA (ss- a ds-DNA, 5-Brdl
(acetylované histony) antigentl na rostlinnych chromozémec
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izolace protoplastii sedimentaci (50 g, 10 min)
hypotonicky Sok
zahusténi protoplastli sedimentaci (50 g, 10 min)

U U
detekce DNA antigenti: detekce histonovye
fixace protoplastii ve smési fixace a lyza protop.
metanol/kyselina octova (3:1) 2 % formaldehyd, 2 ©
nakapani protoplastii na aplikace lyzovanych prot:
podlozni skla skla cytocentrifugaci (¢

alkalické denaturace DNA

aplikace mysi protilatky aplikace krali¢iho ar

vici 5S-bromdeoxyuridinu, (viici riznym formam

nebo 5-metylcytozinu histonti H3 nebo 1

[kontrola: anti-DNA Ab] [kontrola: anti-par

kozi, anti-mysi Ab-FITC (TRITC) kozi, anti-kralici Ab-]
U U

barveni preparatli sm¢si DAPI a propidium jodidu (¢
enifliorescencéni mikroskonie (nont. CT.SM. znracovani ohrazin noc
\\§ V4
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HIlavni piednosti vySeuvedenych technik je kvalita a cetnost kompletnich mitotickych figur a
jejich relativné dobfe reprodukovatelné reakce s protilatkami. Mezi nevyhody patfi ur¢ita pracnost,
velka spotreba rostlinného materialu a asi i financni narocnost (zejména ceny aphidicolinu a Pectolyasy
zivociSnych vzorkil): ne vSechny protoplasty lyzuji a ne vSechny mitotické figury jsou dobie rozlozeny a
umistény v roviné podlozniho skla. U bunééného materidlu, ktery se vyznacuje silnou autofluorescenci
se doporucuje vyuzivat moznosti jiné detekce (pr. sekundarni protilatka zna¢ena koloidnim zlatem,
které je posléze zesileno stribrem; AuroProbe LM a IntenSE M, Amersham). Pokud nastavaji problémy
s penetraci protilatky pies zbytky cytoplazmy, je mozné zvySit permeabilitu aplikaci mikrovinného zareni
(vizLuetal. 1997). Hlavnim mementem vSech imunochemickych experimentt je absolutni nezbytnost
provedeni vSech moznych pozitivnich a negativnich kontrolnich reakci (preparatti), bez kterych je mozné
pozorovat, a posléze 1 opublikovat, nesCetnou fadu zajimavych artefakti 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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Knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia) ptedstavuje modelovy dvoudomy druh
s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy: samici rostliny (2n =22 + XX) jsou homogameticke, zatimco
sam¢i rostliny (2n =22 + XY) jsou heterogametické. Chromozdm Y nese nejen geny, jejichz produkty
potla¢uji vyvin pestikd, ale i geny nezbytné ke tvorbé ty¢inek. Uloha chromozomu X v determinaci
pohlavi je dosud nejasna. Pohlavni chromozémy jsou u knotovky vyrazné del$i nez autozoémy, a jsou
proto snadno rozliSitelné. JelikoZ typ determinace pohlavi je analogicky systému savéimu, vznika otazka,
zda v samicich somatickych buiikach knotovky téz dochazi ke kompenzaci davky gent nesenych
chromozomem X (fakultativni heterochromatinizace). Pomoci techniky iz situ nick translace jsme
prokazali urcité rozdily v metylaci cytozinu mezi dvéma samicimi chromozomy X. Tyto rozdily korelovaly
s autoradiografickou analyzou kinetiky replikace, stupném kondenzace i transkripéni aktivitou. V
predlozené praci jsme sledovali kinetiku replikace DNA, metylace DNA a acetylace nukleozomalnich
histonti pomoci protilatkovych reakci na mitotickych preparatech. Synchronizované kotenové Spicky
byly v priibéhu S-faze znaceny kratkymi pulzy 5-bromdeoxyuridinu (BrdU), ktery byl posléze vizualizovan
s pomoci primarni mysi anti-BrdU Ab a sekundarni anti-mysi Ab konjugované s fluoresceinem. Vysledky
ukazuji, ze replikace DNA obecné za¢ina v subtelomerickych oblastech chromozémii a pozdni replikaci
se vyznaCuji centromerické domény. Srovnani dvou chromozomui X na samicich metafédzich pak potvrdilo
vyrazné rozdily na krat$im i del$im ramenu; podstatna ¢ast del$iho ramene jednoho z chromozémti X se
replikuje az v pozdni S-fazi. S pomoci monoklonalni protilatky viici 5-metylcytozinu (anti-mC) jsme
detekovali hypermetylované oblasti genomu. Na interfaznich jadrech bylo mozné prokazat pozitivni
korelaci mezi konstitutivnim heterochromatinem (chromocentra) a metylaci DNA. Metyla¢ni obrazy na
mitotickych figurach vykazovaly nejsilngjsi signaly v bezprostedni blizkosti telomerickych oblasti. Rozdily
mezi dvéma chromozomy X byly markantni na obou ramenech. Kontrolni preparaty (s pouzitim anti-
DNA Ab) prokazaly homogenni znaceni celych chromozému. Vzhledem k tomu, Ze inkorporovany
BrdU vyrazné€ méni denaturacni parametry DNA, nebylo mozné provadét simultanni dvojitou
imunodetekci BrdU a 5-mC. Na preparatech fixovanych formaldehydem a nanasenych na skla pomoci
cytocentrifugace byly provadény pokusy o analyzu acetylace nukleozomalnich histonti H4. Kontrolni
preparaty (s pomoci anti-histon-pan Ab) prokazaly vhodnost pouzité¢ metodiky: interfazova jadra (mimo
oblast jadérek) a chromozomy davaly reprodukovatelné, homogenni signaly. Prvni vysledky prokazaly,
7e nejvyssi stupen acetylace lyzinovych rezidui v pozicich 5, 8 a 12 u histonti H4 se nachazi v
subtelomerickych oblastech chromozomti, coz koreluje s asnou replikaci DNA v téchto doménach.

Podg&kovani: Tento vyzkum byl provadén za finanéni podpory Grantové agentury AV CR (A5004601).
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